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DESCRIPCION
Produccién de isoprenoides derivados de acetil-coenzima a

Esta solicitud reivindica los derechos de prioridad de la Solicitud Provisional de Estados Unidos n.° 61/557.893,
presentada el 9 de noviembre de 2011.

1. Campo de la invencién

La presente divulgacion se refiere a composiciones y a métodos para producir isoprenoides derivados de acetil-CoA
en células hospedadoras modificadas por ingenieria genética.

2. Antecedentes

La acetil coenzima A (acetil-CoA) es un intermedio clave en la sintesis de compuestos biolégicos esenciales, entre
los que se incluyen los poliquétidos, acidos grasos, isoprenoides, fendlicos, alcaloides, vitaminas y aminoacidos.
Entre los metabolitos derivados de la acetil-CoA se encuentran metabolitos primarios y secundarios, incluyendo
compuestos de utilidad industrial. Los isoprenoides, por ejemplo, se usan en productos farmacéuticos y como
biocombustibles, aditivos alimentarios y otros productos quimicos especiales. Un producto isoprenoide tipicamente
se compone de cinco unidades de carbono isopentenil difosfato (IPP) repetidas, aunque se han notificado
isoprenoides irregulares y politerpenos. En la naturaleza, los isoprenoides se sintetizan por condensaciones
consecutivas de su IPP precursor y su isémero dimetilalil pirofosfato (DMAPP). Se conocen dos rutas para estos
precursores. Los procariotas, con algunas excepciones, tipicamente emplean la ruta de desoxixilulosa-5-fosfato
(DXP) para convertir piruvato y gliceraldehido 3-fosfato (G3P) en IPP y DMAPP. Los eucariotas, con la excepcion de
las plantas, generalmente usan la ruta dependiente de mevalonato (MEV) para convertir acetil-CoA en IPP, que
posteriormente se isomeriza a DMAPP.

El hongo unicelular Saccharomyces cerevisiae y sus parientes cercanos usan dos rutas enddgenas para generar
acetil-CoA. Una ruta tiene lugar en la matriz mitocondrial, donde el complejo PDH cataliza la descarboxilacion
oxidativa de piruvato, generado a partir de glucosa a través de la glicdlisis, en acetil-CoA. El complejo PDH consiste
en 60 cadenas polipeptidicas - 24 cadenas de lipoamida reductasa-transacetilasa, 12 cadenas de dihidrolipil
deshidrogenasa y 24 cadenas de piruvato descarboxilasa. Este complejo masivo convierte el piruvato en acetil-CoA,
generando NADH como subproducto. La acetil-CoA resultante después puede oxidarse completamente a CO; y H,O
a través del ciclo de acido citrico para la generacidon de energia, o usarse para reacciones biosintéticas que se
realizan en las mitocondrias.

La acetil-CoA generada en la mitocondria no puede atravesar la membrana mitocondrial para pasar al citosol. De
esta manera, para generar acetil-CoA citosodlica, que se necesita para la biosintesis de metabolitos primarios y
secundarios importantes, S. cerevisiae usa un mecanismo independiente localizado en el citosol conocido como
"bypass de PDH". Esta ruta multietapa cataliza: (1) la descarboxilacion de piruvato en acetaldehido por la piruvato
descarboxilasa (PDC, EC 4.1.1.1); (2) la conversién de acetaldehido en acetato por acetaldehido deshidrogenasa
(ACDH, EC 1.2.1.5 y EC 1.2.1.4), que reduce un NADP* a un NADPH; y (3) la sintesis de acetil-CoA a partir de
acetato y CoA por la acetil-CoA sintetasa (ACS, EC 6.2.1.1), que hidroliza 1 ATP a 1 AMP, el equivalente energético
de la hidrdlisis de 2 ATP a 2 ADP.

Como la naturaleza proporciona Unicamente fuentes de bajo rendimiento para la extraccién de muchas biomoléculas
derivadas de acetil-CoA, la produccion fermentativa usando microorganismos modificados genéticamente se ha
convertido en una alternativa prometedora para su produccion. Sin embargo, la utilizaciéon de la ruta de acetil-CoA
nativa para la produccion del intermedio de acetil-CoA tiene ciertas limitaciones. Por ejemplo, la produccion de
isoprenoides a través de la ruta de MEV nativa requiere tres moléculas de acetil-CoA y la oxidacion de dos NADPH
para cada molécula de mevalonato generada, como se muestra en la FIG. 1. Aunque el bypass de PDH genera un
NADPH por acetil-CoA producida, en el proceso se gastan dos equivalentes de ATP. De esta manera, aunque la
generacion de NADPH es beneficiosa con respecto a los requisitos de cofactores de la ruta de MEV nativa, el gasto
de seis equivalentes de ATP por mevalonato generado da como resultado una reaccion energéticamente ineficaz, ya
que deben desviarse mas fuentes de carbono a la sintesis de ATP, por gjemplo, a través del ciclo TCA y la
fosforilacion oxidativa, a expensas del rendimiento del producto.

De esta manera, uno de los desafios en el disefio de un hospedador de producciéon que produzca eficazmente
compuestos derivados de acetil-CoA, es optimizar la produccién de acetil-CoA de tal manera que se minimicen los
requisitos de ATP, proporcionando al mismo tiempo el cofactor y los requisitos de la ruta biosintética. Las
composiciones y métodos proporcionados en el presente documento abordan esta necesidad y proporcionan
también ventajas relacionadas.
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3. Sumairio de la invencién

La presente invencion proporciona una célula de levadura modificada genéticamente capaz de producir un
isoprenoide, comprendiendo la célula: (a) uno o mas acidos nucleicos heterélogos que codifican una o0 mas enzimas
de una ruta de mevalonato (MEV) para fabricar isopentenil pirofosfato; y (b) un acido nucleico heterdlogo que
codifica una acetilaldehido deshidrogenasa de acilacion (ADA). La referencia en el presente documento a una
"célula hospedadora” de la invencion es una célula de levadura.

En el presente documento se describen composiciones y métodos para la produccion energéticamente eficaz y
equilibrada con cofactor de isoprenoides derivados de acetil-CoA. Mediante la utilizacion de una acetaldehido
deshidrogenasa de acilacion heteréloga (denominada como alternativa "acetaldehido deshidrogenasa, acetilacion”,
"acetilaldehido deshidrogenasa, acilacion”, o "ADA" (EC 1.2.1.10)) como alternativa al bypass de PDH para la
produccién citosolica de acetil-CoA, se ahorran dos equivalentes de ATP por molécula de acetil-CoA producida. La
ADA convierte el acetaldehido directamente en acetil-CoA sin gasto de ATP, y reduce un NAD* a un NADH en el
proceso.

Aunque los ahorros de ATP obtenidos por el reemplazo del bypass de PDH con ADA pueden utilizarse para obtener
mayores rendimientos de producto, hay posibles inconvenientes asociados con el uso de ADA en combinacién con
la ruta de mevalonato nativa. En primer lugar, la inactivacion del bypass de PDH nativo elimina una fuente de
NADPH, mientras que la reaccién catalizada por ADA produce NADH. De esta manera, el reemplazo del bypass de
PDH con ADA, sin una modificacion de la ruta adicional, introduce un desequilibrio redox en la sintesis de
isoprenoides, que consume NADPH.

En segundo lugar, la ADA cataliza la siguiente reaccion reversible:
acetaldehido + NAD" + Coenzima A <> acetil-CoA + NADH + H*

La reaccion de bypass de PDN nativo para formar acetil-CoA es termodinamicamente favorable porque la reaccion
se acopla a la hidrolisis de ATP para dar AMP. Por el contrario, la reaccion de ADA no se acopla a ATP, y esta
mucho mas préxima al equilibrio que las reacciones de bypass de PDH nativas para formar acetil-CoA. De esta
manera, la reaccién catalizada por ADA tiene una menor fuerza termodinamica impulsora tras la conversion de
acetaldehido en acetil-CoA, y sin una modificaciéon de la ruta adicional, no pueden obtenerse las ganancias de
energia tedricas de la ADA.

Las composiciones y métodos descritos en el presente documento solucionan estos inconvenientes. En algunas
realizaciones, para tratar el desequilibrio redox introducido por el reemplazo del bypass de PDH con ADA, las células
hospedadoras modificadas genéticamente utilizan ademas una enzima que usa NADH en la ruta de isoprenoides
para consumir NADH generado por ADA. De esta manera, la reserva de NADH generado por la conversion mediada
por ADA de acetaldehido en acetil-CoA puede utilizarse directamente hacia la sintesis de isoprenoides. En algunas
realizaciones, la enzima que usa NADH es una enzima que no es nativa en la ruta de isoprenoides. Por ejemplo, la
enzima que usa NADH puede reemplazar a una enzima que usa NADPH que es nativa para la ruta de isoprenoides.
En realizaciones particulares, la enzima que usa NADH es una 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa que usa
NADH (HMG-CoA reductasa) que convierte HMG-CoA en mevalonato.

En algunas realizaciones, para solucionar la menor fuerza termodinamica impulsora tras la reaccion de ADA, las
células hospedadoras modificadas genéticamente utilizan ademas, como primera etapa en la ruta de mevalonato,
una reaccion termodinamicamente favorable inmediatamente posterior a la acetil-CoA para proporcionar un impulso
a la reaccion de ADA. En algunas realizaciones, la formacion de acetoacetil-CoA a partir de acetil-CoA se cataliza
por una acetoacetil-CoA sintasa (AACS; denominada, como alternativa, acetil-CoA:malonil CoA aciltransferasa). La
reaccion catalizada por AACS es termodinamicamente mas favorable que la reaccién catalizada por la acetil-CoA
tiolasa de la ruta de mevalonato nativa, debido a la hidrdlisis de 1 ATP resultante de la generacién de malonil-CoA
por la acetil-CoA carboxilasa (FIG. 5). De esta manera, la AACS proporciona un impulso mas fuerte sobre la acetil-
CoA para promover la reaccion directa de ADA.

Las ventajas de utilizar una ADA heteréloga en combinacion con estas modificaciones se ejemplifican por el mejor
rendimiento tedrico del sesquiterpeno farneseno en células hospedadoras que comprenden una ruta de MEV. En la
FIG. 1 y en la FIG 2 se ilustra la produccion de isoprenoides a través de la ruta de mevalonato nativa. Como se
indica en la FIG. 3, cuando se sintetiza acetil-CoA citosdlica a partir de glucosa usando Unicamente las reacciones
quimicas que se producen en la red metabdlica de levadura nativa, el maximo rendimiento estequiométrico posible
para la conversion de glucosa en farneseno a través de la ruta de mevalonato es del 23,6 % en peso, siendo
necesarias 4,77 moléculas de glucosa para la sintesis de cada molécula de farneseno. Se requieren 27 ATP por
molécula de farneseno, de las que 18 se consumen en la sintesis de acetil-CoA citosdlica a partir de acetaldehido a
través del bypass de PDH. Sin embargo, al incluir las reacciones catalizadas por ADA y HMG-CoA reductasa que
usa NADH en la red metabdlica para la producciéon de mevalonato, como se ilustra en la FIG. 4, el rendimiento
estequiométrico tedrico maximo se mejora hasta un 25,2 % en peso. En particular, la ADA convierte el acetaldehido
en acetil-CoA sin ningun aporte de ATP; esto reduce los equivalentes de ATP necesarios para la sintesis de
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farneseno a 9, dando como resultado un ahorro de 18 equivalentes de ATP por molécula de farneseno producida (2
equivalentes de ATP por acetil-CoA x 9 acetil-CoA por 1 farneseno). Estos ahorros en el uso de ATP durante la
produccion de acetil-CoA eliminan la necesidad de oxigeno para que las células realicen el ciclo TCA para la
produccion de farneseno. El requisito de oxigeno para la conversion de glucosa en farneseno se reduce de 7,8
moléculas de O, por glucosa consumida a 6, reduciéndose de esta manera el importante coste de produccion de
proporcionar oxigeno a los fermentadores a escala. Ademas, el desequilibrio redox se alivia al introducir
conjuntamente una HMG-CoA reductasa que usa NADH, que consume NADH generado por ADA.

Como se indica en la FIG. 4, sigue habiendo un exceso estequiométrico de ATP en una cepa que comprende tanto
una ADA como una HMG-CoA reductasa que usa NADH, que puede usarse por la célula para el mantenimiento y
crecimiento. Como alternativa, parte de este exceso de ATP puede utilizarse para mejorar la cinética de la
produccion de acetoacetil-CoA, mediante la introduccion de una acetoacetil-CoA sintasa (AACS). Como se ilustra en
la FIG. 5, la AACS es una enzima que sintetiza acetoacetil-CoA a partir de malonil-CoA y acetil-CoA. La sintesis de
malonil-CoA requiere un aporte energético de 1 ATP por molécula de acetil-CoA convertida (catalizada por la acetil-
CoA carboxilasa, mejorandose de esta manera la fuerza termodinamica impulsora de la sintesis de acetoacetil-CoA
a partir de acetil-CoA. Es importante indicar que esto no afecta al rendimiento estequiométrico maximo del farneseno
a partir de azucar o a la demanda de oxigeno de la ruta, ya que sigue habiendo un exceso de ATP disponible en
este disefio de cepa, como se ilustra en la FIG. 6.

Como se muestra en la FIG. 7, pueden conseguirse eficiencias adicionales mediante la introduccion de las enzimas
fosfocetolasa (PK) y fosfotransacetilasa (PTA). La PK y PTA catalizan las reacciones de conversion de fructosa-6-
fosfato (F6P) o xilulosa-5-fosfato (X5P) en acetil-CoA. Con estas rutas metabdlicas disponibles, 6ptimamente, la red
de reacciones puede alcanzar un rendimiento de masa del 29,8 % en peso o mayor, un aumento significativo en el
rendimiento tedrico maximo. Esta solucion implica desviar carbono de la glicdlisis secundaria (G3P — piruvato), lo
cual tiene como resultado una menor generacion de ATP y NADH, al estar ambos ya en exceso en una red que
comprende la ADA y la HMG-CoA reductasa que usa NADH. Un efecto beneficioso de reducir el flujo a través de la
glicolisis secundaria es que se produce menos CO; para convertir piruvato en acetaldehido y, por lo tanto, puede
capturarse mas carbono en el producto final, aumentandose de esta manera el rendimiento teérico maximo de la red.
Un segundo efecto beneficioso es que se produce menos NADH vy, por lo tanto, se necesita menos oxigeno para
reoxidarlo. En particular, la demanda de oxigeno 6ptimamente es de solo 1,84 moléculas de O, por glucosa
consumida. El impacto redox de la adicion de PK'y PTA a un entorno de ADA es visible incluso a bajos rendimientos
en la microescala, como se ilustra en la FIG. 13, donde la produccién de glicerol vuelve a los niveles del tipo
silvestre.

De esta manera, en la presente invencion se proporcionan células de levadura modificadas genéticamente y
métodos para usarlas para la produccion de isoprenoides derivados de acetil-CoA como se define en las
reivindicaciones.

En algunas realizaciones, dichas una o mas enzimas de la ruta de MEV comprenden una enzima que condensa
acetil-CoA con malonil-CoA para formar acetoacetil-CoA. En algunas realizaciones, dichas una o mas enzimas de la
ruta de MEV comprenden una acetil-CoA:malonil-CoA aciltransferasa (es decir, una acetoacetil-CoA sintasa
(AACS)).

En algunas realizaciones, dichas una o mas enzimas de la ruta de MEV comprenden una enzima que usa NADH que
convierte HMG-CoA en mevalonato. En algunas realizaciones, dichas una o mas enzimas de la ruta de MEV
comprenden una HMG-CoA reductasa que usa NADH.

En algunas realizaciones, la célula hospedadora modificada genéticamente comprende ademas un acido nucleico
heterélogo que codifica una fosfocetolasa. En algunas realizaciones, la célula hospedadora modificada
genéticamente comprende ademas un acido nucleico heterdlogo que codifica una fosfotransacetilasa.

En algunas realizaciones, la secuencia de aminoacidos de la ADA es al menos un 80 % idéntica a la SEQ ID NO: 2.
En algunas realizaciones, la secuencia de aminoacidos de la acetil-CoA:malonil-CoA aciltransferasa es al menos un
80 % idéntica a la SEQ ID NO:16. En algunas realizaciones, la secuencia de aminoacidos de la HMG-CoA reductasa
que usa NADH es al menos un 80 % idéntica a la SEQ ID NO: 20. En algunas realizaciones, la secuencia de
aminoacidos de la fosfocetolasa es al menos un 80 % idéntica a la SEQ ID NO: 12. En algunas realizaciones, la
secuencia de aminodacidos de la fosfotransacetilasa es al menos un 80 % idéntica a la SEQ ID NO: 14.

En algunas realizaciones, la célula hospedadora modificada genéticamente comprende ademas una alteracion
funcional de una o mas enzimas del bypass de piruvato deshidrogenasa (PDH) nativa. En algunas realizaciones,
dichas una o mas enzimas del bypass de PDH se seleccionan entre acetil-CoA sintasa 1 (ACS1), acetil-CoA sintasa
2 (ACS2) y aldehido deshidrogenasa 6 (ALDG6). En algunas realizaciones, ACS1 esta alterada funcionalmente. En
algunas realizaciones, ACS2 esta alterada funcionalmente. En algunas realizaciones, ALD6 esta alterada
funcionalmente. En algunas realizaciones, ACS1 y ACS2 estan alteradas funcionalmente. En algunas realizaciones,
ACS1, ACS2 y ALDG estan alteradas funcionalmente.
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En algunas realizaciones, la célula hospedadora modificada genéticamente comprende ademas una alteracion
funcional de una o mas enzimas que tienen actividad alcohol deshidrogenasa (ADH). En algunas realizaciones,
dichas una o mas enzimas que tienen actividad ADH se seleccionan entre alcohol deshidrogenasa 1 (ADH1), alcohol
deshidrogenasa 3 (ADH3), alcohol deshidrogenasa 4 (ADH4) y alcohol deshidrogenasa 5 (ADH5).

En algunas realizaciones, dichas una o mas enzimas de la ruta de MEV comprenden una enzima que condensa dos
moléculas de acetil-CoA para formar acetoacetil-CoA. En algunas realizaciones, dichas una o mas enzimas de la
ruta de MEV comprenden una enzima que condensa acetoacetil-CoA con acetil-CoA para formar HMG-CoA. En
algunas realizaciones, dichas una o mas enzimas de la ruta de MEV comprenden una enzima que convierte HMG-
CoA en mevalonato. En algunas realizaciones, dichas una o mas enzimas de la ruta de MEV comprenden una
enzima que fosforila mevalonato para dar mevalonato 5-fosfato. En algunas realizaciones, dichas una o mas
enzimas de la ruta de MEV comprenden una enzima que convierte mevalonato 5-fosfato en mevalonato 5-
pirofosfato. En algunas realizaciones, dichas una o mas enzimas de la ruta de MEV comprenden una enzima que
convierte mevalonato 5-pirofosfato en isopentenil pirofosfato. En algunas realizaciones, dichas una o mas enzimas
de la ruta de MEV se seleccionan entre HMG-CoA sintasa, mevalonato quinasa, fosfomevalonato quinasa y
mevalonato pirofosfato descarboxilasa.

En algunas realizaciones, la célula hospedadora comprende una pluralidad de acidos nucleicos heterélogos que
codifican todas las enzimas de la ruta de MEV. En algunas realizaciones, dichos uno o mas acidos nucleicos
heterdélogos que codifican una o mas enzimas de la ruta de MEV estan bajo el control de un solo regulador de la
transcripcion. En algunas realizaciones, dichos uno o mas acidos nucleicos heterélogos que codifican una o mas
enzimas de la ruta de MEV estan bajo el control de miltiples reguladores de la transcripcion heterélogos.

En algunas realizaciones, la célula hospedadora modificada genéticamente comprende ademas un acido nucleico
heterélogo que codifica una enzima que puede convertir isopentenil pirofosfato (IPP) en dimetilalil pirofosfato
(DMAPP). En algunas realizaciones, la célula hospedadora modificada genéticamente comprende ademas un acido
nucleico heterélogo que codifica una enzima que puede condensar moléculas de IPP y/o DMAPP para formar un
compuesto de poliprenilo. En algunas realizaciones, la célula hospedadora modificada genéticamente comprende
ademas un acido nucleico heterélogo que codifica una enzima que puede modificar IPP o un poliprenilo para formar
un compuesto isoprenoide. En algunas realizaciones, la enzima que puede modificar IPP o un poliprenilo para formar
un compuesto isoprenoide se selecciona del grupo que consiste en careno sintasa, geraniol sintasa, linalool sintasa,
limoneno sintasa, mirceno sintasa, ocimeno sintasa, a-pineno sintasa, B-pineno sintasa, y-terpineno sintasa,
terpinoleno sintasa, amorfadieno sintasa, a-farneseno sintasa, PB-farneseno sintasa, farnesol sintasa, nerolidol
sintasa, patchouliol sintasa, nootkatona sintasa y abietadieno sintasa. En algunas realizaciones, el isoprenoide se
selecciona del grupo que consiste en un hemiterpeno, monoterpeno, diterpeno, triterpeno, tetraterpeno,
sesquiterpeno y politerpeno. En algunas realizaciones, el isoprenoide es un isoprenoide Cs-Cz. En algunas
realizaciones, el isoprenoide se selecciona del grupo que consiste en abietadieno, amorfadieno, careno, a-
farneseno, B-farneseno, farnesol, geraniol, geranilgeraniol, isopreno, linalool, limoneno, mirceno, nerolidol, ocimeno,
patchoulol, B-pineno, sabineno, y-terpineno, terpinoleno y valenceno.

La célula hospedadora modificada genéticamente de la invencion es una célula de levadura. En algunas
realizaciones, la levadura es Saccharomyces cerevisiae.

En otro aspecto, en la presente invencién se proporciona una célula hospedadora modificada genéticamente capaz
de producir un isoprenoide, comprendiendo la célula: (a) uno o mas acidos nucleicos heterélogos que codifican una
0 mas enzimas de una ruta de mevalonato (MEV) para fabricar isopentenil pirofosfato; (b) un acido nucleico
heterélogo que codifica una acetilaldehido deshidrogenasa, acetilacion (ADA); (c) una alteracion funcional de al
menos una enzima del bypass de PDH nativo seleccionada del grupo que consiste en acetil-CoA sintasa 1 (ACS1),
acetil-CoA sintasa 2 (ACS2) y aldehido deshidrogenasa 6 (ALDG6); (d) un acido nucleico heterélogo que codifica una
fosfocetolasa (PK); y (e€) un acido nucleico heterélogo que codifica una fosfocetolasa (PTA).

En otro aspecto, en la presente invencién se proporciona una célula hospedadora modificada genéticamente capaz
de producir un isoprenoide, comprendiendo la célula: (a) uno o mas acidos nucleicos heterélogos que codifican una
0 mas enzimas de una ruta de mevalonato (MEV) para fabricar isopentenil pirofosfato, en donde dichas una o mas
enzimas comprenden una HMG-CoA reductasa que usa NADH; (b) un acido nucleico heterélogo que codifica una
acetilaldehido deshidrogenasa, acetilacion (ADA); y (c) una alteracion funcional de al menos una enzima del bypass
de PDH nativo seleccionada del grupo que consiste en acetil-CoA sintasa 1 (ACS1), acetil-CoA sintasa 2 (ACS2) y
aldehido deshidrogenasa 6 (ALD®G).

En otro aspecto, en la presente invencién se proporciona una célula hospedadora modificada genéticamente capaz
de producir un isoprenoide, comprendiendo la célula: (a) uno o mas acidos nucleicos heterdlogos que codifican una
0 mas enzimas de una ruta de mevalonato (MEV) para fabricar isopentenil pirofosfato, en donde dichas una o mas
enzimas comprenden una HMG-CoA reductasa que usa NADH; (b) un acido nucleico heterélogo que codifica una
acetilaldehido deshidrogenasa, acetilacion (ADA); (c) una alteracion funcional de al menos una enzima del bypass
de PDH nativo seleccionada del grupo que consiste en acetil-CoA sintasa 1 (ACS1), acetil-CoA sintasa 2 (ACS2) y
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aldehido deshidrogenasa 6 (ALDG6); (d) un acido nucleico heterdlogo que codifica una fosfocetolasa (PK); y (e) un
acido nucleico heterélogo que codifica una fosfocetolasa (PTA).

En otro aspecto, en la presente invencién se proporciona una célula hospedadora modificada genéticamente capaz
de producir un isoprenoide, comprendiendo la célula: (a) uno o mas acidos nucleicos heterdlogos que codifican una
0 mas enzimas de una ruta de mevalonato (MEV) para fabricar isopentenil pirofosfato, en donde dichas una o mas
enzimas comprenden una acetil-CoA:manolil-CoA aciltransferasa; (b) un acido nucleico heterélogo que codifica
acetilaldehido deshidrogenasa, acetilacion (ADA); y (c) una alteracion funcional de al menos una enzima del bypass
de PDH nativo seleccionada del grupo que consiste en acetil-CoA sintasa 1 (ACS1), acetil-CoA sintasa 2 (ACS2) y
aldehido deshidrogenasa 6 (ALD®G).

En otro aspecto, en la presente invencién se proporciona una célula hospedadora modificada genéticamente capaz
de producir un isoprenoide, comprendiendo la célula: (a) uno o mas acidos nucleicos heterélogos que codifican una
pluralidad de enzimas de una ruta de mevalonato (MEV) para fabricar isopentenil pirofosfato, en donde la pluralidad
de enzimas comprende una acetil-CoA:malonil-CoA aciltransferasa y una HMG-CoA reductasa que usa NADH; (b)
un acido nucleico heterélogo que codifica una acetilaldehido deshidrogenasa, acetilacion (ADA); (c) una alteracion
funcional de al menos una enzima del bypass de PDH nativo seleccionada del grupo que consiste en acetil-CoA
sintasa 1 (ACS1), acetil-CoA sintasa 2 (ACS2) y aldehido deshidrogenasa 6 (ALDB6); (d) un acido nucleico heterologo
que codifica una fosfocetolasa (PK); y (e) un acido nucleico heterélogo que codifica una fosfocetolasa (PTA).

En otro aspecto, en la presente invencién se proporciona un método para producir un isoprenoide, comprendiendo el
método: (a) cultivar una poblacién de células de levadura modificadas genéticamente descritas en el presente
documento en un medio con una fuente de carbono en condiciones adecuadas para fabricar dicho compuesto
isoprenoide; y (b) recuperar dicho compuesto isoprenoide del medio.

4. Breve descripcion de las figuras

La FIGURA 1 proporciona una representacion esquematica de la ruta de mevalonato ("MEV") para la produccion
de isopentenil difosfato ("IPP").

La FIGURA 2 proporciona una representacion esquematica de la conversion de IPP y dimetilalil pirofosfato
("DMAPP") en geranil pirofosfato ("GPP"), farnesil pirofosfato ("FPP") y geranilgeranil pirofosfato ("GGPP").

La FIGURA 3 proporciona una representacion esquematica del flujo éptimo de carbono y los requisitos
metabdlicos y rendimientos en la conversiéon de glucosa en farneseno a través de la ruta de mevalonato, en
donde se genera acetil-CoA citosdlica a través del bypass de PDH de "tipo silvestre".

La FIGURA 4 proporciona una representacion esquematica del flujo éptimo de carbono y los requisitos
metabdlicos y rendimientos en la conversiéon de glucosa en farneseno a través de la ruta de mevalonato, en
donde se genera acetil-CoA citosdlica a través de ADA, y la ruta de mevalonato comprende una HMGr que usa
NADH en lugar de una HMGr que usa NADPH.

La FIGURA 5 proporciona una representacion esquematica de la produccion de farneseno a partir de acetil-CoA,
en donde la acetoacetil-CoA (AcAcCoA) se sintetiza a partir de malonil-CoA y acetil-CoA (AcCoA) por la
acetoacetil-CoA sintasa (AACS). La sintesis de malonil-CoA requiere una entrada energética de 1 ATP por
molécula de acetil-CoA convertida (catalizado por acetil-CoA carboxilasa (ACC1)).

La FIGURA 6 proporciona una representacion esquematica del flujo éptimo de carbono y los requisitos
metabdlicos y rendimientos en la conversién de glucosa en farneseno a través de la ruta de mevalonato, en
donde se genera acetil-CoA citosolica a través de ADA, la ruta de mevalonato comprende una HMGr que usa
NADH en lugar de una HMGr que usa NADPH, y la acetoacetil-CoA se sintetiza a partir de malonil-CoA y acetil-
CoA por la acetoacetil-CoA sintasa.

La FIGURA 7 proporciona una representacion esquematica del flujo éptimo de carbono y los requisitos
metabdlicos y rendimientos en la conversiéon de glucosa en farneseno a través de la ruta de mevalonato, en
donde se genera acetil-CoA citosolica a través de ADA, la ruta de mevalonato comprende una HMGr que usa
NADH en lugar de una HMGr que usa NADPH, y la fosfocetolasa (PK) y fosfotransacetilasa (PTA) catalizan las
reacciones para convertir fructosa-6-fosfato (F6P) en acetil-CoA.

La FIGURA 8 proporciona las actividades especificas de NADPH o de NADH (medidas como nmol/mg/min) de
hidroximetilglutaril-CoA reductasas de Sacchormyces cerevisiae (Sc. tHMG-CoA reductasa), Pseudomonas
mevalonii (Pm.), Delftia acidovorans (Da.) y Silicibacter pomeroyi (Sp.).

La FIGURA. 9 proporciona densidades celulares (medidas como DOggo) después de 24 y 48 horas para cepas de
S. cerevisiae (Sc.) que comprenden una ruta de MevT heteréloga que comprende una HMG-CoA reductasa que
usa NADPH (tHMG-CoA reductasa de Sc.) o una HMG-CoA reductasa que usa NADH (Pm. - Pseudomonas
mevalonii; Da. -- Delftia acidovorans; Sp. -- Silicibacter pomeroyi) en un entorno de ADH1 de tipo silvestre y un
entorno knockout para ADH1 (adh1A), respectivamente.

La FIGURA 10 proporciona la produccion de glicerol (medida como g/l) después de 24 y 48 horas para cepas de
S. cerevisiae (Sc.) en una ruta de MevT que comprende una HMG-CoA reductasa que usa NADPH (Sc. tHMG-
CoA reductasa) o una HMG-CoA reductasa que usa NADH (Pm. - Pseudomonas mevalonii; Da. -- Delftia
acidovorans; Sp. -- Silicibacter pomeroyi) tanto en un entorno de ADH1 de tipo silvestre como en un entorno
knockout para ADH1.
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La FIGURA 11 proporciona la produccion de mevalonato (medida como g/l) después de 24 y 48 horas para
cepas de S. cerevisiae (Sc.) que comprenden una HMG-CoA reductasa que usa NADPH (Sc. tHMG-CoA
reductasa) o una HMG-CoA reductasa que usa NADH (Pm. - Pseudomonas mevalonii; Da. -- Delftia acidovorans;
Sp. -- Silicibacter pomeroyi) tanto en un entorno de ADH1 de tipo silvestre como en un entorno knockout para
ADH1 (adh1A).

La FIGURA 12 proporciona la produccion de farneseno y densidades celulares de cepas de S. cerevisiae que
comprenden: (A) una ADA expresada heterdlogamente (Dz.eutE) acoplada con acs7A acs2A ald6A y una ruta de
MEV que comprende una HMG-CoA reductasa que usa NADPH o una HMG-CoA reductasa que usa NADH; (B)
un bypass de PDH intacto (de tipo silvestre) y una ruta de MEV que comprende una HMG-CoA reductasa que
usa NADPH o una HMG-CoA reductasa que usa NADH. Las columnas indicadas como "Vacias" representan
pocillos solo con medio (sin células).

La FIGURA 13 proporciona la producciéon de glicerol (paneles superiores) y el consumo de glucosa (paneles
inferiores) por: (A) una cepa de tipo silvestre (Y968); una cepa que expresa heterélogamente ADA (Dz.eutE)
(Y12869); y (B) una cepa que expresa heterélogamente ADA (Dz.eutE), fosfocetolasa (PK) y fosfotransacetilasa
(PTA) (Y12745).

La FIGURA 14 proporciona la produccion de mevalonato por cepas de S. cerevisiae que comprenden un bypass
de PDH intacto (tipo silvestre) o ADA expresada heterélogamente (Dz.eutE) acoplado con acs7A acs2A a1d6A; y
una ruta de MEV que comprende ERG10 (acetil-CoA tiolasa) o nphT7 (acetoacetil-CoA sintasa).

5. Descripcion detallada de las realizaciones

5.1 Terminologia

Como se usa en el presente documento, el término "heterdlogo” se refiere a lo que no se encuentra normalmente en
la naturaleza. La expresion "secuencia de nucleétidos heterdloga" se refiere a una secuencia de nucleétidos que no
se encuentra normalmente en una célula dada en la naturaleza. De esta manera, una secuencia de nucleétidos
heterdloga puede: (a) ser extrafia para su célula hospedadora (es decir, es "exdgena" para la célula); (b) encontrarse
de forma natural en la célula hospedadora (es decir, "enddgena") pero estando presente en una cantidad poco
natural en la célula (es decir, una cantidad mayor o menor que la que se encuentra normalmente en la célula
hospedadora); o (c) encontrarse de forma natural en la célula hospedadora pero estar situada fuera de su locus
natural. La expresion "enzima heteréloga" se refiere a una enzima que no se encuentra normalmente en una célula
dada en la naturaleza. El término incluye una enzima que: (a) es exdgena para una célula dada (es decir, se codifica
por una secuencia de nucleétidos que no esta presente de forma natural en la célula hospedadora o no esta
presente naturalmente en un contexto dado en la célula hospedadora); y (b) se encuentra de forma natural en la
célula hospedadora (por ejemplo, la enzima se codifica por una secuencia de nucleétidos que es endogena para la
célula) pero que se produce en una cantidad no natural (por ejemplo, mayor o menor que la encontrada de forma
natural) en la célula hospedadora.

Por otra parte, el término "nativo" o "enddgeno”, como se usa en el presente documento haciendo referencia a
moléculas y, en particular, a enzimas y acidos nucleicos, indica moléculas que se expresan en el organismo en el
que se originaron o se encuentran en la naturaleza, Independientemente del nivel de expresidon que puede ser
inferior, igual o mayor que el nivel de expresion de la molécula en el microorganismo nativo. Se entiende que la
expresion de polinucleétidos o enzimas nativas puede estar modificada en microorganismos recombinantes.

Como se usa en el presente documento, "alterar funcionalmente" o una "alteracion funcional" por ejemplo, de un gen
diana, por ejemplo, uno o mas genes del bypass de PDH, significa que el gen diana esta alterado de tal manera que
se reduce en la célula hospedadora la actividad de la proteina codificada por el gen diana. De forma similar, por
"alterar funcionalmente" o una "alteracion funcional" por ejemplo, de una proteina diana, por ejemplo, una o mas
enzimas del bypass de PDH, se entiende que la proteina diana esta alterada de tal forma que se reduce en la célula
hospedadora la actividad de la proteina. En algunas realizaciones, la actividad de la proteina diana codificada por el
gen diana se elimina en la célula hospedadora. En otras realizaciones, la actividad de la proteina diana codificada
por el gen diana se reduce en la célula hospedadora. La alteracion funcional del gen diana puede conseguirse
delecionando todo o una parte del gen de forma que se elimine o reduzca la expresiéon génica, o de forma que se
elimine o reduzca la actividad del producto génico. La alteracion funcional del gen diana también puede conseguirse
mutando un elemento regulador del gen, por gjemplo, el promotor del gen de forma que se elimine o reduzca la
expresion, o mediante la mutacion de la secuencia codificante del gen de forma que se elimine o reduzca la actividad
del producto génico. En algunas realizaciones, la alteracion funcional del gen diana da como resultado la eliminacion
de la fase de lectura abierta completa del gen diana.

Como se usa en el presente documento, la expresion "célula parental" se refiere a una célula que tiene un entorno
genético idéntico al de una célula hospedadora modificada genéticamente desvelada en el presente documento
excepto por el hecho de que no comprende una o mas modificaciones genéticas particulares introducidas por
ingenieria genética en la célula hospedadora modificada, por ejemplo, una o mas modificaciones seleccionadas del
grupo que consiste en: expresion heteréloga de una ADA, expresion heterdloga de una HMG-CoA reductasa que
usa NADH, expresion heteréloga de una AACS, expresion heteréloga de una fosfocetolasa, expresion heteréloga de
una fosfotransacetilasa y expresion heteréloga de una o mas enzimas de la ruta de mevalonato.
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Como se usa en el presente documento, el término "produccion" se refiere, en general, a una cantidad de un
isoprenoide producido por una célula hospedadora modificada genéticamente proporcionada en el presente
documento. En algunas realizaciones, la produccion se expresa como un rendimiento de isoprenoide por la célula
hospedadora. En otras realizaciones, la produccion se expresa como una productividad de la célula hospedadora en
la produccién del isoprenoide.

Como se usa en el presente documento, el término "productividad" se refiere a la produccién de un isoprenoide por
una célula hospedadora, expresada como la cantidad de isoprenoide producida (en peso) por cantidad de caldo de
fermentacion en el que se cultiva la célula hospedadora (por volumen) a lo largo del tiempo (por hora).

Como se usa en el presente documento, el término "rendimiento” se refiere a la produccién de un isoprenoide por
una célula hospedadora, expresado como la cantidad de isoprenoide producido por cantidad de fuente de carbono
consumida por la célula hospedadora, en peso.

5.2 Microbios modificados genéticamente que producen isoprenoides derivados de acetil-CoA

5.2.1 Células hospedadoras

Las células hospedadoras de levadura adecuadas incluyen, pero sin limitacion, levaduras que se han depositado en
depdsitos de microorganismos (por ejemplo IFO, ATCC, etc.) y pertenecen a los géneros Aciculoconidium,
Ambrosiozyma, Arthroascus, Arxiozyma, Ashbya, Babjevia, Bensingtonia, Botryoascus, Botryozyma, Brettanomyces,
Bullera, Bulleromyces, Candida, Citeromyces, Clavispora, Cryptococcus, Cystofilobasidium, Debaryomyces,
Dekkara, Dipodascopsis, Dipodascus, Eeniella, Endomycopsella, Eremascus, Eremothecium, Erythrobasidium,
Fellomyces, Filobasidium, Galactomyces, Geotrichum, Guilliermondella, Hanseniaspora, Hansenula, Hasegawaea,
Holtermannia, Hormoascus, Hyphopichia, Issatchenkia, Kloeckera, Kloeckeraspora, Kluyveromyces, Kondoa,
Kuraishia, Kurtzmanomyces, Leucosporidium, Lipomyces, Lodderomyces, Malassezia, Metschnikowia, Mrakia,
Myxozyma, Nadsonia, Nakazawaea, Nematospora, Ogataea, Oosporidium, Pachysolen, Phachytichospora, Phaffia,
Pichia, Rhodosporidium, Rhodotorula, Saccharomyces, Saccharomycodes, Saccharomycopsis, Saitoella,
Sakaguchia, Saturnospora, Schizoblastosporion, Schizosaccharomyces, =~ Schwanniomyces, Sporidiobolus,
Sporobolomyces, Sporopachydermia, Stephanoascus, Sterigmatomyces, Sterigmatosporidium, Symbiotaphrina,
Sympodiomyces, Sympodiomycopsis, Torulaspora, Trichosporiella, Trichosporon, Trigonopsis, Tsuchiyaea,
Udeniomyces, Waltomyces, Wickerhamia, Wickerhamiella, Williopsis, Yamadazyma, Yarrowia, Zygoascus,
Zygosaccharomyces, Zygowilliopsis y Zygozyma, entre otros.

En algunas realizaciones, el microbio hospedador es Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris,
Schizosaccharomyces pombe, Dekkera bruxellensis, Kluyveromyces lactis (previamente denominado
Saccharomyces lactis), Kluveromyces marxianus, Arxula adeninivorans, o Hansenula polymorpha (ahora conocido
como Pichia angusta). En algunas realizaciones, el microbio hospedador es una cepa del género Candida, tal como
Candida lipolytica, Candida guilliermondii, Candida krusei, Candida pseudotropicalis o Candida utilis.

En una realizacion particular, el microbio hospedador es Saccharomyces cerevisiae. En algunas realizaciones, el
hospedador es una cepa de Saccharomyces cerevisiae seleccionada del grupo que consiste en la levadura de
panaderia, CBS 7959, CBS 7960, CBS 7961, CBS 7962, CBS 7963, CBS 7964, 1Z-1904, TA, BG-1, CR-1, SA-1, M-
26, Y-904, PE-2, PE-5, VR-1, BR-1, BR-2, ME-2, VR-2, MA-3, MA-4, CAT-1, CB-1, NR-1, BT-1, y AL-1. En algunas
realizaciones, el microbio hospedador es una cepa de Saccharomyces cerevisiae seleccionada del grupo que
consiste en PE-2, CAT-1, VR-1, BG-1, CR-1, y SA-1. En una realizacién particular, la cepa de Saccharomyces
cerevisiae es PE-2. En otra realizacion particular, la cepa de Saccharomyces cerevisiae es CAT-1. En ofra
realizacion particular, la cepa de Saccharomyces cerevisiae es BG-1.

En algunas realizaciones, el microbio hospedador es un microbio que es adecuado para la fermentacion industrial.
En realizaciones particulares, el microbio esta acondicionado para subsistir en condiciones de alta concentracion de
disolvente, alta temperatura, utilizacion del sustrato expandida, limitacion de nutrientes, estrés osmético debido a
azucar y sales, acidez, contaminacion por sulfito y bacteriana o combinaciones de los mismos, que son condiciones
de estrés reconocidas de un entorno de la fermentacion industrial.

5.2.2 ADA heterologa para la produccion de acetil-CoA

En un aspecto, en la presente invencion se proporciona una célula hospedadora modificada genéticamente capaz de
producir un isoprenoide derivado de acetil-CoA, comprendiendo la célula una o mas secuencias de nucleétidos
heterdélogas que codifican acetaldehido deshidrogenasa de acilacion (denominada como alternativa "acetilaldehido
deshidrogenasa, acetilacion", "acetilaldehido deshidrogenasa, acilacion", o ADA (EC 1.2.1.10)).

Las proteinas capaces de catalizar esta reaccion que son Utiles para las composiciones y métodos proporcionados
en la presente invencion incluyen los siguientes cuatro tipos de proteinas:
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(1) Proteinas bifuncionales que catalizan la conversion reversible de acetil-CoA en acetaldehido, y la posterior
conversion reversible de acetaldehido en etanol. Un ejemplo de este tipo de proteina es la proteina AdhE en E.
coli (Gen Bank n.%: NP_415757). AdhE parece ser un producto evolutivo de una fusion génica. La region terminal
NH, de la proteina AdhE es altamente homoéloga a las aldehido:NAD" oxidorreductasas, mientras que la region
COOH terminal es homodloga para una familia de etanol:NAD® oxidorreductasas dependientes de Fe?*
(Membrillo-Hernandez et al., (2000) J. Biol. Chem. 275: 33869-33875). La AdhE de E. coli esta sujeta a la
oxidacion catalizada por metales y, por lo tanto, es sensible al oxigeno (Tamarit et al. (1998) J. Biol. Chem.
273:3027-32).

(2) Proteinas que catalizan la conversion reversible de acetil-CoA en acetaldehido en microbios anaerobios
estrictamente o facultativos pero no poseen actividad alcohol deshidrogenasa. Se ha presentado un ejemplo de
este tipo de proteina en Clostridium kluyveri (Smith et al. (1980) Arch. Biochem. Biophys. 203: 663-675). Se ha
anotado una ADA en el genoma de Clostridium kluyveri DSM 555 (n.° de registro: EDK33116). Se identifica una
proteina AcdH homodloga en el genoma de Lactobacillus plantarum (n.° de registro: NP_784141). Otro ejemplo de
este tipo de proteina es el producto génico ald en Clostridium beijjerinckii NRRL B593 (Toth et al. (1999) Appl.
Environ. Microbiol. 65: 4973-4980, n.° de registro: AAD31841).

(3) Proteinas que estan implicadas en el catabolismo de etanolamina. La etanolamina puede utilizarse como
fuente de carbono y como fuente de nitrégeno por muchas enterobacterias (Stojiljkovic et al. (1995) J. Bacteriol.
177: 1357-1366). La etanolamina primero se convierte mediante la etanolamina amoniaco liasa en amoniaco y
acetaldehido, posteriormente, el acetaldehido se convierte por la ADA en acetil-CoA. Un ejemplo de este tipo de
ADA es la proteina EutE en Salmonella typhimurium (Stojiljkovic et al. (1995) J. Bacteriol. 177: 1357-1366, n.° de
registro: AAL21357; véase también U18560.1). E. coli también es capaz de utilizar etanolamina (Scarlett et al.
(1976) J. Gen. Microbiol. 95:173-176) y tiene una proteina EutE (n.° de registro: AAG57564; véase también
EU897722.1) que es homodloga a la proteina EutE en S. typhimurium.

(4) Proteinas que forman parte de un complejo aldolasa-deshidrogenasa bifuncional implicado en el catabolismo
de 4-hidroxi-2-cetovalerato. Dichas enzimas bifuncionales catalizan las dos etapas finales de la ruta de escisién
meta para catecol, un intermedio en muchas especies bacterianas en la degradacion de fenoles, toluatos,
naftaleno, bifenilos y otros compuestos aromaticos (Powlowski y Shingler (1994) Biodegradation 5, 219-236). La
4-hidroxi-2-cetovalerato primero se convierte por la 4-hidroxi-2-cetovalerato aldolasa en piruvato y acetaldehido,
y posteriormente el acetaldehido se convierte mediante la ADA en acetil-CoA. Un ejemplo de este tipo de ADA es
la proteina DmpF en Pseudomonas sp CF600 (n.° de registro: CAA43226) (Shingler et al. (1992) J. Bacteriol.
174:71 1-24). E. coli tiene una proteina MphF homéloga (Ferrandez et al. (1997) J. Bacteriol. 179: 2573-2581, n.°
de registro: NP_414885) a la proteina DmpF en Pseudomonas sp. CF600.

En algunas realizaciones, una ADA (o secuencia de acido nucleico que codifica dicha actividad) util para las
composiciones y métodos descritos en el presente documento se selecciona del grupo que consiste en adhE de
Escherichia coli, adh2 de Entamoeba histolytica, adhE de Staphylococcus aureus, adhE de Piromyces sp.E2,
Clostridium kluyveri (EDK33116), acdH de Lactobacillus plantarum y Pseudomonas putida (YP 001268189), como se
describe en la Publicacion Internacional n.° WO 2009/013159. En algunas realizaciones, la ADA se selecciona del
grupo que consiste en eutE de Clostridium botulinum (FR745875.1), eutE de Desulfotalea psychrophila
(CR522870.1), eutE de Acinetobacter sp. HBS-2 (ABQ44511.2), eutE de Caldithrix abyssi (ZP_09549576) y
Halorubrum lacusprofundi ATCC 49239 (YP_002565337.1).

En realizaciones particulares, la ADA dutil para las composiciones y métodos proporcionados en el presente
documento es eutE de Dickeya zeae. Una secuencia de nucleétidos de eutE representativa de Dickeya zeae incluye
el numero de registro NC_012912.1:1110476. 1111855 y la SEQ ID NO: 1 como se proporciona en el presente
documento. Una secuencia de proteina eutE representativa de Dickeya zeae incluye el nimero de registro
YP_003003316 y la SEQ ID NO: 2 como se proporciona en el presente documento.

Las ADA también utiles en las composiciones y métodos proporcionados en el presente documento incluyen las
moléculas de las que se dice que son "derivados" de cualquiera de las ADA descritas en el presente documento.
Dicho "derivado" tiene las siguientes caracteristicas: (1) comparte una homologia sustancial con cualquiera de las
ADA descritas en el presente documento; y (2) es capaz de catalizar la conversion de acetaldehido en acetil-CoA.
Se dice que un derivado de una ADA comparte una "homologia sustancial" con ADA si las secuencias de
aminoacidos del derivado son iguales al menos en un 80 %, al menos en un 85 %, mas preferentemente al menos
en un 90 % y, aun mas preferentemente, al menos en un 95 %, a las de cualquiera de las ADA descritas en el
presente documento.

5.2.2.1 Métodos para identificar ADA funcionales

En otro aspecto, en la presente invencién se proporciona un método de seleccién de ADA con un rendimiento n vivo
elevado. En este método de seleccion, se identifican ADA con un rendimiento in vivo elevado por su capacidad de
rescatar células hospedadoras modificadas por ingenieria genética de la muerte celular. Las células hospedadoras
modificadas por ingenieria genética comprenden una ruta heteréloga para la produccién de un metabolito secundario
derivado de acetil-CoA citosdlica, por ejemplo, un isoprenoide. En algunas realizaciones, las células hospedadoras
modificadas por ingenieria genética comprenden ademas una ruta de bypass de PDH alterada funcionalmente y una
ADA débilmente activa, en donde las actividades combinadas de la ruta de bypass de PDH alterada funcionalmente
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y la ADA débilmente activa no producen suficiente acetil-CoA citosdlica para satisfacer los requisitos para la
produccion tanto de: (1) el metabolito secundario derivado de acetil-CoA citosdlico; como de (2) los metabolitos
primarios derivados de acetil-CoA citosélicos necesarios para la supervivencia, salud y/o crecimiento celular. Para la
supervivencia, salud y/o crecimiento, la célula hospedadora requiere, por lo tanto, una ADA activa que permita la
produccién de una reserva elevada de acetil-CoA citosoélica.

En algunas realizaciones, el método de seleccion de ADA con rendimiento in vivo elevado comprende: (a) expresar
una ADA de control en una célula hospedadora que tiene una ruta de bypass de PDH funcionalmente alterada para
producir un nivel elevado de un metabolito secundario derivado de acetil-CoA citosdlica, en donde la produccion del
nivel elevado del metabolito secundario derivado de acetil-CoA citosodlica reduce la viabilidad de la célula
hospedadora en comparacion con una célula parental que no produce el nivel elevado del metabolito secundario
derivado de acetil-CoA citosdlica; y (b) expresar en la célula hospedadora una ADA de ensayo en lugar de la ADA de
control; con lo que un aumento en la viabilidad de la célula hospedadora que expresa la ADA de ensayo en
comparacion con la célula hospedadora que expresa la ADA de control identifica a la ADA de ensayo como una ADA
que tiene un mejor rendimiento in vivo en comparacion con la ADA de control.

En algunas realizaciones, la produccion del nivel elevado de un metabolito secundario derivado de acetil-CoA
citosdlica en la célula hospedadora es inducible. La induccién puede producirse en respuesta a un agente inductor
(por ejemplo, galactosa) o una condicion de crecimiento especifica (por ejemplo, temperatura de crecimiento).
Cuando crece en ausencia del agente inductor, la actividad ADA de la célula hospedadora es suficiente para permitir
la produccion de la acetil-CoA citosdlica requerida por la célula hospedadora para la supervivencia. Sin embargo,
cuando se cultiva en presencia del agente inductor, la actividad ADA de la célula hospedadora no es suficiente para
permitir la produccién tanto de la acetil-CoA citosdlica requerida por la célula hospedadora para la supervivencia
como el nivel elevado del metabolito secundario derivado de acetil-CoA citosdlica. En este ultimo caso, la célula
hospedadora por lo tanto requiere para la supervivencia una ADA mas activa que permita la produccién de una
reserva elevada de acetil-CoA citosdlica. La produccién del metabolito secundario derivado de acetil-CoA citosélica
en la célula hospedadora puede variar de aproximadamente un 10 % a al menos aproximadamente 1.000 o mas
veces la produccién del metabolito secundario derivado de acetil-CoA citosélica en la célula parental.

La menor viabilidad de la célula hospedadora que expresa la ADA de control en comparacion con la célula parental
puede variar desde una reduccion del crecimiento celular hasta la letalidad. De esta manera, en algunas
realizaciones, la célula hospedadora que expresa la ADA de control produce un ndmero reducido de células en la
descendencia en un cultivo liquido o en una placa de agar en comparaciéon con la célula parental. En otras
realizaciones, la célula hospedadora que expresa la ADA de control no produce células descendientes en un cultivo
liguido o en una placa de agar en comparacion con la célula parental. Por consiguiente, el aumento de viabilidad de
la célula hospedadora que expresa la ADA de ensayo en lugar de la ADA de control puede ser evidente en cultivo
liquido por un mayor numero de células de la descendencia, o en una placa de agar por un mayor tamafio de las
colonias, en comparacién con el numero de células descendientes o el tamafio de las colonias producidas por la
célula hospedadora que expresa la ADA de control.

La produccion del nivel elevado del metabolito secundario derivado de acetil-CoA citosdlica en la célula hospedadora
puede efectuarse modificando la expresion y/o actividad de una enzima implicada en la produccion del metabolito
secundario derivado de acetil-CoA citosdlica o sus precursores en la célula hospedadora. En algunas de dichas
realizaciones, la expresion y/o actividad de una enzima de la ruta de MEV o DXP esta modificada. En algunas de
dichas realizaciones, la expresion y/o actividad de una HMG-CoA reductasa y/o una mevalonato quinasa esta
modificada.

La ADA de control y la ADA de ensayo puede ser ADA natural o ADA no natural. En algunas realizaciones, la ADA
de ensayo es una variante de la ADA de control que difiere de la ADA de control por una o mas sustituciones,
deleciones y/o adiciones de aminoacidos. En algunas realizaciones, la ADA de ensayo comprende aminoacidos
idénticos a los de la ADA de control, pero los codones que codifican estos aminoacidos difieren entre la ADA de
ensayo y la ADA de control. En algunas de dichas realizaciones, los codones estan optimizados para uso en la
célula hospedadora. En algunas realizaciones, la ADA de control y/o la ADA de ensayo se fusionan a una piruvato
descarboxilasa. En algunas realizaciones, la expresion de la ADA de ensayo esta bajo el control regulador de un
promotor fuerte. En algunas realizaciones, la expresion de la ADA de ensayo esta bajo el control regulador de un
promotor de fuerza media. En algunas realizaciones, la expresion de la ADA de ensayo esta bajo el control regulador
de un promotor débil.

El aumento de viabilidad de la célula hospedadora en presencia de la ADA de ensayo puede efectuarse por una
ADA de ensayo que es mas activa que la ADA de control o por una ADA de ensayo que es similarmente o menos
activa que la ADA de control pero que se expresa a un mayor nivel. La identificacion de las ADA de ensayo con
mayor actividad puede conseguirse mediante la expresion de la ADA de control y la ADA de ensayo a niveles
similares en la célula hospedadora. Esto puede conseguirse, por ejemplo, poniendo las secuencias de nucledtidos
que codifican la ADA de control y la ADA de ensayo en la célula hospedadora bajo el control de los mismos
elementos reguladores. En otras realizaciones en las que se usa el método, por ejemplo, para identificar elementos
reguladores (por ejemplo promotores) que proporcionan un nivel de expresion deseado, la ADA de ensayo difiere de
la ADA de control no en la secuencia de nucleétidos o de aminoacidos, sino en el nivel de expresion. En dichas
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realizaciones, pueden usarse diferentes elementos reguladores para la expresion de la ADA de control y la ADA de
ensayo, y la comparacion de las viabilidades de las células hospedadoras proporciona informacién no sobre la
actividad de la ADA de ensayo, sino sobre la fuerza de los elementos reguladores que dirigen la expresion de la ADA
de ensayo.

Para prevenir una situaciéon de crecimiento competitiva en la que las células hospedadoras falsas positivas de
crecimiento rapido que comprenden una mutacion de promocién de crecimiento en lugar de una variante de ADA
mejorada invaden el cultivo de células hospedadoras, una realizacion del método de seleccion implica un sistema de
seleccion basado en placas de agar. En esta realizacion, la célula hospedadora se cultiva en una placa de agar y se
identifica una célula hospedadora que comprende una variante de ADA de ensayo con rendimiento in vivo mejorado
por crecimiento de colonias.

Una ventaja sustancial del método de seleccién desvelado en el presente documento es su simplicidad y su
capacidad de implementacién de alto rendimiento. Las variantes de ADA se identifican simplemente basandose en la
viabilidad celular, haciendo que otros métodos de seleccion costosos y que requieren tiempo sean practicamente
innecesarios. De esta manera, en una realizacién, el método se usa para explorar una coleccion de variantes de
ADA (por ejemplo, una biblioteca de ADA mutantes) para seleccionar variantes de ADA con un rendimiento in vivo
mejorado. En dicha realizacién, en una célula hospedadora no se expresa una sola ADA de ensayo, sino que se
expresa una coleccion de ADA de ensayo en una coleccion de células hospedadoras. Las células hospedadoras
después pueden cultivarse en placas de agar, y las células hospedadoras que expresan variantes de ADA con un
rendimiento in vivo mejorado pueden identificarse basandose en el crecimiento de las colonias. En algunas
realizaciones, la coleccién de variantes de ADA comprende de 2 a 5, de 5 a 10, de 10 a 50, de 50 a 100, de 100 a
500, de 500 a 1.000, de 1.000 a 10.000, de 10.000 a 100.000, de 100.000 a 1.000.000 y mas, variantes de ADA.

Otra ventaja importante del método de seleccion desvelado en el presente documento es su capacidad continuada
de seleccionar cada vez mejor variantes de ADA de una forma iterativa, en donde una ADA de ensayo identificada
en una iteracion se usa como control en la siguiente iteracion. Dicha realizacion requiere, sin embargo, que en cada
iteracion, se compruebe la produccién del metabolito secundario derivado de acetil-CoA citosélica en la célula
hospedadora y aumente potencialmente (por ejemplo, aumentando o reduciendo los niveles de expresion de
enzimas, afiadiendo o quitando enzimas, aumentando o disminuyendo el nimero de copias de genes, reemplazando
promotores que controlan la expresion de las enzimas o alterando enzimas por mutacion genética) a un nivel que
produzca una viabilidad reducida cuando la célula hospedadora expresa la nueva ADA de control (es decir, la ADA
de ensayo de la iteracion previa). Como alternativa o ademas, en cada iteracion, la expresion de la ADA de control
puede reducirse (por ejemplo, reduciendo la expresion o usando promotores mas débiles o reduciendo la estabilidad
del transcrito de ADA de control o el polipéptido) para proporcionar una actividad ADA de control reducida. En la
siguiente iteracion, puede identificarse entonces una ADA de ensayo que haya aumentado el rendimiento in vivo en
comparacion con la ADA de ensayo de la iteracion previa.

Otra ventaja importante del método de seleccion desvelado en el presente documento es que la seleccion de ADA
mejorada se produce in vivo en lugar de in vitro. Como resultado, pueden obtenerse mejoras de multiples
propiedades enzimaticas que aumentan el rendimiento in vivo de la variante de ADA.

Las enzimas desarrolladas usando el método de seleccion desvelado en el presente documento pueden someterse
a medios adicionales de seleccion opcional incluyendo, pero sin limitacion, una seleccion fluorescente y/o una
cuantificacion directa del metabolito secundario derivado de acetil-CoA citosdlica por cromatografia de gases. Mas
especificamente, esto incluye un ensayo fluorescente de alto rendimiento basado en Rojo Nilo para medir la
produccion de un sesquiterpeno tal como farneseno, y un método de cuantificacion directo basado en cromatografia
de gases (CG) para medir el titulo de un sesquiterpeno tal como farneseno. Las enzimas mejoradas también pueden
mejorarse adicionalmente por procedimientos de ingenieria genética tales como mutaciones inducidas y similares.
Como resultado, sucesivamente se consiguen mejoras de multiples propiedades enzimaticas que aumentan el
rendimiento final de la enzima, y se identifican las variantes de enzima mas eficaces.

5.2.3 Alteracion funcional del bypass de PDH

La acetil-CoA puede formarse en las mitocondrias por descarboxilacién oxidativa de piruvato catalizada por el
complejo PDH. Sin embargo, debido a la incapacidad de S. cerevisiae de transportar acetil-CoA hacia el exterior de
la mitocondria, el bypass de PDH tiene un papel esencial al proporcionar acetil-CoA en el compartimento citosolico y
proporciona una ruta alternativa a la reaccion de PDH para la conversion de piruvato en acetil-CoA. El bypass de
PDH implica a las enzimas piruvato descarboxilasa (PDC; EC 4.1.1.1), acetaldehido deshidrogenasa (ACDH; EC
1.215 y EC 1.2.14), y acetil-CoA sintetasa (ACS; EC 6.2.1.1). La piruvato descarboxilasa cataliza la
descarboxilacion de piruvato a acetaldehido y diéxido de carbono. La acetaldehido deshidrogenasa oxida el
acetaldehido a acido acético. En S. cerevisiae, la familia de aldehido deshidrogenasas contiene cinco miembros.
ALD2 (YMR170c), ALD3 (YMR169c) y ALD6 (YPLO61w) corresponden a las isoformas citosdlicas, mientras que
ALD4 (YOR374w) y ALD5 (YERO73w) codifican la enzima mitocondrial. La isoforma de acetaldehido deshidrogenasa
citosolica principal se codifica por ALD6. La formacion de acetil-CoA a partir de acetato se cataliza por ACS e implica
la hidrolisis de ATP. Dos genes estructurales, ACS1y ACS2, codifican ACS.
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En algunas realizaciones, la célula hospedadora modificada genéticamente comprende una alteracion funcional en
uno o mas genes de la ruta de bypass de PDH. En algunas realizaciones, la alteraciéon de dichos uno o mas genes
del bypass de PDH de la célula hospedadora da como resultado una célula microbiana modificada genéticamente
que tiene impedida su capacidad de catalizar una o mas de las siguientes reacciones: (1) la descarboxilaciéon de
piruvato en acetaldehido por la piruvato descarboxilasa; (2) la conversion de acetaldehido en acetato por la
acetaldehido deshidrogenasa; y (3) la sintesis de acetil-CoA a partir de acetato y CoA por la acetil-CoA sintetasa.

En algunas realizaciones, en comparacion con una célula parental, una célula hospedadora comprende una
alteracion funcional en uno o mas genes de la ruta de bypass de PDH, en donde la actividad de la ruta de bypass de
PDH de funcién reducida o no funcional sola o en combinacién con una ADA débil no es suficiente para soportar el
crecimiento, la viabilidad y/o la salud de la célula hospedadora.

En algunas realizaciones, la actividad o expresion de una o mas proteinas endégenas del bypass de PDH se reduce
en al menos aproximadamente un 50 %. En otra realizacion, la actividad o expresion de una o mas proteinas
enddgenas del bypass de PDH se reduce en al menos aproximadamente un 60 %, en al menos aproximadamente
un 65 %, en al menos aproximadamente un 70 %, en al menos aproximadamente un 75 %, en al menos
aproximadamente un 80 %, en al menos aproximadamente un 85 %, en al menos aproximadamente un 90 %, en al
menos aproximadamente un 95 %, o en al menos aproximadamente un 99 % en comparacion con un
microorganismo recombinante que no comprende una reduccion o delecion de la actividad o expresion de una o mas
proteinas enddgenas del bypass de PDH.

Como entienden los expertos en la materia, hay varios mecanismos disponibles para reducir o alterar la actividad de
una proteina, tales como una proteina de la ruta de PDH, incluyendo, pero sin limitacion, el uso de un promotor
regulado, el uso de un promotor constitutivo débil, la alteracion de una de las dos copias del gen que codifica la
proteina en una levadura diploide, la alteracion de dos copias del gen en una levadura diploide, la expresion de un
acido nucleico antisentido, la expresion de un siRNA (siglas en inglés de ARN pequefio de interferencia), la
sobreexpresion de un regulador negativo del promotor endégeno, la alteracion de la actividad de un gen endégeno o
heterdlogo, el uso de un gen heterdlogo con una menor actividad especifica, similares o combinaciones de los
mismos.

En algunas realizaciones, la célula hospedadora modificada genéticamente comprende una mutacién en al menos
un gen que codifica una proteina del bypass de PDH, dando como resultado una reduccion de la actividad de un
polipéptido codificado por dicho gen. En otra realizacion, la célula hospedadora modificada genéticamente
comprende una delecion parcial del gen que codifica una proteina del bypass de PDH, dando como resultado una
reduccion de la actividad de un polipéptido codificado por el gen. En otra realizacion, la célula hospedadora
modificada genéticamente comprende una deleciéon completa de un gen que codifica una proteina del bypass de
PDH, dando como resultado una reduccidon de la actividad de un polipéptido codificado por el gen. En otra
realizacion, la célula hospedadora modificada genéticamente comprende una modificaciéon de la region reguladora
asociada con el gen que codifica una proteina del bypass de PDH, dando como resultado una reduccion de la
expresion de un polipéptido codificado por dicho gen. En otra realizacion, la célula hospedadora modificada
genéticamente comprende una modificacion del regulador de la transcripcion que da como resultado una reduccion
de la transcripcion de un gen que codifica una proteina del bypass de PDH. En otra realizacion, la célula
hospedadora modificada genéticamente comprende mutaciones en todos los genes que codifican una proteina del
bypass de PDH dando como resultado una reduccion de la actividad de un polipéptido codificado por el gen o los
genes. En una realizacion, la actividad o expresion de la proteina del bypass de PDH se reduce al menos en
aproximadamente un 50 %. En otra realizacion, la actividad o expresion de la proteina del bypass de PDH se reduce
en al menos en aproximadamente un 60 %, en al menos aproximadamente un 65 %, en al menos aproximadamente
un 70 %, en al menos aproximadamente un 75 %, en al menos aproximadamente un 80 %, en al menos
aproximadamente un 85 %, en al menos aproximadamente un 90 %, en al menos aproximadamente un 95 %, o en al
menos aproximadamente un 99 % en comparaciéon con un microorganismo recombinante que no comprende una
reduccion de la actividad o expresion de la proteina del bypass de PDH.

En algunas realizaciones, la alteracion de uno o mas genes del bypass de PDH se consigue usando una
"construccion de alteracion" que es capaz de alterar especificamente un gen del bypass de PDH tras la introduccion
de la construcciéon en la célula microbiana, haciendo de esta manera que el gen alterado no sea funcional. En
algunas realizaciones, la alteracion del gen diana impide la expresion de una proteina funcional. En algunas
realizaciones, la alteracion del gen diana da como resultado la expresion de una proteina no funcional a partir del
gen alterado. En algunas realizaciones, la alteracion de un gen del bypass de PDH se consigue por integracion de
una "secuencia de alteracion" dentro del locus del gen diana por recombinacion homéloga. En dichas realizaciones,
la construccién de alteracion comprende una secuencia de alteraciéon flanqueada por un par de secuencias de
nucledtidos que son homodlogas a un par de secuencias de nucleétidos del locus del gen diana (secuencias
homologas). Tras el reemplazo de la parte establecida como diana del gen diana por la construccion de alteracion, la
secuencia de alteracion impide la expresion de una proteina funcional, o provoca la expresion de una proteina no
funcional, a partir de ese gen diana.
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Las construcciones de alteracion capaces de alterar un gen del bypass de PDH pueden construirse usando técnicas
de biologia molecular convencionales bien conocidas en la técnica. Véase, por ejemplo, Sambrook et al., 2001,
Molecular Cloning -- A Laboratory Manual, 32 edicion, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY vy
Ausubel et al., eds., Edicion Actual, Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Associates y Wiley
Interscience, NY. Los parametros de construcciones de alteracién que pueden variarse en la practica de los
presentes métodos incluyen, pero sin limitacion, las longitudes de las secuencias homodlogas; la secuencia de
nucledtidos de las secuencias homoélogas; la longitud de la secuencia de alteracion; la secuencia de nucledtidos de
la secuencia de alteracion; y la secuencia de nucleétidos del gen diana. En algunas realizaciones, un intervalo eficaz
para la longitud de cada secuencia homologa es de 50 a 5.000 pares de bases. En realizaciones particulares, la
longitud de cada secuencia homologa es de aproximadamente 500 pares de bases. Para un analisis de la longitud
de homologia necesaria para la direccién de genes, véase Hasty et al., Mol Cell Biol 11: 5586-91 (1991). En algunas
realizaciones, las secuencias homologas comprenden secuencias codificantes del gen diana. En otras realizaciones,
las secuencias homologas comprenden secuencias cadena arriba o cadena abajo de ese gen diana. En algunas
realizaciones, una secuencia homoéloga comprende una secuencia de nucleotidos que es homodloga a una secuencia
de nucledtidos localizada en posicion 5' de la secuencia codificante del gen diana, y la otra secuencia homadloga
comprende una secuencia de nucleétidos que es homéloga a una secuencia de nucledtidos localizada en posicion 3'
de la secuencia codificante del gen diana. En algunas realizaciones, la secuencia de alteracion comprende una
secuencia de nucledtidos que codifica un marcador de selecciéon que permite la seleccion de células microbianas
que comprenden la secuencia de alteracion. De esta manera, en dichas realizaciones, La construccion de alteracion
tiene doble funcion, es decir, alterar funcionalmente el gen diana y proporcionar un marcador de seleccion para la
identificacion de células en las que el gen diana esta alterado funcionalmente. En algunas realizaciones, un codén
de terminacién se coloca en fase con y cadena abajo de la secuencia de nucleétidos que codifica el marcador de
seleccion para impedir la lectura traduccional que podria producir una proteina de fusidon con algun grado de
actividad de la proteina de tipo silvestre codificada por el gen diana. En algunas realizaciones, la longitud de la
secuencia de alteracion es un par de bases. La insercién de un solo par de bases puede ser suficiente para alterar
un gen diana porque la insercion del Unico par de bases en una secuencia codificante podria constituir una mutacion
de desplazamiento de fase que impediria la expresion de una proteina funcional. En algunas realizaciones, la
secuencia de secuencia de alteracion difiere de la secuencia de nucleétidos del gen diana localizado entre las
secuencias homologas por un solo par de bases. Tras el reemplazo de la secuencia de nucleétidos dentro del gen
diana con la secuencia de alteracién, la sustitucion del par de bases Unico que se introduce podria dar como
resultado una sustitucién de un solo aminoacido en un sitio critico de la proteina y la expresion de una proteina no
funcional. Debe reconocerse, sin embargo, que las alteraciones efectuadas usando secuencias de alteraciéon muy
cortas son susceptibles de reversién a la secuencia de tipo silvestre mediante mutaciéon espontanea, conduciendo de
esta forma a la restauracion de la funcion de bypass de PDH en la célula hospedadora. Por consiguiente, en
realizaciones particulares, las secuencias de alteracion son mas largas que uno a unos pocos pares de bases. En el
otro extremo, es poco probable que una secuencia de alteracién con una longitud excesiva confiera ninguna ventaja
sobre una secuencia de alteracién de una longitud moderada, y podria disminuir la eficacia de la transfeccion o
direccién. Una longitud excesiva en este contexto es muchas veces mas larga que la distancia entre las secuencias
homologas elegidas en el gen diana. De esta manera, en ciertas realizaciones, la longitud de la secuencia de
alteracion puede ser de 2 a 2.000 pares de bases. En ofras realizaciones, la longitud de la secuencia de alteracion
es una longitud aproximadamente equivalente a la distancia entre las regiones del locus del gen diana que
corresponde a las secuencias homdlogas en la construccion de alteracion.

En algunas realizaciones, la construccion de alteracion es una molécula de ADN lineal. En otras realizaciones, la
construccion de alteracion es una molécula de ADN circular. En algunas realizaciones, la construccion de alteracion
circular comprende un par de secuencias homdlogas separadas por una secuencia de alteracién, como se ha
descrito anteriormente. En algunas realizaciones, la construccion de alteracion circular comprende una Unica
secuencia homologa. Dichas construcciones de alteracion circulares, tras la integracion en el locus del gen diana, se
linealizarian, con una parte de la secuencia homodloga colocada en cada extremo y los segmentos restantes de la
construccion de alteracion insertandose dentro y alterando el gen diana sin reemplazar ninguna de las secuencias de
nucledtidos del gen diana. En realizaciones particulares, La Unica secuencia homodloga de una construccion de
alteracion circular es homologa a una secuencia localizada dentro de la secuencia codificante del gen diana.

Las construcciones de alteracién pueden introducirse en una célula microbiana por cualquier método conocido para
un experto en la materia sin limitacion. Dichos métodos incluyen, pero sin limitacién, la captacion directa de la
molécula por una célula que en solucién, o la captacion facilitada a través de lipofeccion usando, por ejemplo,
liposomas o inmunoliposomas; transfeccion mediada por particulas; etc. véase, por ejemplo, la Patente de Estados
Unidos n.° 5.272.065; Goeddel et al., eds, 1990, Methods in Enzymology, vol. 185, Academic Press, Inc., CA;
Krieger, 1990, Gene Transfer and Expression -- A Laboratory Manual, Stockton Press, NY; Sambrook et al., 1989,
Molecular Cloning -- A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, NY; y Ausubel et al., eds., Edicién Actual,
Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Associates y Wiley Interscience, NY. En la técnica son
bien conocidos métodos particulares para transformar células de levadura. Véase Hinnen et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 75:1292-3 (1978); Cregg et al., Mol. Cell. Biol. 5:3376-3385 (1985). Las técnicas ejemplares incluyen, pero
sin limitacion, formacién de esferoplastos, electroporacion, transformacion mediada por PEG 1000 y transformacion
mediada por acetato de litio o cloruro de litio.
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5.2.3.1 ALD4 y ALD6

En algunas realizaciones, en la célula hospedadora estan alterados funcionalmente uno o mas genes que codifican
la actividad aldehido deshidrogenasa (ACDH). En algunas realizaciones, la aldehido deshidrogenasa se codifica por
un gen seleccionado del grupo que consiste en ALD2, ALD3, ALD4, ALD5, ALD6 y homologos y variantes de los
mismos.

En algunas realizaciones, la célula hospedadora modificada genéticamente comprende una alteracion funcional de
ALD4. Las secuencias de nucledtidos de ALD4 representativas de Saccharomyces cerevisiae incluyen los numeros
de registro NM_001183794 y SEQ ID NO: 7 como se proporcionan en el presente documento. Las secuencias de la
proteina Ald4 representativas de Saccharomyces cerevisiae incluyen el nimero de registro NP_015019.1 y la SEQ
ID NO: 8 como se proporciona en el presente documento.

En algunas realizaciones, la célula hospedadora modificada genéticamente comprende una alteracion funcional de
la aldehido deshidrogenasa citosdlica (ALD6). Ald6p funciona en el bypass de PDH nativo convirtiendo el
acetaldehido en acetato. Las secuencias de nucleotidos de ALD6 representativas de Saccharomyces cerevisiae
incluyen el niumero de registro SCU56604, y la SEQ ID NO: 9 como se proporciona en el presente documento. Las
secuencias de proteina Ald6 representativa de Saccharomyces cerevisiae incluyen el nimero de registro AAB01219
y la SEQ ID NO: 10 como se proporciona en el presente documento.

Como se entendera en la técnica, de forma similar pueden inactivarse homdlogos naturales de la aldehido
deshidrogenasa en levaduras distintas de S. cerevisiae usando los métodos descritos en el presente documento.

Como entenderan los expertos en la materia, puede reducirse o eliminarse la actividad o expresién de mas de una
aldehido deshidrogenasa. En una realizacion especifica, se reduce o elimina la actividad o expresion de ALD4 y
ALD6 y homodlogos o variantes de las mismas. En otra realizacion especifica, se reduce o elimina la actividad o
expresion de ALD5 y ALD6 y homologos o variantes de las mismas. En otra realizacién especifica adicional, se
reduce o elimina la actividad o expresion de ALD4, ALD5 y ALD6 u homdlogos o variantes de las mismas. En otra
realizacion especifica adicional, se reduce o elimina la actividad o expresion de las aldehido deshidrogenasas
localizadas citosdlicamente ALD2, ALD3 y ALD6 u homodlogos o variantes de las mismas. En ofra realizacion
especifica adicional, se reduce o elimina la actividad o expresion de las aldehido deshidrogenasas localizadas
mitocondrialmente, ALD4 y ALD5 u homdlogos o variantes de las mismas.

5.2.3.2 ACS1y ACS2

En algunas realizaciones, uno o mas genes que codifican la actividad acetil-CoA sintasa (ACS) estan funcionalmente
alterados en la célula hospedadora. En algunas realizaciones, la acetil-CoA sintasa se codifica por un gen
seleccionado del grupo que consiste en ACS1, ACS2, y homélogos y variantes de los mismos.

En algunas realizaciones, En la célula hospedadora estan funcionalmente alterados uno o mas genes que codifican
la actividad acetil-CoA sintasa (ACS). Tanto la ACS1 como la ACS2 son acetil-CoA sintasas que pueden convertir el
acetato en acetil-CoA. La ACS1 se expresa solo en condiciones respiratorias, mientras que la ACS2 se expresa
constitutivamente. Cuando se inactiva la ACS2, las cepas son capaces de crecer en condiciones respiratorias (por
ejemplo, medios con etanol, glicerol o acetato), pero mueren en fuentes de carbono fermentables (por ejemplo,
sacarosa, glucosa).

En algunas realizaciones, la célula hospedadora modificada genéticamente comprende una alteracion funcional de
ACS1. La secuencia del gen ACS1 de S. cerevisiae se ha descrito previamente. Véase, por ejemplo, Nagasu et al.,
Gene 37 (1-3):247-253 (1985). Las secuencias de nucleodtidos de ACST representativas de Saccharomyces
cerevisiae incluyen el numero de registro X66425, y la SEQ ID NO: 3 como se proporciona en el presente
documento. Las secuencias de proteina Acs1 representativas de Saccharomyces cerevisiae incluyen el nimero de
registro AAC04979 y la SEQ ID NO: 4 como se proporciona en el presente documento.

En algunas realizaciones, la célula hospedadora modificada genéticamente comprende una alteracion funcional de
ACS2. La secuencia del gen ACS2 de S. cerevisiae se ha descrito previamente. Véase, por ejemplo, Van den Berg
et al.,, Eur. J. Biochem. 231(3):704-713 (1995). Las secuencias de nucledtidos de ACS2 representativas de
Saccharomyces cerevisiae incluyen el numero de registro S79456, y la SEQ ID NO: 5 como se proporciona en el
presente documento. Las secuencias de proteina Acs2 representativas de Saccharomyces cerevisiae incluyen el
numero de registro CAA97725 y la SEQ ID NO: 6 como se proporciona en el presente documento.

Como se entendera en la técnica, de forma similar pueden inactivarse de forma similar homdlogos naturales de
acetil-CoA sintasa en levaduras distintas de S. cerevisiae usando los métodos descritos en el presente documento.

En algunas realizaciones, la célula hospedadora comprende una actividad acetil-CoA sintasa citosdlica que puede

convertir el acetato en acetil-CoA en condiciones respiratorias (es decir, cuando la célula hospedadora se cultiva en
presencia de, por ejemplo, etanol, glicerol o acetato). En algunas de dichas realizaciones, la célula hospedadora es
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una célula de levadura que comprende la actividad ACS1. En otras realizaciones, la célula hospedadora en
comparacion con una célula parental no comprende o comprende una actividad acetil-CoA sintasa endodgena
reducida en condiciones respiratorias. En algunas de dichas realizaciones, la célula hospedadora es una célula de
levadura que, en comparacién con una célula parental, no comprende o comprende una actividad ACS1 reducida.

En algunas realizaciones, la célula hospedadora comprende una actividad acetil-CoA sintasa citosdlica que puede
convertir el acetato en acetil-CoA en condiciones no respiratorias (es decir, cuando la célula hospedadora crece en
presencia de fuentes de carbono fermentables (por ejemplo, sacarosa, glucosa)). En algunas de dichas
realizaciones, la célula hospedadora es una célula de levadura que comprende la actividad ACS2. En otras
realizaciones, la célula hospedadora, en comparacion con una célula parental, no comprende o comprende actividad
acetil-CoA sintasa enddgena reducida en condiciones no respiratorias. En algunas de dichas realizaciones, la célula
hospedadora es una célula de levadura que, en comparacién con una célula parental, no comprende o comprende
una actividad ACS2 reducida.

5.2.4 Fosfocetolasa (PK) y fosfotransacetilasa (PTA)

En levaduras, la acetil-CoA se biosintetiza a partir de glucosa a través de la glicdlisis, el ciclo del acido tricarboxilico
(TCA), fosforilacion oxidativa y el metabolismo de piruvato. Sin embargo, en esta ruta biosintética, se pierde CO;
durante el metabolismo de piruvato por la piruvato carboxilasa y en el ciclo TCA por la piruvato deshidrogenasa y la
isocitrato deshidrogenasa. En un escenario de fermentacion industrial, un efecto beneficioso de la reduccion del flujo
a través de una menor glicdlisis es que se produce menos CO, al convertir el piruvato en acetaldehido y, de esta
manera, puede capturarse mas carbono en el producto final, aumentandose de esta manera el rendimiento tedrico
maximo. Un segundo efecto beneficioso es que se produce menos NADH vy, por lo tanto, se necesita menos oxigeno
para reoxidarlo. La pérdida de atomos de carbono teéricamente puede evitarse evitando el ciclo TCA. Esto puede
conseguirse usando fosfocetolasa (PK) (clase enzimatica EC 4.1.2.9, EC 4.1.2.22) junto con fosfoacetiltransferasa
(PTA) (EC 2.3.1.8).

La PK y la PTA catalizan las reacciones para convertir fructosa-6-fosfato (F6P) o xilulosa-5-fosfato (X5P) en acetil-
CoA (FIG. 7). La PK y procede del intermedio de pentosa fosfato xilulosa-5-fosfato, o del intermedio de la glicélisis
superior D-fructosa-6-fosfato (F6P); PK divide X5P en gliceraldehido 3-fosfato (G3P) y acetil fosfato, o F6P en
eritrosa 4-fosfato (E4P). La PTA después convierte el acetil fosfato en acetil-CoA. G3P puede volver a entrar en la
glicolisis secundaria, y E4P puede volver a entrar en la ruta de pentosa fosfato o en la glicolisis por ciclacion a través
de la red de rutas de pentosa fosfato no oxidativas de transaldolasas y transcetolasas.

En algunas realizaciones, la célula hospedadora modificada genéticamente proporcionada en el presente documento
comprende una secuencia de nucledtidos heteréloga que codifica una fosfocetolasa. En algunas realizaciones, la
fosfocetolasa procede de Leuconostoc mesenteroides (Lee et al., Biotechnol Lett. 27(12);853-858 (2005). Las
secuencias de nucledtidos de fosfocetolasa representativas de Leuconostoc mesenteroides incluyen el nimero de
registro AY804190 y la SEQ ID NO: 11, como se proporcionan en el presente documento. Las secuencias de
proteina fosfocetolasa representativas de Leuconostoc mesenteroides incluyen los nimeros de registro YP_819405,
AAV66077.1 y la SEQ ID NO:12 como se proporciona en el presente documento. Otras fosfocetolasas utiles
incluyen, pero sin limitacion, las de Bifidobacterium dentium ATCC 27678 (ABIX02000002.1:2350400..2352877;
EDT46356.1); Bifidobacterium animalis (NC_017834.1:1127580..1130057; YP_006280131.1); y Bifidobacterium
pseudolongum (AY518216.1:988..3465; AAR98788.1).

Las fosfocetolasas también utiles en las composiciones y métodos proporcionados en el presente documento
incluyen las moléculas que se dice que son "derivados” de cualquiera de las fosfocetolasas descritas en el presente
documento. Dicho "derivado" tiene las siguientes caracteristicas: (1) comparte una homologia sustancial con
cualquiera de las fosfocetolasas descritas en el presente documento; y (2) es capaz de catalizar la conversion de
X5P en gliceraldehido 3-fosfato (G3P) y acetil fosfato; o F6P en eritrosa 4-fosfato (E4P). Se dice que un derivado de
una fosfocetolasa comparte una "homologia sustancial" con la fosfocetolasa si la secuencia de aminoacidos del
derivado es de al menos un 80 %, mas preferentemente al menos un 90 % y, mas preferentemente, al menos un
95 %, igual que la de la fosfocetolasa.

En algunas realizaciones, la célula hospedadora modificada genéticamente proporcionada en el presente documento
comprende una secuencia de nucleétidos heterdloga que codifica una fosfotransacetilasa. En algunas realizaciones,
la fosfotransacetilasa procede de Clostridium kluyveri. Las secuencias de nucledtidos de fosfotransacetilasa
representativas de Clostridium kluyveri incluyen el nimero de registro NC_009706.1:1428554..1429555, y la SEQ ID
NO: 13 como se proporciona en el presente documento. Las secuencias de proteina fosfotransacetilasa
representativas de Clostridium kluyveri incluyen el nimero de registro YP_001394780 y la SEQ ID NO: 14 como se
proporciona en el presente documento. Otras fosfotransacetilasas utiles incluyen, pero sin limitacion, las de
Lactobacillus reuteri (NC_010609.1:460303..461277; YP_001841389.10); Bacillus subtilis
(NC_014479.1:3671865..3672836; YP_003868063.1); y Methanosarcina thermophile (L23147.1:207..1208;
AAA72041.1).
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Las fosfotransacetilasas también Utiles en las composiciones y métodos proporcionados en el presente documento
incluyen las moléculas que se dice que son "derivados" de cualquiera de las fosfotransacetilasas descritas en el
presente documento. Dicho "derivado" tiene las siguientes caracteristicas: (1) comparte una homologia sustancial
con cualquiera de las fosfotransacetilasas descritas en el presente documento; y (2) es capaz de catalizar la
conversion de acetil fosfato en acetil-CoA. Se dice que un derivado de una fosfotransacetilasa comparte una
"homologia sustancial" con la fosfotransacetilasa si las secuencias de aminoacidos del derivado son al menos un
80 %, mas preferentemente al menos un 90 % y, aun mas preferentemente, al menos un 95 %, iguales que las de la
fosfotransacetilasa.

5.2.5 Ruta de MEV

En algunas realizaciones, la célula hospedadora comprende una o mas enzimas heterdlogas de la ruta de MEV. En
algunas realizaciones, dichas una o mas enzimas de la ruta de MEV comprenden una enzima que condensa acetil-
CoA con malonil-CoA para formar acetoacetil-CoA. En algunas realizaciones, dichas una o mas enzimas de la ruta
de MEV comprenden una enzima que condensa dos moléculas de acetil-CoA para formar acetoacetil-CoA. En
algunas realizaciones, dichas una o mas enzimas de la ruta de MEV comprenden una enzima que condensa
acetoacetil-CoA con acetil-CoA para formar HMG-CoA. En algunas realizaciones, dichas una o mas enzimas de la
ruta de MEV comprenden una enzima que convierte HMG-CoA en mevalonato. En algunas realizaciones, dichas una
0 mas enzimas de la ruta de MEV comprenden una enzima que fosforila mevalonato para dar mevalonato 5-fosfato.
En algunas realizaciones, dichas una o mas enzimas de la ruta de MEV comprenden una enzima que convierte
mevalonato 5-fosfato en mevalonato 5-pirofosfato. En algunas realizaciones, dichas una o mas enzimas de la ruta de
MEV comprenden una enzima que convierte mevalonato 5-pirofosfato en isopentenil pirofosfato.

En algunas realizaciones, dichas una o mas enzimas de la ruta de MEV se seleccionan del grupo que consiste en
acetil-CoA tiolasa, acetoacetil-CoA sintasa, HMG-CoA sintasa, HMG-CoA reductasa, mevalonato quinasa,
fosfomevalonato quinasa y mevalonato pirofosfato descarboxilasa. En algunas realizaciones, Con respecto a la
enzima de la ruta de MEV capaz de catalizar la formacion de acetoacetil-CoA, la célula hospedadora modificada
genéticamente comprende una enzima que condensa dos moléculas de acetil-CoA para formar acetoacetil-CoA, por
efemplo, acetil-CoA tiolasa; o una enzima que condensa acetil-CoA con malonil-CoA para formar acetoacetil-CoA,
por ejemplo, acetoacetil-CoA sintasa. En algunas realizaciones, la célula hospedadora modificada genéticamente
comprende tanto una enzima que condensa dos moléculas de acetil-CoA para formar acetoacetil-CoA, por ejemplo,
acetil-CoA tiolasa; como una enzima que condensa acetil-CoA con malonil-CoA para formar acetoacetil-CoA, por
efemplo, acetoacetil-CoA sintasa.

En algunas realizaciones, la célula hospedadora comprende una o mas secuencias de nucledtidos heterélogas que
codifican mas de una enzima de la ruta de MEV. En algunas realizaciones, la célula hospedadora comprende una o
mas secuencias de nucledtidos heterdlogas que codifican dos enzimas de la ruta de MEV. En algunas realizaciones,
la célula hospedadora comprende una o mas secuencias de nucledtidos heterélogas que codifican una enzima que
puede convertir la HMG-CoA en mevalonato y una enzima que puede convertir el mevalonato en mevalonato 5-
fosfato. En algunas realizaciones, la célula hospedadora comprende una o mas secuencias de nucledtidos
heterélogas que codifican tres enzimas de la ruta de MEV. En algunas realizaciones, la célula hospedadora
comprende una o mas secuencias de nucledtidos heterélogas que codifican cuatro enzimas de la ruta de MEV. En
algunas realizaciones, la célula hospedadora comprende una o mas secuencias de nucleotidos heterélogas que
codifican cinco enzimas de la ruta de MEV. En algunas realizaciones, la célula hospedadora comprende una o mas
secuencias de nucledétidos heterdlogas que codifican seis enzimas de la ruta de MEV. En algunas realizaciones, la
célula hospedadora comprende una o mas secuencias de nucleétidos heterélogas que codifican siete enzimas de la
ruta de MEV. En algunas realizaciones, la célula hospedadora comprende una pluralidad de acidos nucleicos
heterélogos que codifican todas las enzimas de la ruta de MEV.

En algunas realizaciones, la célula hospedadora modificada genéticamente comprende ademas un acido nucleico
heterélogo que codifica una enzima que puede convertir isopentenil pirofosfato (IPP) en dimetilalil pirofosfato
(DMAPP). En algunas realizaciones, la célula hospedadora modificada genéticamente comprende ademas un acido
nucleico heterélogo que codifica una enzima que puede condensar moléculas de IPP y/o DMAPP para formar un
compuesto de poliprenilo. En algunas realizaciones, la célula hospedadora modificada genéticamente comprende
ademas un acido nucleico heterélogo que codifica una enzima que puede modificar IPP o un poliprenilo para formar
un compuesto isoprenoide.

5.2.5.1 Conversion de acetil-CoA en acetoacetil-CoA

En algunas realizaciones, la célula hospedadora modificada genéticamente comprende una secuencia de
nucledtidos heterdloga que codifica una enzima que puede condensar dos moléculas de acetil-coenzima A para
formar acetoacetil-CoA, por ejemplo, una acetil-CoA tiolasa. Los ejemplos ilustrativos de secuencias de nucledtidos
que codifican dicha enzima incluyen, pero sin limitacion: (NC_000913 REGION: 2324131,2325315; Escherichia coli),
(D49362; Paracoccus denitrificans), y (L20428; Saccharomyces cerevisiae).
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La acetil-CoA tiolasa cataliza la condensacioén reversible de dos moléculas de acetil-CoA para producir acetoacetil-
CoA, pero esta reaccion es termodinamicamente desfavorable; la tiolisis de acetoacetil-CoA esta favorecida con
respecto a la sintesis de acetoacetil-CoA. La acetoacetil-CoA sintasa (AACS) (denominada como alternativa acetil-
CoA:malonil-CoA aciltransferasa; EC 2.3.1.194) condensa la acetil-CoA con malonil-CoA para formar acetoacetil-
CoA. A diferencia de la acetil-CoA tiolasa, la sintesis de acetoacetil-CoA catalizada por AACS es esencialmente una
reaccion favorecida energéticamente, debido a la descarboxilacion asociada de malonil-CoA. Ademas, AACS no
presenta actividad de tiolisis contra la acetoacetil-CoA vy, por lo tanto, la reaccion es irreversible.

En células hospedadoras que comprenden una ADA heterdloga y acetil-CoA tiolasa, la reaccion reversible catalizada
por acetil-CoA tiolasa, que favorece la tiolisis de acetoacetil-CoA, puede dar como resultado una gran reserva de
acetil-CoA. En vista de la actividad reversible de la ADA, esta reserva de acetil-CoA puede, a su vez, dirigir la ADA
hacia la reaccion inversa de conversion de acetil-CoA en acetaldehido, disminuyendo de esta manera los efectos
beneficiosos proporcionados por la ADA hacia la produccion de acetil-CoA. De esta manera, en algunas
realizaciones, para proporcionar un fuerte impulso sobre la acetil-CoA para dirigir la reaccion directa de la ADA, la
ruta de MEV de la célula hospedadora modificada genéticamente proporcionada en el presente documento utiliza
una acetoacetil-CoA sintasa para formar acetoacetil-CoA a partir de acetil-CoA y malonil-CoA.

En algunas realizaciones, la AACS procede de la cepa CL190 de Streptomyces sp. (Okamura et al., Proc Natl Acad
Sci USA 107(25): 11265-70 (2010). Las secuencias de nucleétidos de AACS representativas de la cepa CL190 de
Streptomyces sp. incluyen el nimero de registro AB540131.1 y la SEQ ID NO: 15, como se proporcionan en el
presente documento. Las secuencias de la proteina AACS representativas de la cepa CL190 de Streptomyces sp.
incluyen los numero de registro D7URVO0, BAJ10048 y la SEQ ID NO:16 como se proporciona en el presente
documento. Otras acetoacetil-CoA sintasas Utiles para las composiciones y métodos proporcionados en el presente
documento incluyen, pero sin limitacion, Streptomyces sp. (AB183750; KO-3988 BAD86806); S. anulatus cepa 9663
(FN178498; CAX48662); Streptomyces sp. KO-3988 (AB212624; BAE78983); Actinoplanes sp. A40644 (AB113568;
BADO07381); Streptomyces sp. (NZ_ACEWO010000640; ZP_05511702); Nocardiopsis dassonvillei DSM 43111
(NZ_ABUI01000023; ZP_04335288); Mycobacterium ulcerans Agy99 (NC_008611; YP_907152); Mycobacterium
marinum M (NC_010612; YP_001851502); Streptomyces sp. Mg1 (NZ_DS570501; ZP_05002626); Streptomyces sp.
AA4 (NZ_ACEV01000037; ZP_05478992); S. roseosporus NRRL 15998 (NZ_ABYB01000295; ZP_04696763);
Streptomyces sp. ACTE (NZ_ADFDO01000030; ZP_06275834); S. viridochromogenes DSM 40736
(NZ_ACEZ01000031; ZP_05529691); Frankia sp. Ccl3 (NC_007777; YP_480101); Nocardia brasiliensis
(NC_018681; YP_006812440.1); y Austwickia chelonae (NZ_BAGZ01000005; ZP_10950493.1). Otras acetoacetil-
CoA sintasas adecuadas incluyen las descritas en la Publicacion de Solicitud de Patente de Estados Unidos n.°
2010/0285549 y 2011/0281315.

Las acetoacetil-CoA sintasas también utiles en las composiciones y métodos proporcionados en el presente
documento incluyen las moléculas que se dice que son "derivados" de cualquiera de las acetoacetil-CoA sintasas
descritas en el presente documento. Dicho "derivado" tiene las siguientes caracteristicas: (1) comparte una
homologia sustancial con cualquiera de las acetoacetil-CoA sintasas descritas en el presente documento; y (2) es
capaz de catalizar la condensacion irreversible de la acetil-CoA con malonil-CoA para formar acetoacetil-CoA. Se
dice que un derivado de una acetoacetil-CoA sintasa comparte una "homologia sustancial" con la acetoacetil-CoA
sintasa si las secuencias de aminoacidos del derivado son al menos un 80 %, mas preferentemente al menos un
90 % y, aun mas preferentemente, al menos un 95 %, iguales a las de la acetoacetil-CoA sintasa.

5.2.5.2 Conversioén de acetoacetil-CoA en HMG-CoA

En algunas realizaciones, la célula hospedadora comprende una secuencia de nucleétidos heteréloga que codifica
una enzima que puede condensar acetoacetil-CoA con otra molécula de acetil-CoA para formar 3-hidroxi-3-
metilglutaril-CoA (HMG-CoA), por ejemplo, una HMG-CoA sintasa. Los ejemplos ilustrativos de secuencias de
nucledtidos que codifican dicha enzima incluyen, pero sin limitacion: (NC_001145. complemento 19061.20536;
Saccharomyces cerevisiae), (X96617; Saccharomyces cerevisiae), (X83882; Arabidopsis thaliana), (AB037907;
Kitasatospora griseola), (BT007302; Homo sapiens), y (NC_002758, Locus tag SAV2546, GenelD 1122571;
Staphylococcus aureus).

5.2.5.3 Conversion de HMG-CoA en mevalonato

En algunas realizaciones, la célula hospedadora comprende una secuencia de nucleétidos heteréloga que codifica
una enzima que puede convertir HMG-CoA en mevalonato, por ejemplo, una HMG-CoA reductasa. En algunas
realizaciones, la HMG-CoA reductasa es una hidroximetilglutaril-CoA reductasa-CoA reductasa que usa NADH. las
HMG-CoA reductasas (EC 1.1.1.34; EC 1.1.1.88) catalizan la desacilacion reductora de (S)-HMG-CoA en (R)-
mevalonato, y pueden clasificarse en dos clases, las HMGr de clase | y de clase Il. La clase | incluye las enzimas de
eucariotas y de la mayoria de las arqueas, y la clase Il incluye las HMG-CoA reductasas de ciertos procariotas y
arqueas. Ademas de la divergencia en las secuencias, las enzimas de las dos clases también difieren con respecto a
su especificidad de cofactor. A diferencia de las enzimas de clase |, que utilizan NADPH exclusivamente, las HMG-
CoA reductasas de clase Il varian en la capacidad de distinguir entre NADPH y NADH. Véase, por ejemplo, Hedl et
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al., Journal of Bacteriology 186 (7): 1927-1932 (2004). A continuacion se proporcionan las especificidades de
cofactor para seleccionar HMG-CoA reductasas de clase II.

Tabla 1. Especificidades de cofactor para seleccionar HMG-CoA reductasas de clase |l

Fuente Espéec;:é:(;ic:s: de K, NADPH (M) K., NADH (uM)
P. mevalonii NADH 80
A. fulgidus NAD(P)H 500 160
S. aureus NAD(P)H 70 100
E. faecalis NADPH 30

Las HMG-CoA reductasas utiles para las composiciones y métodos proporcionados en el presente documento
incluyen hMG-CoA reductasas que son capaces de utilizar NADH como cofactor, por ejemplo, la HMG-CoA
reductasa de P. mevalonii, A. fulgidus o S. aureus. En realizaciones particulares, la HMG-CoA reductasa es capaz
de utilizar solo NADH como cofactor, por ejemplo, la HMG-CoA reductasa de P. mevalonii, S. pomeroyi o D.
acidovorans.

En algunas realizaciones, la HMG-CoA reductasa que usa NADH procede de Pseudomonas mevalonii. La secuencia
del gen mvaA de tipo silvestre de Pseudomonas mevalonii, que codifica la HMG-CoA reductasa (E.C. 1.1.1.88), se
ha descrito previamente. Véase Beach y Rodwell, J. Bacteriol. 171:2994-3001 (1989). Las secuencias de nucledétidos
representativas de mvaA de Pseudomonas mevalonii incluyen el numero de registro M24015 y la SEQ ID NO: 17
como se proporciona en el presente documento. Las secuencias representativas de la proteina HMG-CoA reductasa
de Pseudomonas mevalonii incluyen los numeros de registro AAA25837, P13702, MVAA_PSEMV y la SEQ ID NO:
18 como se proporciona en el presente documento.

En algunas realizaciones, la HMIG-CoA reductasa que usa NADH procede de Silicibacter pomeroyi. Las secuencias
de nucledtidos representativas de la HMG-CoA reductasa de Silicibacter pomeroyi incluyen el nimero de registro
NC_006569.1 y la SEQ ID NO: 19 como se proporciona en el presente documento. Las secuencias representativas
de la proteina HMG-CoA reductasa de Silicibacter pomeroyi incluyen el nimero de registro YP_164994 y la SEQ ID
NO: 20 como se proporciona en el presente documento.

En algunas realizaciones, la HMG-CoA reductasa que usa NADH procede de Delftia acidovorans. Una secuencia de
nucledtidos representativa de la HMG-CoA reductasa de Delftia acidovorans incluye NC_010002 REGION:
complemento (319980..321269) y la SEQ ID NO: 21 como se proporciona en el presente documento. Las
secuencias de proteina representativas de la HMG-CoA reductasa de Delftia acidovorans incluyen el numero de
registro YP_001561318 y la SEQ ID NO: 22 como se proporciona en el presente documento.

En algunas realizaciones, las HMG-CoA reductasas que usan NADH proceden de Solanum tuberosum (Crane et al.,
J. Plant Physiol. 159:1301-1307 (2002)).

Las HMG-CoA reductasas que usan NADH también utiles en las composiciones y métodos proporcionados en el
presente documento incluyen las moléculas que se dice que son "derivados" de cualquiera de las HMG-CoA
reductasas que usan NADH descritas en el presente documento, por ejemplo, de P. mevalonii, S. pomeroyiy D.
acidovorans. Dicho "derivado" tiene las siguientes caracteristicas: (1) comparte una homologia sustancial con
cualquiera de las HMG-CoA reductasas que usan NADH descritas en el presente documento; y (2) es capaz de
catalizar la desacilacion reductora de (S)-HMG-CoA en (R)-mevalonato mientras que usa preferentemente NADH
como cofactor. Se dice que un derivado de una HMG-CoA reductasa que usa NADH comparte una "homologia
sustancial" con la HMG-CoA reductasa que usa NADH si las secuencias de aminoacidos del derivado son al menos
un 80 %, mas preferentemente al menos un 90 %, y aun mas preferentemente al menos un 95 %, iguales que la de
la HMG-CoA reductasa que usa NADH.

Como se usa en el presente documento, la frase "que usa NADH" significa que la HMG-CoA reductasa que usa
NADH es selectiva para NADH con respecto a NADPH como cofactor, por ejemplo, al demostrar una mayor
actividad especifica para NADH que para NADPH. En algunas realizaciones, la selectividad por NADH como
cofactor se expresa como una reIaC|on kca (NADH) ke o NAPPH) En algunas realizaciones, la HMG-CoA reductasa que
usa NADH tiene una relacion keat™"°" Keat (NADPH) de al menos 5, 10, 15, 20, 25 o mas de 25. En algunas
realizaciones, la HMG-CoA reductasa que usa NADH usa NADH exclusivamente. Por ejemplo, una HMG-CoA
reductasa que usa NADH que usa NADH exclusivamente presenta alguna actividad con NADH suministrado como
Unico cofactor in vitro (véase, por ejemplo, el Ejemplo 1y la Seccion 6.1.1.3 presentada mas adelante) y no presenta
actividad detectable cuando se suministra NADPH como Unico cofactor. Para identificar HMIG-CoA reductasas que
tienen una preferencia por NADH como cofactor, puede utilizarse cualquier método para determinar la especificidad
del cofactor conocido en la técnica, incluyendo los descritos por Kim et al., Protein Science 9:1226-1234 (2000); y
Wilding et al., J. Bacteriol. 182(18):5147-52 (2000).
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En algunas realizaciones, la HMG-CoA reductasa que usa NADH se modifica por ingenieria genética para ser
selectiva por NADH con respecto a NADPH, por ejemplo, mediante mutagénesis dirigida de la cavidad de union al
cofactor. Se describen métodos para modificar por ingenieria genética la selectividad por NADH en Watanabe et al.,
Microbiology 153:3044-3054 (2007), y se describen métodos para determinar la especificidad de cofactor de HMG-
CoA reductasas en Kim et al., Protein Sci. 9:1226-1234 (2000).

En algunas realizaciones, la HMG-CoA reductasa que usa NADH procede de una especie de hospedador que
comprende de forma nativa una ruta de degradacion de mevalonato, por ejemplo, una especie hospedadora que
cataboliza mevalonato como su Unica fuente de carbono. Dentro de estas realizaciones, la HMG-CoA reductasa que
usa NADH, que normalmente cataliza la acilacion oxidativa de (R)-mevalonato internalizado en (S)-HMG-CoA dentro
de su célula hospedadora nativa, se utiliza para catalizar la reaccién inversa, es decir, la desacilacion reductora de
(S)-HMG-CoA en (R)-mevalonato, en una célula hospedadora modificada genéticamente que comprende una ruta
biosintética de mevalonato. Se han descrito procariotas capaces de crecer en mevalonato como Unica fuente de
carbono por: Anderson et al., J. Bacteriol, 171(12):6468-6472 (1989); Beach et al., J. Bacteriol. 171:2994-3001
(1989); Bensch et al., J. Biol. Chem. 245:3755-3762; Fimongnari et al., Biochemistry 4:2086-2090 (1965); Siddiqi et
al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 8:110-113 (1962); Siddiqi et al., J. Bacteriol. 93:207-214 (1967); y Takatsuji et
al., Biochem. Biophys. Res. Commun.110:187-193 (1983).

En algunas realizaciones de las composiciones y métodos proporcionados en el presente documento, la célula
hospedadora comprende tanto una HMGr que usa NADH como una HMG-CoA reductasa que usa NADPH. Los
ejemplos ilustrativos de secuencias de nucledétidos que codifican una HMG-CoA reductasa que usa NADPH incluyen,
pero sin limitacion: (NM_206548; Drosophila melanogaster), (NC_002758, Locus tag SAV2545, GenelD 1122570;
Staphylococcus aureus), (AB015627; Streptomyces sp. KO 3988), (AX128213, que proporciona la secuencia que
codifica una HMG-CoA reductasa truncada; Saccharomyces cerevisiae), y (NC_001145: complemento
(115734.118898; Saccharomyces cerevisiae).

5.2.5.4 Conversion de mevalonato en mevalonato-5-fosfato

En algunas realizaciones, la célula hospedadora comprende una secuencia de nucleétidos heteréloga que codifica
una enzima que puede convertir mevalonato en mevalonato 5-fosfato, por ejemplo, una mevalonato quinasa. Los
ejemplos ilustrativos de secuencias de nucleétidos que codifican dicha enzima incluyen, pero sin limitacion: (L77688;
Arabidopsis thaliana), y (X55875; Saccharomyces cerevisiae).

5.2.5.5 Conversién de mevalonato-5-fosfato en mevalonato-5-pirofosfato

En algunas realizaciones, la célula hospedadora comprende una secuencia de nucleétidos heteréloga que codifica
una enzima que puede convertir mevalonato 5-fosfato en mevalonato 5-pirofosfato, por ejemplo, una
fosfomevalonato quinasa. Los ejemplos ilustrativos de secuencias de nucledtidos que codifican dicha enzima
incluyen, pero sin limitacion: (AF429385; Hevea brasiliensis), (NM_006556; Homo sapiens), y (NC_001145.
complemento 712315.713670; Saccharomyces cerevisiae).

5.2.5.6 Conversién de mevalonato-5-pirofosfato en IPP

En algunas realizaciones, la célula hospedadora comprende una secuencia de nucleétidos heteréloga que codifica
una enzima que puede convertir mevalonato 5-pirofosfato en isopentenil difosfato (IPP), por ejemplo, una
mevalonato pirofosfato descarboxilasa. Los ejemplos ilustrativos de secuencias de nucleotidos que codifican dicha
enzima incluyen, pero sin limitacion: (X97557; Saccharomyces cerevisiae), (AF290095; Enterococcus faecium), y
(U49260; Homo sapiens).

5.2.5.7 Conversion de IPP en DMAPP

En algunas realizaciones, la célula hospedadora comprende una secuencia de nucleétidos heteréloga que codifica
una enzima que puede convertir el IPP generado a través de la ruta de MEV en dimetilalil pirofosfato (DMAPP), por
efemplo, una IPP isomerasa. Los ejemplos ilustrativos de secuencias de nucledtidos que codifican dicha enzima
incluyen, pero sin limitacion: (NC_000913, 3031087.3031635; Escherichia coli), y (AF082326; Haematococcus
pluvialis).

5.2.5.8 Poliprenil sintasas

En algunas realizaciones, la célula hospedadora comprende ademas una secuencia de nucleétidos heterdloga que
codifica una poliprenil sintasa que puede condensar moléculas de IPP y/o DMAPP para formar compuestos de
poliprenilo que contienen mas de cinco carbonos.

En algunas realizaciones, la célula hospedadora comprende una secuencia de nucleétidos heteréloga que codifica

una enzima que puede condensar una molécula de IPP con una molécula de DMAPP para formar una molécula de
geranil pirofosfato ("GPP"), por ejemplo, una GPP sintasa. Los ejemplos ilustrativos de secuencias de nucledtidos
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que codifican dicha enzima incluyen, pero sin limitacion: (A513111; Abies grandis), (AF513112; Abies grandis),
(AF513113; Abies grandis), (AY534686; Antirrhinum majus), (AY534687; Antirrhinum majus), (Y17376; Arabidopsis
thaliana), (AE016877, Locus AP11092; Bacillus cereus; ATCC 14579), (AJ243739; Citrus sinensis), (AY534745;
Clarkia breweri), (AY953508; Ips pini), (DQ286930; Lycopersicon esculentum), (AF182828; Mentha x piperita),
(AF182827; Mentha x piperita), (MP1249453; Mentha x piperita), (PZE431697, Locus CAD24425; Paracoccus
zeaxanthinifaciens), (AY866498; Picrorhiza kurrooa), (AY351862; Vitis vinifera), y (AF203881, Locus AAF12843;
Zymomonas mobilis).

En algunas realizaciones, la célula hospedadora comprende una secuencia de nucleétidos heteréloga que codifica
una enzima que puede condensar dos moléculas de IPP con una molécula de DMAPP, o afiadir una molécula de
IPP a una molécula de GPP, para formar una molécula de farnesil pirofosfato ("FPP"), por ejemplo, una FPP sintasa.
Los ejemplos ilustrativos de secuencias de nucleétidos que codifican dicha enzima incluyen, pero sin limitacion:
(ATUB80605; Arabidopsis thaliana), (ATHFPS2R; Arabidopsis thaliana), (AAU36376; Artemisia annua), (AF461050;
Bos taurus), (D00694; Escherichia coli K-12), (AE009951, Locus AAL95523; Fusobacterium nucleatum subsp.
nucleatum ATCC 25586), (GFFPPSGEN; Gibberella fujikuroi), (CP000009, Locus AAWG60034; Gluconobacter
oxydans 621H), (AF019892; Helianthus annuus), (HUMFAPS; Homo sapiens), (KLPFPSQCR,; Kluyveromyces lactis),
(LAU15777; Lupinus albus), (LAU20771; Lupinus albus), (AF309508; Mus musculus), (NCFPPSGEN; Neurospora
crassa), (PAPS1; Parthenium argentatum), (PAFPS2; Parthenium argentatum), (RATFAPS; Rattus norvegicus),
(YSCFPP; Saccharomyces cerevisiae), (D89104; Schizosaccharomycespombe), (CP000003, Locus AAT87386;
Streptococcus pyogenes), (CP000017, Locus AAZ51849; Streptococcus pyogenes), (NC_008022, Locus
YP_598856; Streptococcus pyogenes MGAS10270), (NC_008023, Locus YP_600845; Streptococcus pyogenes
MGAS2096), (NC_008024, Locus YP_602832; Streptococcus pyogenes MGAS10750), (MZEFPS; Zea mays),
(AE000657, Locus AAC06913; Aquifex aeolicus VF5), (NM_202836; Arabidopsis thaliana), (D84432, Locus
BAA12575; Bacillus subtilis), (U12678, Locus AAC28894; Bradyrhizobium japonicum USDA 110), (BACFDPS;
Geobacillus stearothermophilus), (NC_002940, Locus NP_873754; Haemophilus ducreyi 35000HP), (L42023, Locus
AAC23087; Haemophilus influenzae Rd KW20), (J05262; Homo sapiens), (YP_395294; Lactobacillus sakei subsp.
sakei 23K), (NC_005823, Locus YP_000273; Leptospira interrogans serovar Copenhageni str. Fiocruz L1-130),
(AB003187; Micrococcus luteus), (NC_002946, Locus YP_208768; Neisseria gonorrhoeae FA 1090), (U00090,
Locus AAB91752; Rhizobium sp. NGR234), (J05091; Saccharomyces cerevisiae), (CP000031, Locus AAV93568;
Silicibacter pomeroyi DSS-3), (AE008481, Locus AAK99890; Streptococcus pneumoniae R6) y (NC_004556, Locus
NP 779706; Xylella fastidiosa Temecula1).

En algunas realizaciones, la célula hospedadora comprende ademas una secuencia de nucledétidos heterdloga que
codifica una enzima que puede combinar IPP y DMAPP o IPP y FPP para formar geranilgeranil pirofosfato ("GGPP").
Los ejemplos ilustrativos de secuencias de nucleétidos que codifican dicha enzima incluyen, pero sin limitacion:
(ATHGERPYRS; Arabidopsis thaliana), (BT005328; Arabidopsis thaliana), (NM_119845; Arabidopsis thaliana),
(NZ_AAJM01000380, Locus ZP_00743052; Bacillus thuringiensis serovar israelensis, ATCC 35646 sq1563),
(CRGGPPS; Catharanthus roseus), (NZ_AABF02000074, Locus ZP_00144509; Fusobacterium nucleatum subsp.
vincentii, ATCC 49256), (GFGGPPSGN; Gibberella fujikuroi), (AY371321; Ginkgo biloba), (AB055496; Hevea
brasiliensis), (AB017971; Homo sapiens), (MCI276129; Mucor circinelloides f. lusitanicus), (AB016044; Mus
musculus), (AABX01000298, Locus NCUO01427; Neurospora crassa), (NCU20940; Neurospora crassa),
(NZ_AAKL01000008, Locus ZP_00943566; Ralstonia solanacearum UW551), (AB118238; Rattus norvegicus),
(SCU31632; Saccharomyces cerevisiae), (AB016095; Synechococcus elongates), (SAGGPS; Sinapis alba),
(SSOGDS; Sulfolobus acidocaldarius), (NC_007759, Locus YP_461832; Syntrophus aciditrophicus SB),
(NC_006840, Locus YP_204095; Vibrio fischeri ES 114), (NM_112315; Arabidopsis thaliana), (ERWCRTE; Pantoea
agglomerans), (D90087, Locus BAA14124; Pantoea ananatis), (X52291, Locus CAA36538; Rhodobacter
capsulatus), (AF195122, Locus AAF24294; Rhodobacter sphaeroides), y (NC_004350, Locus NP_721015;
Streptococcus mutans UA159).

5.2.5.9 Sintesis de terpeno

En algunas realizaciones, la célula hospedadora comprende ademas una secuencia de nucleétidos heterdloga que
codifica una enzima que puede modificar un poliprenilo para formar un hemiterpeno, un monoterpeno, un
sesquiterpeno, un diterpeno, un triterpeno, un tetraterpeno, un politerpeno, un compuesto esteroide, un carotenoide
0 un compuesto de isoprenoide modificado.

En algunas realizaciones, el nucledtido heterélogo codifica una careno sintasa. Los ejemplos ilustrativos de
secuencias de nucleotidos adecuadas incluyen, pero sin limitacion: (AF461460, REGION 43.1926; Picea abies) y
(AF527416, REGION: 78,1871; Salvia stenophylla).

En algunas realizaciones, el nucleétido heterélogo codifica una geraniol sintasa. Los ejemplos ilustrativos de
secuencias de nucledtidos adecuadas incluyen, pero sin limitacion: (AJ457070; Cinnamomum tenuipilum),
(AY362553; Ocimum basilicum), (DQ234300; Perilla frutescens cepa 1864), (DQ234299; Perilla citriodora cepa
1861), (DQ234298; Perilla citriodora cepa 4935), y (DQ088667; Perilla citriodora).
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En algunas realizaciones, el nucledtido heterdlogo codifica una linalool sintasa. Los ejemplos ilustrativos de una
secuencia de nucledtidos adecuada incluyen, pero sin limitacion: (AF497485; Arabidopsis thaliana), (AC002294,
Locus AAB71482; Arabidopsis thaliana), (AY059757; Arabidopsis thaliana), (NM_104793; Arabidopsis thaliana),
(AF154124; Artemisia annua), (AF067603; Clarkia breweri), (AF067602; Clarkia concinna), (AF067601; Clarkia
breweri), (U58314; Clarkia breweri), (AY840091; Lycopersicon esculentum), (DQ263741; Lavandula angustifolia),
(AY083653; Mentha citrate), (AY693647; Ocimum basilicum), (XM_463918; Oryza sativa), (AP004078, Locus
BADO07605; Oryza sativa), (XM_463918, Locus XP_463918; Oryza sativa), (AY917193; Perilla citriodora),
(AF271259; Perilla frutescens), (AY473623; Picea abies), (DQ195274; Picea sitchensis), y (AF444798; Perilla
frutescens var. crispa cultivar No. 79).

En algunas realizaciones, el nucleétido heterélogo codifica una limoneno sintasa. Los ejemplos ilustrativos de
secuencias de nucleétidos adecuadas incluyen, pero sin limitacion: (+)-limoneno sintasas (AF514287, REGION:
47,1867; Citrus limon) y (AY055214, REGION: 48,1889; Agastache rugosa) y (-)-limoneno sintasas (DQ195275,
REGION: 1,1905; Picea sitchensis), (AF006193, REGION: 73,1986; Abies grandis), y (MHC4SLSP, REGION:
29,1828; Mentha spicata).

En algunas realizaciones, el nucledtido heterélogo codifica una mirceno sintasa. Los ejemplos ilustrativos de
secuencias de nucleotidos adecuadas incluyen, pero sin limitacion: (U87908; Abies grandis), (AY195609; Antirrhinum
majus), (AY195608; Antirrhinum majus), (NM_127982; Arabidopsis thaliana TPS10), (NM_113485; Arabidopsis
thaliana ATTPS-CIN), (NM_113483; Arabidopsis thaliana ATTPS-CIN), (AF271259; Perilla frutescens), (AY473626;
Picea abies), (AF369919; Picea abies), y (AJ304839; Quercus ilex).

En algunas realizaciones, el nucleétido heterélogo codifica una ocimeno sintasa. Los ejemplos ilustrativos de
secuencias de nucledtidos adecuadas incluyen, pero sin limitacion: (AY195607; Antirrhinum majus), (AY195609;
Antirrhinum majus), (AY195608; Antirrhinum majus), (AK221024; Arabidopsis thaliana), (M_113485; Arabidopsis
thaliana ATTPS-CIN), (NM_113483; Arabidopsis thaliana ATTPS-CIN), (NM_117775; Arabidopsis thaliana
ATTPS03), (NM_001036574; Arabidopsis thaliana ATTPS03), (NM_127982; Arabidopsis thaliana TPS10),
(AB110642; Citrus unshiu CitMTSL4), y (AY575970; Lotus corniculatus var. japonicus).

En algunas realizaciones, el nucleotido heterdlogo codifica una a-pineno sintasa. Los ejemplos ilustrativos de
secuencias de nucledtidos adecuadas incluyen, pero sin limitacion: (+) a-pineno sintasa (AF543530, REGION:
1,1887; Pinus taeda), (-)a-pineno sintasa (AF543527, REGION: 32,1921; Pinus taeda), y (+)/(-)a-pineno sintasa
(AGU87909, REGION: 6111892; Abies grandis).

En algunas realizaciones, el nucledtido heterdlogo codifica una B-pineno sintasa. Los ejemplos ilustrativos de
secuencias de nucledtidos adecuadas incluyen, pero sin limitacion: (-) B-pineno sintasas (AF276072, REGION:
1,1749; Artemisia annua) y (AF514288, REGION: 26,1834; Citrus limon).

En algunas realizaciones, el nucleotido heterélogo codifica una sabineno sintasa. Un ejemplo ilustrativo de una
secuencia de nucleotidos adecuada incluye, pero sin limitacion, AF051901, REGION: 26.1798 de Salvia officinalis.

En algunas realizaciones, el nucleétido heterdlogo codifica una y-terpineno sintasa. Los ejemplos ilustrativos de
secuencias de nucledtidos adecuadas incluyen: (AF514286, REGION: 30.1832 de Citrus limon) y (AB110640,
REGION 1.1803 de Citrus unshiu).

En algunas realizaciones, el nucleétido heterélogo codifica una terpinoleno sintasa. Los ejemplos ilustrativos de una
secuencia de nucledtidos adecuada incluyen, pero sin limitacion: (AY693650 de Oscimum basilicum) y (AY906866,
REGION: 10.1887 de Pseudotsuga menziesii).

En algunas realizaciones, el nucleétido heterdlogo codifica una amorfadieno sintasa. Un ejemplo ilustrativo de una
secuencia de nucledtidos adecuada es la SEQ ID NO. 37 de la Publicacion de Patente de Estados Unidos n.°
2004/0005678.

En algunas realizaciones, el nucledtido heterdlogo codifica una a-farneseno sintasa. Los ejemplos ilustrativos de
secuencias de nucleétidos adecuadas incluyen, pero sin limitacion, DQ309034 de Pyrus communis cultivar d’Anjou
(pera; nombre del gen AFS1) y AY182241 de Malus domestica (manzana; gen AFS1). Pechouus et al., Planta
219(1): 84-94 (2004).

En algunas realizaciones, el nucledtido heterélogo codifica una B-farneseno sintasa. Los ejemplos ilustrativos de
secuencias de nucleétidos adecuadas incluyen, pero sin limitacion, el numero de registro AF024615 de Mentha x
piperita (menta; gen Tspa11) y AY835398 de Arfemisia annua. Picaud et al., Phytochemistry 66(9): 961-967 (2005).

En algunas realizaciones, el nucledtido heterélogo codifica una farnesol sintasa. Los ejemplos ilustrativos de
secuencias de nucledtidos adecuadas incluyen, pero sin limitacion, el nimero de registro AF529266 de Zea mays e
YDR481C de Saccharomyces cerevisiae (gen Pho8). Song, L., Applied Biochemistry and Biotechnology 128:149-158
(2006).
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En algunas realizaciones, el nucleétido heterdlogo codifica una nerolidol sintasa. Un ejemplo ilustrativo de una
secuencia de nucleotidos adecuada incluye, pero sin limitacion, AF529266 de Zea mays (maiz; gen tps1).

En algunas realizaciones, el nucledtido heterélogo codifica una patchouliol sintasa. Los ejemplos ilustrativos de
secuencias de nucledtidos adecuadas incluyen, pero sin limitacion AY508730 REGION: 1.1659 de Pogostemon
cablin.

En algunas realizaciones, el nucledtido heterélogo codifica una nootkatona sintasa. Los ejemplos ilustrativos de
secuencias de nucledtidos adecuadas incluyen, pero sin limitacion AF441124 REGION: 1.1647 de Citrus sinensis 'y
AY917195 REGION: 1.1653 de Perilla frutescens.

En algunas realizaciones, el nucleétido heterélogo codifica una abietadieno sintasa. Los ejemplos ilustrativos de
secuencias de nucleétidos adecuadas incluyen, pero sin limitacion: (U50768; Abies grandis) y (AY473621; Picea
abies).

En algunas realizaciones, la célula hospedadora produce un isoprenoide Cs. Estos compuestos proceden de una
unidad de isopreno y también se denominan hemiterpenos. Un ejemplo ilustrativo de un hemiterpeno es isopreno. En
otras realizaciones, el isoprenoide es un isoprenoide C1o. Estos compuestos proceden de dos unidades de isopreno
y también se denominan monoterpenos. Son ejemplos ilustrativos de monoterpenos limoneno, citranelol, geraniol,
mentol, alcohol perililico, linalool, tujona y mirceno. En otras realizaciones, el isoprenoide es un isoprenoide Cjs.
Estos compuestos proceden de tres unidades de isopreno y también se denominan sesquiterpenos. Son ejemplos
ilustrativos de sesquiterpenos periplanona B, ginkgdlido B, amorfadieno, artemisinina, acido artemisinico, valenceno,
nootkatona, epi-cedrol, epi-aristoloqueno, farnesol, gosipol, sanonina, periplanona, forscolina y patchoulol (que
también se conoce como alcohol de patchouli). En otras realizaciones, el isoprenoide es un isoprenoide Cy. Estos
compuestos proceden de cuatro unidades de isopreno y también se denominan diterpenos. Son ejemplos ilustrativos
de diterpenos casbeno, eleuterobina, paclitaxel, prostratina, pseudopterosina y taxadieno. En otros ejemplos, el
isoprenoide es un isoprenoide Cyg+. Estos compuestos proceden de mas de cuatro unidades de isopreno e incluyen:
triterpenos (compuestos de isoprenoide Cszy derivados de 6 unidades de isopreno) tales como arbrusidaE,
bruceantina, testosterona, progesterona, cortisona, digitoxina y escualeno; tetraterpenos (compuestos isoprenoides
C4o derivados de 8 isoprenoides) tales como -caroteno; y politerpenos (compuestos isoprenoides Cao+ derivados de
mas de 8 unidades de isopreno) tales como poliisopreno. En algunas realizaciones, el isoprenoide se selecciona del
grupo que consiste en abietadieno, amorfadieno, careno, a-farneseno, B-farneseno, farnesol, geraniol,
geranilgeraniol, isopreno, linalool, limoneno, mirceno, nerolidol, ocimeno, patchoulol, B-pineno, sabineno, y-
terpineno, terpinoleno y valenceno. Los compuestos de isoprenoide también incluyen, pero sin limitacion,
carotenoides (tales como licopeno, a- y B-caroteno, a- y B-criptoxantina, bixina, zeaxantina, astaxantina y luteina),
compuestos esteroides y compuestos que estan compuestos de isoprenoides modificados por otros grupos
quimicos, tales como terpeno-alcaloides mixtos y coenzima Q-10.

5.3 Métodos para fabricar células modificadas genéticamente

En la presente invencion también se proporcionan métodos para producir una célula hospedadora que esta
modificada por ingenieria genética para comprender una o mas de las modificaciones descritas anteriormente, por
efemplo, uno o mas acidos nucleicos heterélogos que codifican una o mas enzimas seleccionadas entre ADA, HMG-
CoA reductasa que usa NADH, AACS, PK, PTA y otras enzimas de la ruta de mevalonato. La expresién de una
enzima heterdloga en una célula hospedadora puede conseguirse introduciendo en las células hospedadoras un
acido nucleico que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica la enzima bajo el control de elementos
reguladores que permiten la expresion en la célula hospedadora. En algunas realizaciones, el acido nucleico es un
plasmido extracromosémico. En otras realizaciones, el acido nucleico es un vector de integracion cromosémico que
puede integrar la secuencia de nucleétidos en el cromosoma de la célula hospedadora.

Los acidos nucleicos que codifican estas proteinas pueden introducirse en la célula hospedadora por cualquier
método conocido por un experto en la materia sin limitacion (véase, por ejemplo, Hinnen et al. (1978) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 75: 1292-3; Cregg et al. (1985) Mol. Cell. Biol. 5:3376-3385; Goeddel et al. eds, 1990, Methods in
Enzymology, vol. 185, Academic Press, Inc., CA; Krieger, 1990, Gene Transfer and Expression -- A Laboratory
Manual, Stockton Press, NY; Sambrook et al., 1989, Molecular Cloning -- A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory, NY; y Ausubel et al., eds. , Edicién actual, Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing
Associates and Wiley Interscience, NY). Las técnicas ejemplares incluyen, pero sin limitaciéon, formacion de
esferoplastos, electroporacion, transformacion mediada por PEG 1000 y transformacion mediada por acetato de litio
o cloruro de litio.

El nimero de copias de una enzima en una célula hospedadora puede alterarse modificando la transcripcién del gen
que codifica la enzima. Esto puede conseguirse, por ejemplo, modificando el nimero de copias de la secuencia de
nucledtidos que codifica la enzima (por ejemplo, mediante el uso de un vector de expresion de mayor o menor
numero de copias que comprende la secuencia de nucleétidos, o mediante la introduccion de copias adicionales de
la secuencia de nucledtidos en el genoma de la célula hospedadora o mediante delecion o rotura de la secuencia de
nucleétidos en el genoma de la célula hospedadora), mediante el cambio del orden de secuencias codificantes en un
ARNmM policistrénico de un operdn o la ruptura de un operdén en genes individuales cada uno con su propio elemento
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de control, o mediante el aumento de la fuerza del promotor u operador al que se une operativamente la secuencia
de nucledtidos. Como alternativa o ademas, el nimero de copias de una enzima en una célula hospedadora puede
alterarse modificando el nivel de traduccién de un ARNm que codifica la enzima. Esto puede conseguirse, por
ejemplo, modificando la estabilidad del ARNm, modificando la secuencia del sitio de unién a ribosomas, modificando
la distancia o secuencia entre el sitio de unidn a ribosomas y el codén de iniciacion de la secuencia codificante de la
enzima, modificando la region intercistronica entera localizada "cadena arriba de" o adyacente al lado 5' del coddn
de iniciacion de la region codificante de la enzima, estabilizando el extremo 3' del transcrito de ARNm usando
horquillas y secuencias especializadas, modificando el uso de codones de la enzima, alterando la expresion de ARNt
de codones raros usados en la biosintesis de la enzima y/o aumentando la estabilidad de la enzima, tal como, por
ejemplo, mediante mutacion de su secuencia codificante.

La actividad de una enzima en una célula hospedadora puede alterarse de varias formas, incluyendo, pero sin
limitacion, expresando una forma modificada de la enzima que presenta mayor o menor solubilidad en la célula
hospedadora, expresando una forma alterada de la enzima que carece de un dominio a través del cual se inhibe la
actividad de la enzima, expresando una forma modificada de la enzima que tiene un valor de Kcat mayor o menor o
un valor de Km mayor o menor por el sustrato, o expresando una forma alterada de la enzima que esta mas o menos
afectada por retroalimentaciéon o compensacion por otra molécula en la ruta.

En algunas realizaciones, un acido nucleico usado para modificar genéticamente una célula hospedadora
comprende uno o mas marcadores de seleccion Utiles para la seleccion de células hospedadoras transformadas y
para aplicar presion selectiva sobre la célula hospedadora para mantener el ADN extrafio.

En algunas realizaciones, el marcador de seleccion es un marcador de resistencia a antibidticos. Los ejemplos
ilustrativos de marcadores de resistencia a antibiéticos incluyen, pero sin limitacion, los productos génicos de BLA,
NAT1, PAT, AUR1-C, PDR4, SMR1, CAT, dhfr de raton, HPH, DSDA, KAN'y SH BLE. El producto génico de BLA de
E. coli confiere resistencia a antibioticos beta-lactamicos (por ejemplo, cefalosporinas de espectro reducido,
cefamicinas y carbapenems (ertapenem), cefamandol y cefoperazona) y a todas las penicilinas contra bacterias
gram negativas excepto temocilina; el producto génico de NAT7 de S. noursei confiere resistencia a nourseotricina;
el producto génico de PAT de Tu94 de Sviridochromogenes confiere resistencia a bialofos; el producto génico de
AURT1-C de Saccharomyces cerevisiae confiere resistencia a Auerobasidina A (AbA); el producto génico de PDR4
confiere resistencia a cerulenina; el producto génico de SMR1 confiere resistencia a sulfometuron metil; el producto
génico de CAT del transpos6n Tn9 confiere resistencia a cloranfenicol; el producto génico de dhfr de ratén confiere
resistencia a metotrexato; el producto génico de HPH de Klebsiella pneumonia confiere resistencia a Higromicina B;
el producto génico de DSDA de E. coli permite que las células crezcan en placas con D-serina como Unica fuente de
nitrogeno; el gen KAN' del transposén Tn903 confiere resistencia a G418; y el producto génico de SH BLE de
Streptoalloteichus hindustanus confiere resistencia a Zeocina (bleomicina). En algunas realizaciones, el marcador de
resistencia a antibiotico se deleciona después de aislar la célula hospedadora modificada genéticamente desvelada
en el presente documento.

En algunas realizaciones, el marcador de seleccién rescata una auxotrofia (por ejemplo, una auxotrofia nutricional)
en el microorganismo modificado genéticamente. En dichas realizaciones, un microorganismo parental comprende
una alteraciéon funcional en uno o mas productos génicos que funcionan en una ruta biosintética de aminoacidos o
nucledtidos y que, cuando no es funcional, hace que una célula parental sea incapaz de crecer en medio sin
complementaciéon con uno o mas nutrientes. Dichos productos génicos incluyen, pero sin limitacion, los productos
génicos de HIS3, LEU2, LYS1, LYS2, MET15, TRP1, ADE2 y URAS3 en levadura. El fenotipo auxotrofico después
puede rescatarse transformando la célula parental con un vector de expresién o construccién de integracion
cromosomica que codifica una copia funcional del producto génico alterado, y la célula hospedadora modificada
genéticamente generada puede seleccionarse basandose en la pérdida del fenotipo auxotrofico de la célula parental.
La utilizacion de los genes URA3, TRP1 y LYS2 como marcadores de seleccion tiene una notable ventaja ya que
son posibles las selecciones tanto positivas como negativas. La seleccion positiva se realiza por complementacion
auxotrofica de las mutaciones en URA3, TRP1 y LYS2, mientras que la seleccidon negativa se basa en inhibidores
especificos, es decir, acido 5-fluoro-orético (FOA), acido 5-fluoroantranilico y acido aminoadipico (aAA),
respectivamente, que impiden el crecimiento de las cepas prototréficas pero permite el crecimiento de los mutantes
de URAS3, TRP1 y LYS2, respectivamente. En otras realizaciones, el marcador de seleccion rescata otras
deficiencias o no letales o fenotipos que pueden identificarse por un método de seleccién conocido.

En el presente documento se describen genes y proteinas especificas Utiles en los métodos, composiciones y
organismos de la divulgacion; sin embargo, se reconocera que no es necesaria una identidad absoluta con dichos
genes. Por ejemplo, pueden realizarse cambios en un gen o polinucleétido particular que comprende una secuencia
que codifica un polipéptido o enzima, y explorarse con respecto a la actividad. Tipicamente, dichos cambios
comprenden mutaciones conservativas y mutaciones silenciosas. Dichos polinucledtidos y polipéptidos modificados
o mutados pueden seleccionarse con respecto a la expresion de una enzima funcional usando métodos conocidos
en la técnica.
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Debido a la degeneracion intrinseca del codigo genético, también pueden usarse otros polinucleétidos que codifican
sustancialmente los mismos polipéptidos o polipéptidos funcionalmente equivalentes para clonar y expresar los
polinucleétidos que codifican dichas enzimas.

Como entenderan los expertos en la materia, puede ser ventajoso modificar una secuencia codificante para
potenciar su expresion en un hospedador particular. El codigo genético es redundante con 64 codones posibles,
pero la mayoria de los organismos tipicamente usan una subserie de estos codones. Los codones que se utilizan
con mas frecuencia en una especie se denominan codones 6ptimos, y los no utilizados con mucha frecuencia se
clasifican como codones ratos o de bajo uso. Los codones pueden sustituirse para reflejar el uso de codones
preferido del hospedador, en un proceso algunas veces denominado "optimizacién de codones" o "control de sesgo
de codones entre especies".

Pueden prepararse secuencias codificantes optimizadas que contienen codones preferidos por un hospedador
procariota o eucariota (Murray et al., 1989, Nucl Acids Res. 17: 477-508), por ejemplo, para aumentar la velocidad de
traduccién o para producir transcritos de ARN recombinante que tengan propiedades deseables, tales como una
mayor semivida, en comparacion con los transcritos producidos a partir de una secuencia no optimizada. También
pueden modificarse codones de terminacion de la traduccion para reflejar la preferencia por el hospedador. Por
ejemplo, son codones de terminacion tipicos para S. cerevisiae y mamiferos UAA y UGA, respectivamente. El codén
de terminacion tipico para plantas monocotiledéneas es UGA, mientras que los insectos y E. coli normalmente usan
UAA como codoén de terminacion (Dalphin et al., 1996, Nucl Acids Res. 24: 216-8).

Los expertos en la materia reconoceran que, debido a la naturaleza degenerada del codigo genético, puede usarse
una diversidad de moléculas de ADN que difieren en sus secuencias de nucleétidos para codificar una enzima dada
de la divulgacién. La secuencia de ADN nativa que codifica las enzimas biosintéticas descritas anteriormente se
menciona en el presente documento simplemente para ilustrar una realizaciéon de la divulgacion, y la divulgacion
incluye moléculas de ADN de cualquier secuencia que codifica las secuencias de aminoacidos de los polipéptidos y
proteinas de las enzimas utilizadas en los métodos de la divulgacion. De forma similar, un polipéptido tipicamente
puede tolerar una o mas sustituciones, deleciones e inserciones de aminoacidos en su secuencia de aminoacidos
sin pérdida o pérdida significativa de una actividad deseada. La divulgaciéon incluye tales polipéptidos con
secuencias de aminoacidos diferentes a las de las proteinas especificas descritas en el presente documento siempre
que los polipéptidos modificados o variantes tengan la actividad anabdlica o catabdlica enzimatica del polipéptido de
referencia. Ademas, las secuencias de aminoacidos codificadas por las secuencias de ADN mostradas en el
presente documento simplemente ilustran realizaciones de la divulgacion.

Ademas, la divulgacioén incluye homologos de enzimas Utiles para las composiciones y métodos proporcionados en
el presente documento. En algunas realizaciones, dos proteinas (o una region de las proteinas) son sustancialmente
homologas cuando las secuencias de aminoacidos tienen al menos aproximadamente un 30 %, 40 %, 50 %, 60 %,
65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 % de identidad. Para
determinar el porcentaje de identidad de dos secuencias de aminoacidos, o de dos secuencias de acido nucleico, las
secuencias se alinean con el objetivo de realizar una comparacion 6ptima (por ejemplo, pueden introducirse huecos
en una o en ambas de una primera y una segunda secuencias de aminoacidos o de acido nucleico para un
alineamiento 6ptimo y pueden descartarse secuencias no homologas con fines comparativos). En una realizacion, la
longitud de una secuencia de referencia alineada con fines comparativos es al menos un 30 %, tipicamente al menos
un 40 %, mas tipicamente al menos un 50 %, incluso mas tipicamente al menos un 60 % e incluso mas tipicamente
al menos un 70 %, 80 %, 90 %, 100 % de la longitud de la secuencia de referencia. Después se comparan los restos
de aminoacido o nucledtidos en posiciones de aminoacidos o posiciones de nucleétidos correspondientes. Cuando
una posicién en la primera secuencia esta ocupada por el mismo resto de aminoacido o nucleétido que la posicién
correspondiente en la segunda secuencia, entonces las moléculas son idénticas en esa posicioén (como se usa en el
presente documento, "identidad" de aminoacido o acido nucleico es equivalente a "homologia" de aminoacido o
acido nucleico). El porcentaje de identidad entre las dos secuencias es una funcién del numero de posiciones
idénticas compartidas por las secuencias, teniendo en cuenta el nimero de huecos, y la longitud de cada hueco, que
necesita introducirse para un alineamiento éptimo de las dos secuencias.

Cuando se usa "homodlogo" haciendo referencia a proteinas o péptidos, se reconoce que las posiciones de restos
que no son idénticas a menudo difieren por sustituciones de aminoacidos conservativas. Una "sustitucién de
aminoacidos conservativa" es una en la que un resto de aminoacidos se sustituye por otro resto de aminoacido que
tiene una cadena lateral (grupo R) con propiedades quimicas similares (por ejemplo, carga o hidrofobia). En general,
una sustitucion de aminoacidos conservativa no cambiara sustancialmente las propiedades funcionales de una
proteina. En los casos en los que dos o mas secuencias de aminoacidos difieren entre si por sustituciones
conservativas, el porcentaje de identidad de secuencia o grado de homologia puede ajustarse hacia arriba para
corregir la naturaleza conservativa de la sustitucion. Los medios para realizar este ajuste son bien conocidos para
los expertos en la materia (véase, por ejemplo, Pearson W. R., 1994, Methods in Mol Biol 25: 365-89).

Cada uno de los seis grupos siguientes contienen aminoacidos que son sustituciones conservativas entre si: 1)
Serina (S), Treonina (T); 2) Acido Aspartico (D), Acido Glutamico (E); 3) Asparagina (N), Glutamina (Q); 4) Arginina
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(R), Lisina (K); 5) Isoleucina (), Leucina (L), Alanina (A), Valina (V), y 6) Fenilalanina (F), Tirosina (Y), Triptéfano
(W).

La homologia de secuencia para polipéptidos, que también se denomina porcentaje de identidad de secuencia, se
mide tipicamente usando un software de andlisis de secuencias. Un algoritmo tipico usado que compara la
secuencia de una molécula con una base de datos que contiene un gran nuimero de secuencias de diferentes
organismos es el programa informatico BLAST. Cuando se busca una base de datos que contiene secuencias de un
gran numero de organismos diferentes, es tipico comparar secuencias de aminoacidos.

Ademas, cualquiera de los genes que codifican las enzimas anteriores (o cualquier otra mencionada en el presente
documento) (o cualquiera de los elementos reguladores que controlan o modulan su expresion)) puede optimizarse
por técnicas de modificacion por ingenieria genética/de proteinas, tales como evolucién dirigida o mutagénesis
racional, que se conocen por los expertos en la materia. Dicha accién permite a los expertos en la materia optimizar
las enzimas para su expresion y actividad en levaduras.

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

Las técnicas conocidas por los expertos en la materia pueden ser adecuadas para identificar genes homoélogos y
enzimas homologas adicionales. En general, los genes analogos y/o las enzimas analogas pueden identificarse por
analisis funcional y tendran similitudes funcionales. Para identificar genes analogos y enzimas analogas pueden ser
adecuadas técnicas conocidas por los expertos en la materia. Por ejemplo, para identificar genes, proteinas o
enzimas homologas o analogas a ADA, las técnicas pueden incluir, pero sin limitacién, la clonacion de un gen por
PCR usando cebadores basados en una secuencia publicada de un gen/enzima ADA o mediante PCR degenerada
usando cebadores degenerados disefiados para amplificar una region conservada entre genes de ADA. Ademas, un
experto en la materia puede usar técnicas para identificar genes, proteinas o enzimas homélogas o analogas con
homologia o similitud funcional. Las técnicas incluyen el examen de una célula o cultivo celular con respecto a la
actividad catalitica de una enzima a través de un ensayo enzimatico in vitro de dicha actividad (por ejemplo, como se
describe en el presente documento o en Kiritani, K., Branched-chain Amino Acids Methods Enzymology, 1970),
después el aislamiento de la enzima con dicha actividad mediante purificacién, La determinacién de la secuencia
proteica de la enzima mediante técnicas tales como degradacion de Edman, el disefio de cebadores de PCR para la
secuencia de acido nucleico probable, La amplificacion de dicha secuencia de ADN a través de PCR y clonacion de
dicha secuencia de acido nucleico. Para identificar a genes homdlogos o similares y/o enzimas homodlogas o
similares, genes analogos y/o enzimas o proteinas analogas, las técnicas también incluyen la comparacion de datos
relacionados con un gen o enzima candidata con bases de datos tales como BRENDA, KEGG o MetaCYC. El gen o
enzima candidata puede identificarse dentro de las bases de datos mencionadas anteriormente de acuerdo con las
ensefianzas del presente documento.

5.4 Métodos para producir isoprenoides

En otro aspecto, en el presente documento se proporciona un método para la produccién de un isoprenoide,
comprendiendo el método las etapas de: (a) cultivar una poblaciéon de cualquiera de las células hospedadoras
modificadas genéticamente descritas en el presente documento en un medio con una fuente de carbono en
condiciones adecuadas para fabricar un compuesto isoprenoide; y (b) recuperar dicho compuesto isoprenoide del
medio.

En algunas realizaciones, la célula hospedadora modificada genéticamente comprende una o mas modificaciones
seleccionadas del grupo que consiste en: expresion heteréloga de una ADA, expresion heteréloga de una HMG-CoA
reductasa que usa NADH, expresion heterologa de una AACS, expresion heteréloga de una fosfocetolasa, expresion
heteréloga de una fosfotransacetilasa y expresion heterdloga de una o mas enzimas de la ruta de mevalonato; y la
célula hospedadora modificada genéticamente produce una cantidad aumentada del compuesto isoprenoide en
comparacion con una célula parental que no comprende dichas una o mas modificaciones, o una célula parental que
comprende solo una subserie de dichas una o mas modificaciones de la célula hospedadora modificada
genéticamente, pero por lo demas es genéticamente idéntica. En algunas realizaciones, la cantidad aumentada es al
menos un 1 %, 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %,
85 %, 90 %, 95 %, 100 % o mayor del 100 %, medida, por ejemplo, en rendimiento, producciéon, productividad, en
gramos por litro de cultivo celular, miligramos por gramo de peso celular seco, en una base por unidad de volumen
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de cultivo celular, en una base por unidad de peso celular seco, en una base por unidad de volumen de cultivo
celular por unidad de tiempo, 0 en una base por unidad de peso celular seco por unidad de tiempo.

En algunas realizaciones, la célula hospedadora produce un nivel elevado de isoprenoide que es mayor que
aproximadamente 10 gramos por litro de medio de fermentacion. En algunas de dichas realizaciones, el isoprenoide
se produce en una cantidad de aproximadamente 10 a aproximadamente 50 gramos, mayor de aproximadamente 15
gramos, mayor de aproximadamente 20 gramos, mayor de aproximadamente 25 gramos o mayor de
aproximadamente 30 gramos por litro de cultivo celular.

En algunas realizaciones, la célula hospedadora produce un nivel elevado de isoprenoide que es mayor que
aproximadamente 50 miligramos por gramo de peso celular seco. En algunas de dichas realizaciones, el isoprenoide
se produce en una cantidad de aproximadamente 50 a aproximadamente 1500 miligramos, mayor de
aproximadamente 100 miligramos, mayor de aproximadamente 150 miligramos, mayor de aproximadamente 200
miligramos, mayor de aproximadamente 250 miligramos, mayor de aproximadamente 500 miligramos, mayor de
aproximadamente 750 miligramos o mayor de aproximadamente 1000 miligramos por gramo de peso celular seco.

En algunas realizaciones, la célula hospedadora produce un nivel elevado de isoprenoide que es al menos
aproximadamente un 10 %, al menos aproximadamente un 15 %, al menos aproximadamente un 20 %, al menos
aproximadamente un 25 %, al menos aproximadamente un 30 %, al menos aproximadamente un 35 %, al menos
aproximadamente un 40 %, al menos aproximadamente un 45 %, al menos aproximadamente un 50 %, al menos
aproximadamente un 60 %, al menos aproximadamente un 70 %, al menos aproximadamente un 80 %, al menos
aproximadamente un 90 %, al menos aproximadamente 2 veces, al menos aproximadamente 2,5 veces, al menos
aproximadamente 5 veces, al menos aproximadamente 10 veces, al menos aproximadamente 20 veces, al menos
aproximadamente 30 veces, al menos aproximadamente 40 veces, al menos aproximadamente 50 veces, al menos
aproximadamente 75 veces, al menos aproximadamente 100 veces, al menos aproximadamente 200 veces, al
menos aproximadamente 300 veces, al menos aproximadamente 400 veces, al menos aproximadamente 500 veces
o al menos aproximadamente 1.000 veces o mas, mayor que el nivel de isoprenoide producido por una célula
parental, en una base por unidad de volumen de cultivo celular.

En algunas realizaciones, la célula hospedadora produce un nivel elevado de isoprenoide que es al menos
aproximadamente un 10 %, al menos aproximadamente un 15 %, al menos aproximadamente un 20 %, al menos
aproximadamente un 25 %, al menos aproximadamente un 30 %, al menos aproximadamente un 35 %, al menos
aproximadamente un 40 %, al menos aproximadamente un 45 %, al menos aproximadamente un 50 %, al menos
aproximadamente un 60 %, al menos aproximadamente un 70 %, al menos aproximadamente un 80 %, al menos
aproximadamente un 90 %, al menos aproximadamente 2 veces, al menos aproximadamente 2,5 veces, al menos
aproximadamente 5 veces, al menos aproximadamente 10 veces, al menos aproximadamente 20 veces, al menos
aproximadamente 30 veces, al menos aproximadamente 40 veces, al menos aproximadamente 50 veces, al menos
aproximadamente 75 veces, al menos aproximadamente 100 veces, al menos aproximadamente 200 veces, al
menos aproximadamente 300 veces, al menos aproximadamente 400 veces, al menos aproximadamente 500 veces
o al menos aproximadamente 1.000 veces o mas, mayor que el nivel de isoprenoide producido por la célula parental,
en una base por unidad de peso celular seco.

En algunas realizaciones, la células hospedadora produce un nivel elevado de un isoprenoide que es al menos
aproximadamente un 10 %, al menos aproximadamente un 15 %, al menos aproximadamente un 20 %, al menos
aproximadamente un 25 %, al menos aproximadamente un 30 %, al menos aproximadamente un 35 %, al menos
aproximadamente un 40 %, al menos aproximadamente un 45 %, al menos aproximadamente un 50 %, al menos
aproximadamente un 60 %, al menos aproximadamente un 70 %, al menos aproximadamente un 80 %, al menos
aproximadamente un 90 %, al menos aproximadamente 2 veces, al menos aproximadamente 2,5 veces, al menos
aproximadamente 5 veces, al menos aproximadamente 10 veces, al menos aproximadamente 20 veces, al menos
aproximadamente 30 veces, al menos aproximadamente 40 veces, al menos aproximadamente 50 veces, al menos
aproximadamente 75 veces, al menos aproximadamente 100 veces, al menos aproximadamente 200 veces, al
menos aproximadamente 300 veces, al menos aproximadamente 400 veces, al menos aproximadamente 500 veces
o al menos aproximadamente 1.000 veces o mas, mayor que el nivel de isoprenoide producido por la célula parental,
en una base por unidad de volumen de cultivo celular por unidad de tiempo.

En algunas realizaciones, la célula hospedadora produce un nivel elevado de isoprenoide que es al menos
aproximadamente un 10 %, al menos aproximadamente un 15 %, al menos aproximadamente un 20 %, al menos
aproximadamente un 25 %, al menos aproximadamente un 30 %, al menos aproximadamente un 35 %, al menos
aproximadamente un 40 %, al menos aproximadamente un 45 %, al menos aproximadamente un 50 %, al menos
aproximadamente un 60 %, al menos aproximadamente un 70 %, al menos aproximadamente un 80 %, al menos
aproximadamente un 90 %, al menos aproximadamente 2 veces, al menos aproximadamente 2,5 veces, al menos
aproximadamente 5 veces, al menos aproximadamente 10 veces, al menos aproximadamente 20 veces, al menos
aproximadamente 30 veces, al menos aproximadamente 40 veces, al menos aproximadamente 50 veces, al menos
aproximadamente 75 veces, al menos aproximadamente 100 veces, al menos aproximadamente 200 veces, al
menos aproximadamente 300 veces, al menos aproximadamente 400 veces, al menos aproximadamente 500 veces
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o al menos aproximadamente 1.000 veces o mas, mayor que el nivel de isoprenoide producido por la célula parental,
en una base por unidad de peso celular seco por unidad de tiempo.

En la mayoria de las realizaciones, la produccion del nivel elevado de isoprenoide por la célula hospedadora es
inducible por un compuesto de induccién. Dicha célula hospedadora puede manipularse con facilidad en ausencia
del compuesto de induccién. EI compuesto de induccion después se afiade para inducir la produccién del nivel
elevado de isoprenoide por la célula hospedadora. En otras realizaciones, la produccion del nivel elevado de
isoprenoide por la célula hospedadora es inducible mediante el cambio de las condiciones de cultivo, tales como, por
ejemplo, la temperatura de crecimiento, los constituyentes del medio y similares.

5.4.1 Medio y condiciones de cultivo

Los materiales y métodos para el mantenimiento y crecimiento de cultivos microbianos son bien conocidos para los
expertos en la materia de la microbiologia o ciencia de fermentacion (véase por ejemplo, Bailey et al., Biochemical
Engineering Fundamentals, segunda edicién, McGraw Hill, Nueva York, 1986). Debe darse consideracion al medio
de cultivo apropiado, al pH, a la temperatura y a los requisitos para condiciones aerobias, microaerobias o
anaerobias, dependiendo de los requisitos especificos de la célula hospedadora, la fermentacion y el proceso.

Los métodos de produccion de isoprenoides proporcionados en el presente documento pueden realizarse en un
medio de cultivo adecuado (por ejemplo, con o sin complementacién con pantotenato) en un recipiente adecuado
incluyendo, pero sin limitacion, una placa de cultivo celular, un matraz o un fermentador. Ademas, los métodos
pueden realizarse a cualquier escala de fermentacion conocida en la técnica que soporte la produccién industrial de
productos microbianos. Puede usarse cualquier fermentador adecuado incluyendo un fermentador de tanque
agitado, un fermentador agitado por aire, un fermentador de burbujas o cualquier combinacion de los mismos. En
realizaciones particulares que utilizan Saccharomyces cerevisiae como célula hospedadora, las cepas pueden
cultivarse en un fermentador como se describe en detalle por Kosaric, et al, en Ullmann’s Encyclopedia of Industrial
Chemistry, Sexta Edicién, Volumen 12, paginas 398-473, Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KDaA, Weinheim,
Alemania.

En algunas realizaciones, el medio de cultivo es cualquier medio de cultivo en el que puede subsistir un
microorganismo modificado genéticamente capaz de producir un isoprenoide, es decir, mantener el crecimiento y la
viabilidad. En algunas realizaciones, el medio de cultivo es un medio acuoso que comprende fuentes asimilables de
carbono, nitrégeno y fosfato. Dicho medio también puede incluir sales, minerales, metales y otros nutrientes
apropiados. En algunas realizaciones, la fuente de carbono y cada uno de los nutrientes celulares esenciales, se
afiaden en cantidades crecientes o continuamente al medio de fermentacion, y cada nutriente requerido se mantiene
esencialmente al nivel minimo necesario para la asimilacion eficaz por las células en crecimiento, por ejemplo, de
acuerdo con una curva de crecimiento celular predeterminada basandose en la funcidon metabdlica o respiratoria de
las células que convierten la fuente de carbono en una biomasa.

En la técnica son bien conocidas condiciones adecuadas y medios adecuados para cultivar microorganismos. En
algunas realizaciones, el medio adecuado se complementa con uno o mas agentes adicionales, tales como, por
ejemplo, un inductor (por ejemplo, cuando una o mas secuencias de nucleétidos que codifican un producto génico
estan bajo el control de un promotor inducible), un represor (por ejemplo, cuando una o mas secuencias de
nucledtidos que codifican un producto génico estan bajo el control de un promotor reprimible) o como un agente de
seleccion (por ejemplo, un antibidtico para seleccionar microorganismos que comprenden las modificaciones
genéticas).

En algunas realizaciones, la fuente de carbono es un monosacarido (azucar sencillo), un disacarido, un polisacarido,
una fuente de carbono no fermentable o una o mas combinaciones de los mismos. Los ejemplos no limitantes de
monosacaridos adecuados incluyen glucosa, galactosa, manosa, fructosa, ribosa y combinaciones de los mismos.
Los ejemplos no limitantes de disacaridos adecuados incluyen sacarosa, lactosa, maltosa, trehalosa, celobiosa y
combinaciones de los mismos. Los ejemplos no limitantes de polisacaridos adecuados incluyen almidén, glucégeno,
celulosa, quitina y combinaciones de los mismos. Los ejemplos no limitantes de fuentes de carbono no fermentables
adecuadas incluyen acetato y glicerol.

La concentracién de una fuente de carbono, tal como glucosa, en el medio de cultivo debe promover el crecimiento
celular, pero no tan alto que se reprima el crecimiento del microorganismo usado. Tipicamente, los cultivos se
realizan con una fuente de carbono, tal como glucosa, que se afiade a niveles para conseguir el nivel deseado de
crecimiento y biomasa, pero a niveles indetectables (siendo los limites de deteccion aproximadamente <0,1 g/l). En
otras realizaciones, la concentracion de una fuente de carbono, tal como glucosa, en el medio de cultivo es mayor de
aproximadamente 1 g/l, preferentemente mayor de aproximadamente 2 g/l y, mas preferentemente, mayor de
aproximadamente 5 g/l. Ademas, la concentracion de una fuente de carbono, tal como glucosa, en el medio de
cultivo es tipicamente menor de aproximadamente 100 g/l, preferentemente meno de aproximadamente 50 g/l y mas
preferentemente menor de aproximadamente 20 g/l. Debe indicarse que las referencias a las concentraciones de
componentes de cultivo pueden referirse a las concentraciones de componentes iniciales y/o en curso. En algunos
casos, puede ser deseable dejar que en el medio de cultivo se agote la fuente de carbono durante el cultivo.
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Las fuentes de nitrégeno asimilable que pueden usarse en un medio de cultivo adecuado incluyen, pero sin
limitacion, fuentes de nitrogeno sencillas, fuentes de nitrégeno organico y fuentes de nitrdgeno complejas. Dichas
fuentes de nitrégeno incluyen amoniaco anhidro, sales de amonio y sustancias de origen animal, vegetal y/o
microbiano. Las fuentes de nitrégeno adecuadas incluyen, pero sin limitacion, hidrolizados de proteina, hidrolizados
de biomasa microbiana, peptona, extracto de levadura, sulfato amonico, urea y aminoacidos. Tipicamente, la
concentracion de las fuentes de nitrégeno en el medio de cultivo es mayor de aproximadamente 0,1 g/l,
preferentemente mayor de aproximadamente 0,25 g/l y mas preferentemente mayor de aproximadamente 1,0 g/l.
Por encima de ciertas concentraciones, sin embargo, la adicion de una fuente de nitrégeno al medio de cultivo no es
ventajosa para el crecimiento de los microorganismos. Como resultado, la concentracion de las fuentes de nitrogeno
en el medio de cultivo es menor de aproximadamente 20 g/l, preferentemente menor de aproximadamente 10 g/l vy,
mas preferentemente, menor de aproximadamente 5 g/l. Ademas, en algunos casos puede ser deseable dejar que
en el medio de cultivo se agoten las fuentes de nitrégeno durante el cultivo.

El medio de cultivo eficaz puede contener otros compuestos tales como sales inorganicas, vitaminas, pequefas
cantidades de metales o promotores del crecimiento. Estos otros compuestos también pueden estar presentes en
fuentes de carbono, nitrégeno o minerales en el medio eficaz o pueden afadirse especificamente al medio.

El medio de cultivo también puede contener una fuente de fosfato adecuada. Dichas fuentes de fosfato incluyen
fuentes de fosfato tanto inorganico como organico. Las fuentes de fosfato preferidas incluyen, pero sin limitacion,
sales fosfato tales como fosfato sddico y potasico mono o dibasico, fosfato amonico y mezclas de los mismos.
Tipicamente, la concentraciéon de fosfato en el medio de cultivo es mayor de aproximadamente 1,0 g/l
preferentemente mayor de aproximadamente 2,0 g/l y, mas preferentemente, mayor de aproximadamente 5,0 g/l.
Por encima de ciertas concentraciones, sin embargo, la adicion de fosfato al medio de cultivo no es ventajosa para el
crecimiento de los microorganismos. Por consiguiente, la concentracion de fosfato en el medio de cultivo tipicamente
es menor de aproximadamente 20 g/l, preferentemente menor de aproximadamente 15 g/l y, mas preferentemente,
menor de aproximadamente 10 g/l.

Un medio de cultivo adecuado también puede incluir una fuente de magnesio, preferentemente en forma de una sal
fisioldgicamente aceptable, tal como sulfato de magnesio heptahidrato, aunque pueden usarse otras fuentes de
magnesio en concentraciones que aportan cantidades similares de magnesio. Tipicamente, la concentracion de
magnesio en el medio de cultivo es mayor de aproximadamente 0,5 g/l, preferentemente mayor de aproximadamente
1,0 g/l y, mas preferentemente, mayor de aproximadamente 2,0 g/l. Por encima de ciertas concentraciones, sin
embargo, la adicion de magnesio al medio de cultivo no es ventajosa para el crecimiento de los microorganismos.
Por consiguiente, la concentracién de magnesio en el medio de cultivo tipicamente es menor de aproximadamente
10 g/l, preferentemente menor de aproximadamente 5 g/l y, mas preferentemente, menor de aproximadamente 3 g/l.
Ademas, en algunos casos puede ser deseable dejar que en el medio de cultivo se agote la fuente de magnesio
durante el cultivo.

En algunas realizaciones, el medio de cultivo también puede incluir un agente quelante biolégicamente aceptable, tal
como el dihidrato de citrato trisddico. En tales casos, la concentracion de un agente quelante en el medio de cultivo
es mayor de aproximadamente 0,2 g/l, preferentemente mayor de aproximadamente 0,5 g/l y mas preferentemente
mayor de aproximadamente 1 g/l. Por encima de ciertas concentraciones, sin embargo, la adicion de un agente
quelante al medio de cultivo no es ventajosa para el crecimiento de los microorganismos. Por consiguiente, la
concentracion de un agente quelante en el medio de cultivo tipicamente es menor de aproximadamente 10 g/l
preferentemente menor de aproximadamente 5 g/l y, mas preferentemente, menor de aproximadamente 2 g/l.

El medio de cultivo también puede incluir inicialmente un acido o base biolégicamente aceptable para mantener el
pH deseado del medio de cultivo. Los acidos biolégicamente aceptables incluyen, pero sin limitacion, acido
clorhidrico, acido sulfdrico, acido nitrico, acido fosférico y mezclas de los mismos. Las bases biolégicamente
aceptables incluyen, pero sin limitacion, hidréxido aménico, hidroxido sodico, hidréxido potasico y mezclas de los
mismos. En algunas realizaciones, la base usada es hidréxido amonico.

El medio de cultivo también puede incluir una fuente de calcio biolégicamente aceptable, incluyendo, pero sin
limitacién, cloruro calcico. Tipicamente, la concentraciéon de la fuente de calcio, tal como el cloruro calcico, dihidrato,
en el medio de cultivo esta dentro del intervalo de aproximadamente 5 mg/l a aproximadamente 2000 mg/l,
preferentemente dentro del intervalo de aproximadamente 20 mg/l a aproximadamente 1000 mg/l y, mas
preferentemente, en el intervalo de aproximadamente 50 mg/l a aproximadamente 500 mg/I.

El medio de cultivo también puede incluir cloruro sédico. Tipicamente, la concentracion de cloruro sédico en el medio
de cultivo esta dentro del intervalo de aproximadamente 0,1 g/l a aproximadamente 5 g/l, preferentemente dentro del
intervalo de aproximadamente 1 g/l a aproximadamente 4 g/l y, mas preferentemente, en el intervalo de
aproximadamente 2 g/l a aproximadamente 4 g/l.

En algunas realizaciones, el medio de cultivo también puede incluir pequefias cantidades de metales. Dichas

pequefas cantidades de metales pueden afadirse al medio de cultivo como una solucion madre que, por
comodidad, puede prepararse por separado del resto del medio de cultivo. Tipicamente, la cantidad de dicha
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soluciéon con pequefias cantidades de metales afiadida al medio de cultivo es mayor de aproximadamente 1 ml/l,
preferentemente mayor de aproximadamente 5 ml/l y mas preferentemente mayor de aproximadamente 10 ml/l. Por
encima de ciertas concentraciones, sin embargo, la adicion de pequefas cantidades de metales al medio de cultivo
no es ventajosa para el crecimiento de los microorganismos. Por consiguiente, la cantidad de dicha solucion de
pequefas cantidades de metales afiadida al medio de cultivo tipicamente es menor de aproximadamente 100 ml/l,
preferentemente menor de aproximadamente 50 ml/l y, mas preferentemente, menor de aproximadamente 30 ml/l.
Debe indicarse que, ademas de afiadir pequefias cantidades de metales en la solucién madre, los componentes
individuales pueden afadirse por separado, cada uno dentro de intervalos correspondientes independientemente a
las cantidades de los componentes dictados por los intervalos anteriores de la solucién de pequefas cantidades de
metales.

El medio de cultivo puede incluir otras vitaminas, tales como pantotenato, biotina, calcio, pantotenato, inositol,
piridoxina-HCI y tiamina-HCI. Dichas vitaminas pueden afiadirse al medio de cultivo como una solucién madre que,
por comodidad, puede prepararse por separado del resto del medio de cultivo. Por encima de ciertas
concentraciones, sin embargo, la adicién de vitaminas al medio de cultivo no es ventajosa para el crecimiento de los
microorganismos.

Los métodos de fermentacion descritos en el presente documento pueden realizarse en modos de cultivo
convencionales, que incluyen, pero sin limitacion, discontinuo, discontinuo alimentado, reciclado celular, continuo y
semicontinuo. En algunas realizaciones, la fermentacion se realiza en modo discontinuo alimentado. En dicho caso,
algunos de los componentes del medio se agotan durante el cultivo, incluyendo el pantotenato durante la etapa de
produccion de la fermentacion. En algunas realizaciones, el cultivo puede complementarse con concentraciones
relativamente altas de dichos componentes al principio, por ejemplo, de la etapa de produccién, de forma que el
crecimiento y/o la produccion de isoprenoides se soporten durante un periodo de tiempo antes de que se requieran
las adiciones. Los intervalos preferidos de estos componentes se mantienen a lo largo de todo el cultivo realizando
adiciones hasta que los niveles se agoten por el cultivo. Los niveles de componentes en el medio de cultivo pueden
monitorizarse, por ejemplo, mediante el muestreo del medio de cultivo periddicamente y ensayo de las
concentraciones. Como alternativa, una vez que se desarrolla un procedimiento de cultivo convencional, pueden
realizarse adiciones a intervalos de tiempo correspondientes a niveles conocidos a tiempos particulares a lo largo del
cultivo. Como reconoceran los expertos en la materia, la velocidad de consumo de nutrientes aumenta durante el
cultivo segin aumenta la densidad celular del medio. Ademas, para evitar la introduccion de microorganismos
extrafos en el medio de cultivo, la adicién se realiza usando métodos de adiciéon asépticos, como se conoce en la
técnica. Ademas, durante el cultivo puede afiadirse una pequefia cantidad de agente antiespumante.

La temperatura del medio de cultivo puede ser cualquier temperatura adecuada para el crecimiento de las células
modificadas genéticamente y/o la produccion de isoprenoides. Por ejemplo, antes de la inoculaciéon del medio de
cultivo con un inéculo, el medio de cultivo puede llevarse y mantenerse a una temperatura en el intervalo de
aproximadamente 20 °C a aproximadamente 45 °C, preferentemente a una temperatura en el intervalo de
aproximadamente 25 °C a aproximadamente 40 °C y, mas preferentemente, en el intervalo de aproximadamente
28 °C a aproximadamente 32 °C.

El pH del medio de cultivo puede controlarse mediante la adicion de un acido o base al medio de cultivo. En los
casos en los que se usa amoniaco para controlar el pH, también sirve convenientemente como fuente de nitrégeno
en el medio de cultivo. Preferentemente, el pH se mantiene a un valor de aproximadamente 3,0 a aproximadamente
8,0, mas preferentemente de aproximadamente 3,5 a aproximadamente 7,0 y, ain mas preferentemente, de
aproximadamente 4,0 a aproximadamente 6,5.

En algunas realizaciones, la concentracion de fuente de carbono, tal como la concentracion de glucosa, del medio de
cultivo se monitoriza durante el cultivo. La concentracién de glucosa del medio de cultivo puede monitorizarse
usando técnicas conocidas, tales como, por ejemplo, el uso del ensayo de enzima glucosa oxidasa o cromatografia
liquida de alta presion, que puede usarse para monitorizar la concentracion de glucosa en el sobrenadante, por
ejemplo, un componente sin células del medio de cultivo. Como se ha indicado previamente, la concentracion de
fuente de carbono debe mantenerse por debajo del nivel al que se produce la inhibicién del crecimiento celular.
Aunque dicha concentracion puede variar de un organismo a otro, en el caso de la glucosa como fuente de carbono,
la inhibicion del crecimiento celular tiene lugar a concentraciones de glucosa mayores de aproximadamente 60 g/l y
puede determinarse facilmente por ensayo. Por consiguiente, cuando se usa glucosa como fuente de carbono, la
glucosa preferentemente se suministra al fermentador y se mantiene por debajo de los limites de deteccion. Como
alternativa, la concentracion de glucosa en el medio de cultivo se mantiene en el intervalo de aproximadamente 1 g/l
a aproximadamente 100 g/l, mas preferentemente en el intervalo de aproximadamente 2 g/l a aproximadamente
50 g/l y, aun mas preferentemente, en el intervalo de aproximadamente 5 g/l a aproximadamente 20 g/l. Aunque la
concentracion de fuente de carbono puede mantenerse dentro de los niveles deseados por la adicién de, por
ejemplo, una solucion de glucosa sustancialmente pura, es aceptable y puede preferirse, mantener la concentracion
de fuente de carbono del medio de cultivo por adicion de alicuotas del medio de cultivo original. El uso de alicuotas
del medio de cultivo original puede ser deseable porque las concentraciones de otros nutrientes en el medio (por
ejemplo, las fuentes de nitrogeno y fosfato) pueden mantenerse simultdneamente. De forma similar, las
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concentraciones de pequefas cantidades de metales pueden mantenerse en el medio de cultivo mediante la adicién
de alicuotas de la solucion de pequefias cantidades de metales.

5.4.2 Recuperacion de isoprenoides

Una vez que se ha producido el isoprenoide por la célula hospedadora, puede recuperarse o aislarse para un uso
posterior usando cualquier método adecuado de separacion y purificacion conocido en la técnica. En algunas
realizaciones, una fase organica que comprende el isoprenoide se separa de la fermentacion por centrifugacion. En
otras realizaciones, una fase organica que comprende el isoprenoide se separa de la fermentacion
espontaneamente. En otras realizaciones, una fase organica que comprende el isoprenoide se separa de la
fermentacion afiadiendo un desemulsionante y/o agente de nucleacion en la reaccion de fermentacion. Los ejemplos
ilustrativos de desemulsionantes incluyen floculantes y coagulantes. Los ejemplos ilustrativos de agentes de
nucleacion incluyen pequefas gotas del propio isoprenoide y disolventes organicos tales como dodecano, miristato
de isopropilo y oleato de metilo.

El isoprenoide producido en estas células puede estar presente en el sobrenadante de cultivo y/o asociado con las
células hospedadoras. En realizaciones en las que el isoprenoide esta asociado con la célula hospedadora, la
recuperacion del isoprenoide puede comprender un método para permeabilizar o lisar las células. Como alternativa o
simultaneamente, el isoprenoide en el medio de cultivo puede recuperarse usando un proceso de recuperacion que
incluye, pero sin limitacion, cromatografia, extraccion, extraccion de disolvente, separaciéon en membrana,
electrodialisis, smosis inversa, destilacion, derivatizacién quimica y cristalizacion.

En algunas realizaciones, el isoprenoide se separa de otros productos que pueden estar presentes en la fase
organica. En algunas realizaciones, la separacion se consigue usando adsorcion, destilacion, extraccion gas-liquido
(stripping), extraccion liquido-liquido (extraccién con disolvente), ultrafiltracion y técnicas cromatograficas
convencionales.

6. Ejemplos

6.1 Ejemplo 1:

Identificacion y caracterizacién de HMG-CoA reductasas especificas de NADH

Este ejemplo describe la identificacion y caracterizacion de HMG-CoA reductasas que no se sabia previamente que
tenian especificidad por el cofactor NADH.

6.1.1 Materiales y métodos
6.1.1.1 Modificacion por ingenieria de la cepa

Se us6 una cepa de Saccharomyces cerevisiae de tipo silvestre (CEN.PK2, Mat a, ura3, TRP1*, leu2, MAL2-8C,
SUC2,) como hospedador para la expresion de la ruta de mevalonato (MevT) (por la que la acetil-CoA tiolasa
(ERG10) convierte la acetil-CoA en acetoacetil-CoA; la HMG-CoA sintasa (ERG 13) convierte la acetoacetil-CoA en
HMG-CoA,; y la HMG-CoA reductasa convierte la HMG-CoA en mevalonato (FIG. 1)).

Esta cepa se transformo con un plasmido que codificaba una HMG-CoA reductasa de clase Il heteréloga derivada de
Staphylococcus aureus (ZP_06815052), Herpetosiphon aurantiacus (YP_001546303), Pseudomonas mevalonii
(P13702), Delftia acidovorans (YP_001561318), Menthanosaeta thermofila (YP_843364) o Silicibacter pomeoyri
(YT_164994); o una version truncada en el extremo N de la HMG-CoA reductasa de Saccharomyces cerevisiae
(tHMG-CoA reductasa) (EEU05004). Las HMG-CoA reductasas de clase |l se sometieron a optimizacion de codones
para la expresion en levaduras y se sintetizaron quimicamente con etiquetas FLAG-HIS C-terminales, con la
excepcion de que la HMG-CoA reductasa de P. mevalonii se sintetiz6 con las siguientes modificaciones adicionales:

sitio Notl-promotor GAL1-sitio Ndel-[P. mevalonii HMG-CoA reductasal—sitio EcoRl-etiqueta FLAG-etiqueta HIS-
codon de TERMINACION---terminador PK1---sitio Nofl

Este ADN se clon6 en el sitio Notl del vector pBluescript SK+ (Stratagene). El promotor Gal7 de levadura se
amplificé por PCR usando el extracto de ADN gendémico de una cepa CENPK2 de tipo silvestre como plantilla y
usando los oligonucledtidos YT_164_30_Gal7F (que contiene un sitio de restriccion Sacl y Notl en el extremo 5’) e
YT_164_30_Gal7R (que contiene un sitio de restriccion Ndel en el extremo 3’) (véase la Tabla 2). El producto de
PCR se clon6 en el vector pCR [I-TOPO (Invitrogen). Los dos plasmidos se cortaron usando Sad y Nofl, y el
promotor Sc.GAL7 escindido se us6 para cambiar el promotor Gal1 cadena arriba del gen de la HMG-CoA reductasa
de P. mevalonii. El plasmido resultante y pAM70 (SEQ ID NO: 23), un vector episomal de levaduras pRS426 con un
marcador URA3, se digirieron con Notl. El plasmido pAM01147 (SEQ ID NO: 24) después se construy6 ligando el
fragmento Nofl en el sitio digerido por Notl de pAM70. Este plasmido se usé como plasmido base para cambiar la
secuencia codificante de la HMG-CoA reductasa de P. mevalonii por cualquier secuencia codificante de HMG-CoA
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reductasa de interés (incluyendo la tHMG-CoA reductasa de levadura) mediante digestion del plasmido con Ndel y
EcoRlI y ligando una secuencia codificante de HMG-CoA reductasa de interés que tenia sitios Ndel y EcoRlI en los
extremos 5’ y 3, respectivamente. La propagacion del ADN plasmidico se realizoé en la cepa DH5a de Escherichia
coli. Después, la cepa Y1389 se transformé con los plasmidos que llevaban secuencias codificantes de diferentes
HMG-CoA reductasas y los transformantes se seleccionaron en placas de medio CSM sin uracilo que contenian un
2 % de glucosa. Toda la transformacion mediada por ADN en S. cerevisiae se realizé6 usando el procedimiento
convencional de Acetato de Litio como se describe por Gietz RW y Woods RA, Guide to Yeast Genetics and
Molecular and Cell Biology, Part B. San Diego, CA: Academic Press Inc. pags. 87-96 (2002).

La integracion genémica de Sc. acetoacetil-CoA tiolasa (ERG10) y Sc.HMG-CoA Sintasa (ERG 13) se dirigio al locus
Ga180 de la cepa hospedadora usando la construccion de integraciéon mostrada mas adelante (SEQ ID NO: 25).

< —>

homologia 5' de
GAL80

homologia 3' de

ERG13 GALSO

ERGIO LEU2

Paavio

Cada componente de la construccion de integracion se amplificé por PCR usando 100 ng de ADN gendémico de
Y002 como plantilla. La amplificacion por PCR del locus GAL80 cadena arriba de las posiciones -1000 a -1 se realiz
con los oligonucledtidos YT_164_36_001 e YT_164_36_003 (véase la Tabla 2). La amplificacion por PCR de los
genes de levadura ERG10 y ERG 13 se realiz6 usando el par de oligonucledtidos YT_164_36_002 e
YT_164_36 005 para ERG13 e YT_164_36 006 e YT_164_36_009 para ERG10. Los oligonuclettidos
YT _164 36 004 e YT _164_36 007 se usaron para amplificar el promotor GAL1/10, mientras que los cebadores
YT_164_36_008 e YT_164_36_011 se usaron para amplificar el gen LEU2. La amplificaciéon por PCR de las
posiciones 23 a 1000 del locus GAL80 cadena abajo (después del coddn de terminacion) se realizé con los
oligonucledtidos YT_164_36_010 e YT_164_36_012. Se afiadieron cien fmoles de cada pieza de ADN en un solo
tubo y se ensamblaron mediante reaccion de PCR con ensamblaje (como se describe en la Patente de Estados
Unidos n.° 8.221.982) usando los cebadores YT_164_36_001 e YT_164_36_012. Los productos de PCR que tenian
los pesos moleculares esperados se purificaron en gel.

Tabla 2. Cebadores usados para la modificacién por ingenieria genética de la cepa

Nombre del cebador SEQ ID NO: Secuencia de Cebador

YT 164 36 001 SEQIDNO:26 | GCCTGTCTACAGGATAAAGACGGG

SEQIDNO:27 | TCCCGTTCTTTCCACTCCCGTCTATATATATA
YT 164 36 002 TCATTGTTATTA

SEQIDNO:28 | TA ATAACAATGATATATATATAGACGGGAGT
YT 164 36 003 GGAAAGAACGGGA

SEQIDNO29 | cCAACAAAGTTTAGTTGAGAGTTTCATTTAT
YT 164 36 004 ATTGAATTTTCAAAAATTCTTAC

SEQIDNO:30 | GTAAGAATTTTTGAAAATTCAATATAAATGA
YT 164 36_005 AACTCTCAACTAAACTTTIGTITGG

SEQIDNO:31 | GTCAAGGAGAAAAAACTATAATGTCTCAGA
YT 164 36 006 ACGTTTACATTGTATCGACTGCCAGAACCC

SEQIDNOSZ | 5 G GTTCTGGCAGTCGATACAATGTAAACGTT
YT 164 36 007 CTGAGACATTATAGTTTTTICTCCTTGAC

SEQIDNO33 | G TGTGCCTTTTGACTTACTTTTACGTTGAGCC
YT_164_36_008 ATTAGTATCA

SEQ ID NO:34

TGATACTAATGGCTCAACGTAAAAGTAAGTC

YT 164 36_009 AAAAGGCACAC

SEQ ID NO:35

GATATTTCTTGAATCAGGCGCCTTAGACCCC

YT 164 36 010 CCAGTGCAGCGAACGTTATAAAAAC

SEQIDNOS6 | GTTTTTATAACGTTCGCTGCACTGGGGGGTC
YT 164 36 011 TAAGGCGCCTGATTCAAGAAATATC
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Nombre del cebador SEQ ID NO: Secuencia de Cebador
SEQ ID NO:37
AAATATGACCCCCAATATGAGAAATTAAGG
YT 164 36 012 C
SEQIDNO38 | 5 A GCTCGCGGCCGE
GTACATACCTCTCTCCGTATCCTCGTAATCAT
YT 164 30 Gal3F TTTCTTGT
SEQIDNO39 | A TATGACTATGTGT
YT 164 30 Gal3R TGCCCTACCTTTTTACTTTTATTTTCTCTTT
SEQIDNOH0 | 5 A GCTCGCGGCCGE
GTGTCACAGCGAATTTCCTCACATGTAGGGA
YT 164 30 Gal7F CCGAATTGT
SEQ ID NO:41
YT 164 30 GalTR CATATGTTTTGAGGGAATATTCAACTGTTTTT
TTTTATCATGTTGA
RYSE 0 SEQIDNO:42 | GACGGCACGGCCACGCGTTTAAACCGCC
RYSE 19 SEQIDNO43 | ccCcGCCAGGCGCTGGGGTTTAAACACC

Se transformaron derivados de Y1389 transformados con diferentes HMG-CoA reductasas (como se ha indicado
anteriormente) con la construccion de integracion ERG 10/ERG13 para crear las cepas indicadas mas adelante en la
Tabla 3. Los transformantes se seleccionaron en placas de medio CSM que contenia un 2 % de glucosa sin uracilo y
leucina. Todas las roturas y reemplazos de genes se confirmaron por analisis fenotipico y PCR de colonias.

Tabla 3: Descripcion de Cepa

o L cepa n.° después de Knockout
Cepan. Descripcion de adh1
Y1431 MevT con tHMG-CoA reductasa de S. cerevisiae Y1804
Y1432 MevT con HMG-CoA reductasa de S. aureus
Y1433 MevT con HMG-CoA reductasa de P. mevalonii Y1805
Y1435 MevT con HMQ-COA reductasa de D. Y1806
acidovorans
Y1436 |MevT con HMG-CoA reductasa de M. thermofila
Y1486 MevT con HMG-COA reductasa de H.
aurantiacus
Y1487 MevT con HMG-CoA reductasa de S. pomeroyi Y1807

Para las cepas Y1431, Y1433, Y1435 y Y1487, el gen ADH1 se anulé usando la construccion de rotura mostrada
mas adelante (SEQ ID NO:44):

Homologia 5' de Homologia 3' de
ADH1 Kan A ADH1

La construccion de alteracion se generd por los métodos de ensamblaje de polinucledtidos descritos en la Patente
de Estados Unidos n.° 8.221.982. La regién de homologia 5' de ADH1 de la construccién de integracion era
homologa a las posiciones -563 a -77 de la secuencia codificante de ADH1, y la regién de homologia 3' de ADH1 era
homadloga a las posiciones 87 a 538 (después del codén de terminacion del gen ADH1). Para amplificar el producto
se usaron cebadores RYSE 0 y RYSE 19. La cepa Y1431, Y1433, Y1435 e Y1487 (Tabla 2) se transformaron con el
producto, y los transformantes se seleccionaron en placa con medio YPD que contenia un 2 % de glucosa y G418
(Geneticina). La alteracion del gen de ADH1 se confirmé por analisis fenotipico y PCR de colonias.
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6.1.1.2 Cultivo celular

Una sola colonia de una cepa de levadura dada se cultivd en 3 ml de medio Base con Nitrégeno de Levadura (YNB)
con un 2% de sacarosa como cultivo iniciador de una noche. Al dia siguiente, se prepararon matraces de
produccién con una DOgqp inicial de 0,05 diluida a partir del cultivo iniciador en 40 ml de YNB-medio de cultivo de
produccion de sacarosa al 4 % en matraces estériles desechables PETG de 250 ml (Nalgene). Los matraces se
incubaron a 30 °C por agitacion a 250 RPM durante los periodos de tiempo indicados mas adelante.

6.1.1.3 Ensayo de actividad HMG-CoA reductasa usando extracto sin células

Se cultivaron células de levadura durante 48 horas para los ensayos de actividad HMG-CoA reductasa (FIG. 8) o 72
horas para los ensayos de mevalonato (Tabla 4) y se recogieron por centrifugacion en un tubo Falcon de 15 ml
durante 10 minutos a 4000 x g en un rotor de cubo pivotante JS-5.3 con un soporte apropiado para los tubos Falcon.
El sedimento celular se resuspendié en 1 ml y se lavé una vez usando tampoén de lisis frio (Tris 100 mM pH 7,0 con
Mini, comprimido de inhibidor de proteasa sin EDTA (Roche) afadido, DTT 1 mM y EDTA 1 mM). Las células
después se transfirieron a un tubo de microcentrifuga de tapa a rosca de plastico de 2 ml con tapa de junta térica
(Fisher Brand 520-GRD) y las células se lisaron usando perlas de rotura (Disruption beads, 0,5 Mm, Fisher) y una
batidora de perlas durante 1 minuto a 6 M/S. Los tubos se pusieron inmediatamente en un bafio de agua con hielo
durante al menos 5 minutos. Los tubos se centrifugaron a un minimo de 8000 xg durante 20 minutos. Después, €l
sobrenadante se transfirid a un nuevo tubo frio. La concentracion de proteina se midié usando el ensayo clasico de
Bradford para proteinas (método rapido y sensible Bradford MM A para la cuantificacion de cantidades de
microgramos de proteina utilizando el principio de unién de proteina-colorante. Anal. Biochem 72, 248-254 (1976)).

Para los ensayos de HMG-CoA reductasa, el tampon de reaccion (tampon fosfato 100 mM pH 7,0, KCI 100 mM, DTT
1 mM y EDTA 1 mM) inicialmente se preincubd en una placa de 96 pocillos a 30 °C. Se afiadi6 NADH o NADPH a
una concentracion final de 150 yM, una concentracion final de 400 yM de HMG-CoA y una concentracion final de
5 mMde DTT o un volumen total de 190 pl en cada pocillo. El ensayo se inici6 afiadiendo diez microlitros de extracto
sin células diluido al intervalo de actividad lineal. La reaccion se monitorizé midiendo la reduccion de absorbancia de
NADPH o NADH a 340 nm usando un lector de placas Molecular Devices Spectramax M5. La pendiente de la linea
de absorbancia a 340 nm junto con la concentracion de proteina se us6 para calcular la actividad especifica de
HMGr para cada extracto sin células.

6.1.1.4 Medicion de acidos organicos y alcohol

Las muestras para el ensayo de acidos organicos y alcoholes se prepararon cogiendo 1 ml de caldo de fermentacion
y transfiriendo las muestras a tubos eppendorf de 1,5ml. Las muestras se centrifugaron durante 1 min a
13.000 RPM usando las centrifugas eppendorf de la tabla. Los sobrenadantes después se diluyeron (1:1 v/v) en
acido sulfurico 15 mM. La mezcla se sometié a agitacion vorticial y se centrifugé durante 1 min a 13.000 RPM. El
sobrenadante clarificado se transfirié a un vial para el analisis de HPLC.

El analisis de HPLC se realiz6 con respecto al contenido de glicerol y mevalonato usando HPLC Thermofisher y por
cromatografia de exclusion iénica usando Column Waters IC-Pak 7.8 mm x 300 mm, 7 um, 50 A (Waters) y con
deteccion del indice de refraccion (IR) (Thermofisher). La elucién se realiz6 isocraticamente usando una fase movil
acuosa de acido sulfurico 15 mM con un caudal de 0,6 ml/min.

6.1.2 Resultados
6.1.2.1 Determinacion de especificidad de cofactor para HMG-CoA reductasas de clase |l

Como se muestra en la FIG. 8, las HMG-CoA reductasas de D. acidovorans y S. pomeroyi presentan una alta
especificidad por el NADH y una alta actividad especifica in vitro. Estas HMG-CoA reductasas no presentaron
practicamente ninguna actividad especifica en presencia de NADPH, mientras que la actividad especifica se
aproximaba a 400 nmol/mg/min en presencia de NADH. De forma similar, la HMG-CoA reductasa de P. mevalonii
demostré selectividad por NADH como cofactor, lo cual es coherente con los informes publicados previamente.
Véase, por ejemplo, Hedl et al., J. Bacteriol 186(7): 1927-1932 (2004). Por el contrario, las HMG-CoA reductasas de
S. cerevisiae, S. aureus yH. aurantiacus no mostraron actividad medible en presencia de NADH, y la HMG-CoA
reductasa de M. thermofila mostré una actividad apenas detectable en presencia tanto de NADPH como de NADH.
Estos resultados indican que las HMG-CoA reductasas de D. acidovorans y S. pomeroyi son HMG-CoA reductasa
selectivas por NADH, de forma similar a la HMG-CoA reductasa de P. mevalonii.

Ademas, la Tabla 4 indica que las cepas que comprendian una ruta de MevT que comprende una HMG-CoA
reductasa que usa NADH (de P. mevalonii, D. acidovorans y S. pomeroyi, respectivamente) producian
sustancialmente menos mevalonato que las cepas que comprendian una ruta de MevT que comprende una HMG-
CoA reductasa que usa NADPH (de S. cerevisiae, S. aureus y H. aurantiacus, respectivamente). Esto sugiere que in
vivo, se necesita una fuente adicional de NADH para utilizar la capacidad catalitica completa de las HMG-CoA
reductasas que usan NADH hacia el mevalonato y la produccion de isoprenoides cadena abajo.
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Tabla 4. Produccion de mevalonato por HMIG-CoA reductasas que usan NADPH frente a HMG-CoA reductasas que

usan NADH
Fuente de HMG-CoA reductasa Produccion de mevalonato (g/l) Especificidad de cofactor
S. cerevisiae 1,11 NADPH
S. aureus 1,74 NADPH
H. aurantiacus 1,84 NADPH
P. mevalonii 0,41 NADH
D. acidovorans 0,42 NADH
S. pomeoyri 0,57 NADH

6.1.2.2 El aumento del NADH intracelular mejora la actividad HMG-CoA reductasa que usa NADH

Como se indica en las FIG. 9-11, la produccion de mevalonato se mejora sustancialmente en células que
comprenden una ruta MevT que comprenden una HMG-CoA reductasa que usa NADH cuando se introduce una
perturbaciéon metabdlica que aumenta la concentracién intracelular de NADH. EI NADH1 reduce el acetaldehido a
etanol de una manera dependiente de NADH. En un entorno adh1A, las células hospedadoras sufren un crecimiento
reducido (FIG. 9) y un aumento de la produccion de glicerol (FIG. 10), que es indicativo de un desequilibrio redox
probablemente resultante de la acumulacion de NADH intracelular. Sin embargo, aunque las células que
comprenden una ruta MevT que comprende una HMG-CoA reductasa que usa NADPH (S. cerevisiae (Sc.) tHMG-
CoA reductasa) presentan una produccion de mevalonato reducida en el entorno adh7A, las células que
comprenden una ruta MevT que comprende una HMG-CoA reductasa que usa NADH ((de P. mevalonii, D.
acidovorans y S. pomeroyi, respectivamente) presentan mejoras sustanciales en la producciéon de mevalonato (FIG.
11), a pesar de que también muestren signos de estrés redox. Estos datos sugieren que las HMG-CoA reductasas
que usan NADH pueden utilizar reservas aumentadas de NADH intracelular para reforzar la produccion de
mevalonato. Estos resultados también sugieren que en ausencia de una mayor fuente intracelular de NADH, las
HMG-CoA reductasas que usan NADH estan limitadas por el cofactor.

Notablemente, los informes publicados previos han indicado que la HMG-CoA reductasa de P. mevalonii se utiliza en
la degradacién del mevalonato. Véase Anderson et al., J. Bacteriol., (171(12): 6468-6472 (1989). P. mevalonii se
encuentra entre los pocos procariotas que se han identificado como capaces de subsistir con mevalonato como
Unica fuente de carbono. Sin embargo, los resultados presentados en el presente documento demuestran la utilidad
inesperada de la HMG-CoA reductasa de P. mevalonii para uso en una ruta biosintética de mevalonato.

6.2 Ejemplo 2: Aumento de la produccién de isoprenoides y equilibro redox con rutas alternativas para acetil-CoA y
enzimas alternativas de la ruta de MEV

Este ejemplo demuestra que el mevalonato y la produccién de isoprenoides posterior a partir de la ruta de MEV
puede mejorarse utilizando rutas alternativas a la produccion de acetil-CoA citosdlica, por ejemplo, a través de la
expresion heterologa de acetaldehido deshidrogenasa, acetilacion (ADA, E.C. 1.2.1.10), en lugar del bypass de PDH
de tipo silvestre, y en diversas combinaciones con enzimas alternativas de la ruta de MEV. Estos resultados
demuestran que el desequilibrio redox introducido por el reemplazo de las enzimas de bypass de PDH productoras
de NADPH con ADA productora de NADH puede aliviarse en parte mediante la combinacién de la expresién de ADA
con una HMG-CoA reductasa que usa NADH de la ruta de MEV, y/o con la expresion heterologa de fosfocetolasa y
fosfotransacetilasa, que también pueden proporcionar una ruta alternativa adicional a la produccién de acetil-CoA
citosdlica. Estos resultados ademas demuestran que la capacidad catalitica de ADA para proporcionar el sustrato
acetil-CoA a la ruta de MEV se mejora sustancialmente al proporcionar una conversion termodinamicamente
favorable posterior de acetil-CoA en acetoacetil-CoA, tal como la proporcionada por la acetil-CoA:malonil-CoA
aciltransferasa.

6.2.1 Materiales y métodos

6.2.1.1 Modificacion por ingenieria de la cepa

Se construyeron las cepas indicadas en la Tabla 5 para determinar: (1) los efectos sobre el crecimiento celular y la
produccion de isoprenoides heterdlogos cuando ADA se empareja con HMG-CoA reductasa que usa NADH frente a
una HMG-CoA reductasa que usa NADPH; (2) el efecto de la expresion de fosfocetolasa y fosfotransacetilasa sobre

el desequilibrio redox creado por la expresion de ADA; y (3) el efecto de la expresion de acetoacetil-CoA sintasa
sobre los niveles de mevalonato en cepas que expresan ADA.
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Tabla 5.

Nombre de la Cepa Descripcion
Y968 CEN.PK2 tipo silvestre
Y12869 acs1Macs2™ald6”; 2x Dz.eutE
Y12746 acs1Macs2™ald6”; 2x Dz.eutE; 3x Lm.PK; 1x Ck.PTA
Y12869.ms63908 Y 12869 con construccion ms63908
Y12869.ms63909 Y 12869 con construccion ms63909
Y968.ms63908 Y968 con construccién ms63908
Y968.ms63909 Y968 con construccién ms63909
Y12869.ms63907.ms64472 | Y12869.ms63907 con construccién ms64472
Y12869.ms63909.ms64472 | Y12869.ms63909 con construccién ms64472
Y968.ms63907.ms64472 Y968.ms63907 con construccién ms64472
Y968.ms63909.ms64472 Y968.ms63909 con construccién ms64472

6.2.1.1.1 Y968

Y968 es Saccharomyces cerevisiae CEN.PK2 de tipo silvestre, Matalpha. La cepa de partida para Y12869, Y12746,
y todos sus derivados, fue la cepa de Saccharomyces cerevisiae (CEN.PK2, Mat alpha, ura3-52, trp1-289, leu2-
3.122, his3*), Y003. Todas las transformaciones mediadas por ADN en S. cerevisiae se realizaron usando el
procedimiento convencional de Acetato de Litio como se describe por Gietz RW y Woods RA, Guide to Yeast
Genetics and Molecular and Cell Biology. Part B. San Diego, CA: Academic Press Inc. pags. 87-96 (2002) y, en
todos los casos, la integracion de las construcciones se confirmé por amplificacion por PCR del ADN gendmico.

6.2.1.1.2 Y12869

Y12869 se genero a través de tres integraciones sucesivas en Y003. En primer lugar, el gen ACS2 se deleciond
introduciendo una construccion de integracion (i2235; SEQ ID NO:45) que consistia en el gen LEUZ2 de S. cerevisiae
nativo, flanqueado por secuencias que consistian en secuencias de nucleétidos cadena arriba y cadena abajo del
locus de ACS2. Tras la introduccion de una célula hospedadora S. cerevisiae, esta construccion puede integrarse
por recombinacion homoéloga en el locus ACS2 del genoma, rompiendo funcionalmente ACS2 al reemplazar la
secuencia codificante de ACS2 por su secuencia de integracion. Los transformantes se cultivaron en placas CSM-leu
que contenian un 2 % de EtOH como unica fuente de carbono y se confirmaron por amplificacién por PCR. La cepa
resultante fue Y4940.

A continuacion, se deleciond ALDG y se introdujo eutE de Dickeya zeae en Y4940 con la construccion de integracion
(i74804; SEQ ID NO:46) representada mas adelante.

ALDGLIS pTDHS3 Dz.eutk tTEF2 TRPL 24348 NIy gHatd ALDGDS

Esta construccion de integracion comprende un marcador de seleccion (TRP1), asi como dos copias de una
secuencia con codones optimizados para levadura que codificaba el gen eutE de Dickeya zeae (Secuencia de
Referencia NCBI: YP_003003316.1) bajo el control del promotor de TDH3 (840 pares de bases cadena arriba de la
region codificante de TDH3 de S. cerevisiae nativa) y el terminador de TEF2 (508 pares de bases cadena abajo de la
region codificante de TEF2 de S. cerevisiae nativa). Estos componentes estan flanqueados por secuencias de
nucledtidos cadena arriba y cadena abajo del locus de ALD6. Tras la introduccion en una célula hospedadora, esta
construccion se integra por recombinacién homologa en el genoma de la célula hospedadora, rompiendo
funcionalmente ALD6 al reemplazar la secuencia codificante de ALD6 por su secuencia de integracion. La
construccion se ensambld usando los métodos descritos en la Patente de Estados Unidos n.° 8.221.982. La
construccion se utilizé para transformar Y4940 y los transformantes se seleccionaron en placas de CSM-TRP con un
2 % de glucosa y se confirmaron por amplificacion por PCR. La cepa resultante fue 12602.

A continuacién, ACS1 se delecioné en Y12602 introduciendo una construccion de integracion (i76220; SEQ ID

NO:47) que consistia en las secuencias de nucleotidos cadena arriba y cadena abajo de ACS1, que flanqueaban el
gen HIS3 de S. cerevisiae nativa bajo su propio promotor y terminador. Los transformantes se cultivaron en placas
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de CSM-his que contenian un 2 % de glucosa como Unica fuente de carbono y se confirmaron por amplificacién por
PCR. La cepa resultante era Y12747.

A continuacion, Y12747 se transformé con un producto de PCR amplificado a partir de la secuencia de URAS3 nativa.
Esta secuencia restaura la mutacion ura3-52. Véase Rose y Winston, Mol Gen Genet 193: 557-560 (1984). Los
transformantes se cultivaron en placas de CSM-ura que contenian un 2 % de glucosa como unica fuente de carbono
y se confirmaron por amplificacion por PCR. La cepa resultante era Y12869.

6.2.1.1.3 Y12746

Y12746 se generd a través de tres integraciones sucesivas en Y4940. En primer lugar, Y4940 se transformé con la
construccion de integracion (i73830; SEQ ID NO:48) representada mas adelante.

BUDSLS pTDHI tm,.PK tTDHA URA3 NS4l Vid™D gHaLd BUDSDS

Esta construccion de integraciéon comprende un marcador de seleccion (URA3); una version de codones optimizados
para levadura de la fosfocetolasa de Leuconostoc mesenteroides (Secuencia de Referencia NCBI YP_819405.1)
bajo el promotor de TDH3 (870 pb cadena arriba de la secuencia codificante de TDH3) y el terminador de TDH3
(259 pb cadena abajo de la secuencia codificante de TDH3); una versién de codones optimizados para levadura de
la fosfotransacetilasa de Clostridium kluyveri (Secuencia de Referencia NCBI: YP_001394780.1) bajo el control del
promotor de TDH3 (870 pb cadena arriba de la secuencia codificante de TDH3) y el terminador de PGK1 (259 pb
cadena abajo de la secuencia codificante de PGK1); flanqueada por secuencias homdlogas que consisten en las
secuencias de nucleotidos cadena arriba y cadena abajo del locus BUD9 de S. cerevisiae. Tras la introduccion en
una célula hospedadora, esta construccion se integra por recombinacion homdloga en el genoma de la célula
hospedadora, alterando funcionalmente BUD9 al reemplazar la secuencia codificante de BUD9 con su secuencia de
integracion. La construccion se ensambloé usando los métodos descritos en la Patente de Estados Unidos n.°
8.221.982. Los transformantes se seleccionaron en placas CSM-URA con un 2 % de glucosa.

La cepa resultante se transformd con la construccion (i74810; SEQ ID NO:49) mostrada a continuacion.

ALDGUS pTOH3 L P¥ tTDH3 TRP1 EHAL Ad iy gHaid ALDEDS

Comprendiendo esta construccion un marcador de seleccion (TRP1); dos copias de la fosfocetolasa de Leuconostoc
mesenteroides bajo el promotor de TDH3 (870 pb cadena arriba de la secuencia codificante de TDH3) y el
terminador de TDH3 (259 pb cadena abajo de la secuencia codificante de TDH3); flanqueada por secuencias
homadlogas que consisten en las secuencias de nucledtidos cadena arriba y cadena abajo del locus de ALD6. Tras la
introduccion en una célula hospedadora, esta construccion se integra por recombinacién homologa en el genoma de
la célula hospedadora, rompiendo funcionalmente ALD6 al reemplazar la secuencia codificante de ALD6 por su
secuencia de integracion. La construccion se ensambl6é usando los métodos descritos en la Patente de Estados
Unidos n.° 8.221.982. Los transformantes se seleccionaron en placas de CSM-URA con un 2 % de glucosa y se
confirmaron por amplificacién por PCR.

Finalmente, la cepa resultante se transformé con la construccion (i76221; SEQ ID NO:50) mostrada a continuacion.

TRED Ny A FTLEED |55 Dange] 734343 Ina 20 p iRy d ACTT G
TLACED AL BULL L4 FIID L3Zis 3% i < Ea L 3 % A

Esta construccion comprende un marcador de seleccion (HIS3); asi como dos copias de una secuencia con codones
optimizados para levadura que codifica el gen eutE de Dickeya zeae (Secuencia de Referencia NCBI:
YP_003003316.1) bajo el control del promotor de TDH3 (840 pares de bases cadena arriba de la region codificante
de TDH3 de S. cerevisiae nativa) y el terminador de TEF2 (508 pares de bases cadena abajo de la region codificante
de TEF2 de S. cerevisiae nativa). Estos componentes estan flanqueados por secuencias de nucledtidos cadena
arriba y cadena abajo del locus de ACS17. Tras la introduccion en una célula hospedadora, esta construccion se
integra por recombinacién homologa en el genoma de la célula hospedadora, rompiendo funcionalmente ACS1 al
reemplazar la secuencia codificante de ACS1 por su secuencia de integracion. La construccidon se ensamblé usando
los métodos descritos en la Patente de Estados Unidos n.° 8.221.982. Los transformantes se seleccionaron en
placas CSM-HIS con un 2 % de glucosa y se confirmaron por amplificacién por PCR. La cepa resultante era Y12746.

6.2.1.1.4 ms63907, construcciones de integracion ms63908, ms63909 y ms64472

A continuacién se muestra la construccion de integracion ms63907 (i84022; SEQ ID NO:51).
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HOUS | GAL4 | “OH'DS | Tvnd pGALITY §| ERGIN § URA3Z | FIDYI | OTWOU | pGALY | Sp.HMGr | HODS

Esta construccion comprende secuencias de nucleétidos que codifican un marcador de seleccion (URA3); una copia
del factor de transcripcion GAL4 de levadura nativo bajo su propio promotor; dos enzimas de levadura nativas de la
ruta de mevalonato (ERG10 que codifica Acetoacetil-CoA tiolasa y ERG13, que codifica HMG-CoA sintasa), asi
como dos copias de una versién de codones optimizados para levadura de HMG-CoA reductasa de Silicibacter
pomeroyi, todos bajo promotores inducibles por galactosa (promotores de los genes GAL7y GAL10 de S. cerevisiae,
flanqueados por secuencias homologas que consisten en las secuencias de nucleétidos cadena arriba y cadena
abajo del locus de endonucleasa HO de S. cerevisiae. Tras la introduccion en una célula hospedadora, la
construccion ms63907 se integra por integracion homologa en el genoma de la célula hospedadora, alterando
funcionalmente HO al reemplazar la secuencia codificante de HO con su secuencia de integracion. La construccion
se ensambld usando los métodos descritos en la Patente de Estados Unidos n.° 8.221.982. Los transformantes se
seleccionaron en placas de CSM-URA con un 2 % de glucosa y se confirmaron por amplificacion por PCR.

La construccién de integracion ms63908 (i84024; SEQ ID NO:52) es idéntica a ms63907, con dos excepciones: en
primer lugar, ERG10 se reemplaza por una version de codones optimizados para levadura del gen nphT7 de
Streptomyces sp. CL190 que codifica acetil-CoA:malonil-CoA aciltransferasa (n.° de registro AB540131.1) fusionado
al terminador de AHP1 (125 pb cadena abajo de la secuencia codificante de AHP1 en S. cerevisiae); en segundo
lugar, las secuencias que codifican la HMG-CoA reductasa de S. pomeroyi se reemplazan por HMGr, la secuencia
codificante de HMG1 truncada que codifica la HMG-CoA reductasa de S. cerevisiae nativa.

La construccion de integracion ms63909 (i84026; SEQ ID NO:53) es idéntica a ms63907, con una excepcion: las
secuencias que codifican la HMG-CoA reductasa de S. pomeroyi se reemplazan por tHMGr, la secuencia codificante
de HMG1 truncada que codifica la HMG-CoA reductasa de S. cerevisiae nativa.

La construccion de integracion ms64472 (i85207; SEQ ID NO:54) se muestra a continuacion.

A 1M Y Enoon yinan gmnua i s
PaRLLN P AL FA RS A2 OUCa L

oy
«
<L
i
pit]
<L
[G]
2

A7 g P Y [ Yl
POALY [1%2 9% FOALL [t 2\ R ¥4

Esta construccion comprende secuencias de nucledtidos que codifican un marcador de seleccion (URA3); cinco
enzimas de levadura nativas de la ruta de ergosterol (ERG12 que codifica mevalonato quinasa, ERG8 que codifica
fosfomevalonato quinasa, ERG79 que codifica mevalonato pirofosfato descarboxilasa, IDI1 que codifica dimetilalil
difosfato isomerasa y ERG20 que codifica farnesil pirofosfato sintetasa), asi como una versién de codones
optimizados para levadura evolucionada de la farneseno sintasa de Artemisia annua, todos bajo promotores
inducibles por galactosa (Promotores de los genes GAL1, GAL10 y GAL7 de S. cerevisiae). Estas secuencias estan
flanqueadas por secuencias homologas que consisten en las secuencias de nucleétidos cadena arriba y cadena
abajo de GALS80. Tras la introduccién en una célula hospedadora, la construccion ms64472 se integra por
integracion homologa en el genoma de la célula hospedadora, rompiendo funcionalmente GAL80 al reemplazar la
secuencia codificante de GAL80 por su secuencia de integracion. La construccion se ensamblé usando los métodos
descritos en la Patente de Estados Unidos n.° 8.221.982. Los transformantes se seleccionaron en placas de CSM-
URA con un 2 % de glucosa y se confirmaron por amplificacion por PCR.

6.2.1.2 Cuantificacion de mevalonato

Se inocularon colonias individuales en pocillos de una placa de 96 pocillos en medio de siembra (15 g/l de sulfato
amonico, 8 g/l de fosfato potasico, 6,1 g/l de sulfato de magnesio, 150 mg/l de EDTA, 57,5 mg/l de sulfato de cinc,
4,8 mg/l de cloruro cobalto, 3,24 mg/l de cloruro de manganeso, 5 mg/l de sulfato de cobre, 29,4 mg/l de cloruro
calcico, 27,8 mg/l de sulfato de hierro, 4,8 mg/l de molibdato sédico, 0,6 mg/l de biotina, 12 mg/l de pantotenato
calcico, 12 mg/l de acido nicotinico, 30 mg/l de inositol, 12 mg/l de clorhidrato de tiamina, 12 mg/l de clorhidrato de
piridoxina, 0,24 mg/l de acido para-aminobenzoico) con succinato 50 mM pH 5,0 y 20 g/l de sacarosa, y se cultivaron
a 30 °C durante tres dias. Después, se subcultivaron 14,4 ul de cultivo en medio de siembra con succinato 50 mM
pH 5,0 y 40 g/l de galactosa, y se cultivaron a 30 °C durante 2 dias.

Para cuantificar el mevalonato secretado, primero se centrifugé caldo de células enteras a 14.000 RPM durante
5 min. Después se incubaron 10 ul de caldo clarificado con 190 ul de tampdn de ensayo (CoA 1 mM, NAD 2 mM,
HMG-CoA reductasa de Pseudomonas mevalonii purificada y liofiizada a 0,2 mg/ml, HMG-CoA liasa de
Pseudomonas mevalonii purificada y liofilizada a 0,1 mg/ml, TrisCl 95 mM pH 8,5, MgCI2 20 mM y DTT 5 mM). La
muestra se incubé durante 30 minutos a 30 °C, después se ensayo por absorbancia a 340 nm en un lector de placas
Beckman M5. La concentracion de mevalonato se cuantificd mediante representacion en una curva patrén generada
con mevalonato purificado.
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6.2.1.3 Cuantificacion de farneseno

Los cultivos primero se dejaron crecer como se ha descrito anteriormente. Para cuantificar el farneseno, se
anadieron 600 ul de 2-butoxietanol a 150 ul de caldo de células enteras en tres adiciones de 200 ul cada una, con 90
segundos de agitacion a 1000 rpm en un agitador de placa de 96 pocillos entre cada adicion. Después las muestras
se incubaron durante 40 minutos. Se mezclaron 8 ul del extracto de 2-butoxietanol con 200 ul de alcohol isopropilico
en una placa UV de 96 pocillos (Costar 3635), y después se realizé la lectura en un lector de placas por absorbancia
222.

6.2.1.4 Cuantificacién de densidad o6ptica

En una placa de ensayo de 96 pocillos, se mezclaron 8 ul de cultivo con diluyente (PEG 200 al 20 %, Etanol al 20 %,
Triton X-114 al 2 %) y se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente. La placa de ensayo se sometié a
agitacion vorticial antes de medir la DOggo €n un lector de placas Beckman M5.

6.2.1.5 Fermentacion discontinua

Se dejaron crecer cultivos de inéculo de Y967, Y12869 y Y12746 procedentes de colonias individuales en 5 ml de
medio de siembra con succinato 50 mM pH 5,0 y 20 g/l de sacarosa. Después de 3 dias de crecimiento, los
precultivos se subcultivaron en 25 ml de medio de siembra con succinato 50 mM pH 5,0 y 40 g/l de sacarosa a una
densidad o6ptica inicial (DO) de 0,1. Después de 10 horas, los cultivos se subcultivaron de nuevo en 50 ml de medio
de siembra con succinato 50 mM pH 5,0 y 40 g/l de sacarosa a una DO de 0,05. Los cultivos se dejaron crecer a
30 °C. Cuando la DO era aproximadamente 3, los 3 matraces se dividieron por la mitad, se centrifugaron y se
desechd el medio. Los cultivos se resuspendieron en 1,5 | de medio de siembra con 40 g/l de glucosa (sin succinato)
y se transfirieron al fermentador. Los experimentos de fermentacion se realizaron en un recipiente Biostat B plus de
21 (Sartorius, Alemania). La agitacion se controld a 1200 rpm y el fermentador se purgé de forma continua con
0,51/min de aire. El pH se mantuvo a 50 con NH,OH 144 M vy la temperatura se mantuvo a 30 °C.
Aproximadamente cada 1,5 horas, se extrajo una muestra para medir la DO, el peso celular seco y los acidos
organicos y azucares.

6.2.2 Resultados

6.2.2.1 Las cepas de ADA producen mas isoprenoides cuando se emparejan con una HMGr que usa NADH frente a
una HMGr que usa NADPH

La FIG. 12A muestra que la cepa Y12869, que comprende una delecion del bypass de PDH (acs1A acs2A ald6A) y
que expresa de forma heterdloga ADA (Dz.eutE), produce mas farneseno cuando expresa una ruta de MEV que
comprende una HMgr que usa NADH (construccion ms63907) en comparacion con una ruta de MEV que comprende
una HMGr que usa NADPH (construccion ms63909). Por el contrario, la FIG. 12B muestra que la cepa Y968, que
comprende un bypass de PDH intacto, produce mas farneseno cuando se empareja con una HMGr que usa NADPH.
Estos resultados demuestran que la utilizacién de ADA para la produccion de isoprenoides a partir de la ruta de MEV
se mejora cuando la ruta de MEV comprende una HMG que usa NADH.

6.2.2.2 La expresion de ADA produce un desequilibrio redox que se alivia cuando PK y PTA comparten flujo con
glicolisis

La levadura nativa produce dos NADH por glucosa consumida a través de la glicdlisis. Cuando se fermenta a etanol,
los dos NADH se reoxidan a NAD+. Sin embargo, una fracciéon de la glucosa se convierte en biomasa en lugar de
fermentarse para producir etanol, dando como resultado un exceso de NADH. Este exceso de NADH se reoxida a
NAD+ a través de la reduccion de dihidroxiacetona fosfato para dar glicerol 3-fosfato, que se hidroliza para a glicerol.
Las cepas que usan la acetaldehido deshidrogenasa de acilacion en lugar del bypass de PDH nativo producen
NADH en lugar de NADPH, dando como resultado un exceso adicional de NADH. Por cada glucosa convertida en
biomasa, una cepa que usa ADA en lugar del bypass de PDH nativo produce exactamente dos veces la cantidad de
NADH, lo que significa que debe producirse dos veces mas glicerol para reoxidar el exceso de NADH. Como se
muestra en la FIG. 13A, Y12869 (una cepa que usa ADA en lugar del bypass de PDH de tipo silvestre) produce dos
veces la cantidad de glicerol que Y968 (que comprende un bypass de PDH intacto) mientras que consume niveles
comparables de glucosa en una fermentacion de glucosa discontinua. Estos resultados demostraron que Y 12869
tiene un desequilibrio redox como se predijo por la estequiometria de la reaccion de ADA.

La adicion de fosfocetolasa y fosfotransacetilasa a una cepa de ADA proporciona una ruta no glicolitica alternativa
para generar AcCoA a partir de glucosa, reduciendo el NADH producido a través de la glicdlisis y mejorando el
equilibrio redox. Como se muestra en la FIG. 13B, Y12745 (una cepa que lleva fosfocetolasa y fosfotransacetilasa
ademas de la ADA) produce la mitad de glicerol que Y12869, mientras que consume niveles comparables de
glucosa en una fermentacién de glucosa discontinua.
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6.2.2.3 Los ahorros de ATP en una cepa de ADA se realizan a costa de la fuerza impulsora termodinamica, que se
alivia por un fuerte impulso cadena abajo sobre la acetil-CoA

La reaccion de bypass de PDH nativo para formar Acetil-CoA es termodinamicamente favorable porque la reaccion
se acopla a la hidrélisis de ATP para dar AMP. Por el contrario, la reaccion de la acetaldehido deshidrogenasa de
acilacion no se acopla a ATP, y esta mucho mas préxima al equilibrio que las reacciones de bypass de PDH nativo
para formar Acetil-CoA. Entonces, cuando se usan genes de la ruta de S. cerevisiae nativa para producir
mevalonato, las cepas que usan la ADA producen mucho menos mevalonato que las cepas que usan el bypass de
PDH de tipo silvestre a pesar de las propiedades cinéticas comparables de ADA y Ald6 in vitro. Como se muestra en
la FIG. 14 (12 y 22 columnas), la produccién de mevalonato en una cepa de ADA (Y12869.ms63909) es solo ~30 %
de la de una cepa equivalente de tipo silvestre (Y968.ms63909), a pesar de la suficiente capacidad cinética medida
in vitro. Este resultado refleja la ausencia de una fuerza impulsora termodinamica detras de la conversion de
acetaldehido en acetil-CoA por la ADA.

La Erg10 acetil-CoA tiolasa cataliza la formacion de acetoacetil-CoA a partir de dos acetil-CoA, una reaccion que es
termodinamicamente desfavorable. La acetoacetil-CoA sintasa (es decir, acetil-CoA:malonil-CoA aciltransferasa),
codificada por nphT7, cataliza la formacion de acetoacetil-CoA a partir de acetil-CoA y malonil-CoA, una reaccion
que es termodinamicamente favorable debido a la descarboxilacion de malonil-CoA. Poniendo esta reaccion
termodinamicamente favorable directamente cadena abajo de la producciéon de AcCoA, se proporciona una fuerza
impulsora termodinamica que aumenta la actividad directa de ADA. Como se muestra en la FIG. 14 (32 y 42
columnas), Cuando se sobreexpresa nphT7 en lugar de ERG10, Y968.ms63908 y Y12869.ms63908 fabrican niveles
comparables de mevalonato. Ademas, producen sustancialmente mas mevalonato que cepas equivalentes que usan
ERG10 para la primera etapa de la ruta de MEV (Y968.ms63909 y Y12869.63909.).
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ttatccaggt
caaacacact
cgaaacagcg
caatattatt
attagccgaa

tetgeceget

tgtggggagyg

aagattatta
gocagtattg
acttgagagt
tcggatggea
gctgggectg
agttacctca

aategegtaa

60

120

180

240

300

360

429

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380



Met

Met

Gln

Gln

val

63

Asp

Glu

Ile

Asn

Glu

Phe

Ala

Gln

50

Leu

Lys

Cys

Glu

Pro
130

His

Asp

Ala

35

Val

Ala

Tyr

Leu

Asn

115

Ala

Ser

Ala

20

Thr

Ile

Glu

Ile

Ser

100

Ala

Ala

vVal

Pro

Leu

Lys

Met

Lys

85

Ala

Pro

Thr

ES 2 628 847 T3

Ile

Ser

Ala

Ala

Ala

70

Asn

Glu

Trp

Val

Glu

Gly

Gln

Ile

55

Val

Val

Val

Gly

Ile
135

Pro

Ile

Gln

40

Arg

Ala

Ser

Leu

Val

120

Asn

41

Thr

Phe

25

Gln

Vval

Glu

Gln

Thr

105

Val

Asn

Val

10

Ser

Leu

Ala

Thr

Ala

90

Gly

Ala

Ala

Pro

Ser

Ser

Gly

Gly

75

Arg

Asp

Ser

Ile

Met

Leu

Ser

Glu

60

Met

His

Asn

Val

Ser
140

Pro

Asp

Val

45

Arg

Gly

Thr

Gly

Thr

125

Met

Leu

Asp

30

Glu

Tyr

Arg

Pro

Leu

110

Pro

Ile

Pro

15

Ala

Leu

Ala

Val

Gly

95

Thr

Ser

Ala

Ala

Val

Arg

Gln

Val

80

Ile

Leu

Thr

Ala



Gly

145

Leu

Pro

Gln

Gly

Ile

225

Asp

Asn

Val

Leu

Ile

305

Asp

Thr

Thr

Asp

Thr

Asn

Arg

Glu

Arg

Glu

210

Ala

Ile

Asn

Ala

Thr

290

Asp

Ala

Arg

Glu

Asp

370

Ala

Ser

Thr

Asn

Leu

195

Ala

Ala

Pro

Ile

Asp

275

Pro

Glu

Ala

Leu

Leu

355

Ala

Ala

Val

Ile

Leu

180

Phe

Val

Gly

Lys

Ile

260

Ala

Glu

Gln

Lys

Leu

340

Met

Ile

Met

Val

Ser

165

Leu

Arg

val

Ala

Ala

245

Cys

Leu

Gln

Leu

325

Leu

Met

Ala

His

ES 2 628 847 T3

FPhe

150

Leu

Val

Tyr

Glu

Gly

230

Ala

Ala

Leu

Thr

Lys

310

Ala

Ala

Pro

Leu

Ser

Ala

Leu

Ser

Pro

Ala

215

Asn

Arg

Asp

Ala

Glu

2395

Gly

Ala

Glu

Val

Ala

375

Thr

Pro

Asn

val

Gly

200

Ala

Pro

Ala

Glu

Glu

280

Arg

Arg

Ala

Thr

Leu

360

val

Asn

42

His

Lys

Ala

185

Ile

Arg

Pro

Ile

Lys

265

Met

Leu

Val

Ile

Asp

345

Pro

Lys

Ile

Pro

Ala

170

Asn

Gly

Lys

Val

Val

250

Val

Gln

Leu

Asn

Gly

330

Ala

val

Leu

Arg

Ser

155

Ile

Pro

Leu

His

Val

235

Lys

Leu

Arg

Pro

Arg

315

Leu

Asp

Ile

Glu

Asn

Ala

val

Asn

Leu

Thr

220

Val

Gly

Ile

Asn

Ala

300

Asp

Glu

His

Arg

Ser

380

Leu

Lys

Ala

Ile

Val

205

Asp

Asp

Ala

val

Asn

285

Leu

Tyr

Val

Pro

val

365

Gly

Asn

Asn

Thr

Glu

190

vVal

Lys

Glu

Ser

Val

270

Ala

Leu

Val

Ser

Phe

350

Lys

Cys

Arg

Val

Gly

175

Thr

Thr

Arg

Thr

Phe

255

Asp

Val

Ser

Gly

Glu

335

Ala

Asn

Arg

Met

Ser

160

Gly

Ala

Gly

Leu

Ala

240

Asp

Arg

Leu

Asp

Arg

320

His

Val

Val

His

Ala



10

15

385

Asn

Gly

Pro

Arg

Ala

Leu

Thr

Cys

Ile Asn

ES 2 628 847 T3

390

Thr Ser Ile Phe

405

Leu
420

Gly

Gly Glu

435

Val Leu

450

<210> 3
<211> 2728
<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(2728)

Gly Gly Glu Gly

Gly Val Thr Ser

Val Asp Met Phe

455

val

395

410

Trp
425

Ala
440

Arg

Lys Asn Gly Pro Cys Ile

415

Thr Ser Met Thr Ile Ser

430

Arg Thr Fhe Val Arg Leu

445

Ile Ala

<223> secuencia de nucleétidos de ACS1 de Saccharomyces cerevisiae

<400> 3

acctccogeg
tcaaaactag
gecteocactyg
gtgecacaac
cacttggacy
aagttetteg
ttcatcccag
ggccaattaa
aaagccatta
ctacttgaag
ggcgatactyg
atttccegta
agagatcgta
ggtggtaaag
gtgagacacyg

agagatttag

acctccaaaa
aagaacagtc
cgcagcagaa
ggedcatete
ggttgcagga
gttetaaage
actctaaaac
acgcctgtta
ttttecgaagg
aagtttgtea
ttgcegtgta
teggegecat
tcaacgatgg
tcattgagac
tcttggttta

attgggeaac

tcgaactacc
aagtgaaatt
gaaggaacat
agatagactg
ctatcagege
tacccaattt
gagtaggecc
caactgtgtt
tgacgagcet
agtggcacaa
catgectatg
tecactecegta
ggactctaaa
taaaagaatt
tagaaagacc

agaaaagaag

ttcacaatgt
gacaagttga
gagtatgaac
cagoeogoaa
ttgeacaagy
ttaaactggt
tccttecaga
gacagacaty
ggccaaggcet
gtgetgactt
gtececagaag
gtetttgeeg
gttgtcatca
gttgatgacy
aacaatccat

aaatacaaga

43

cgecatetge
aagcaaaaat
atttgacctc
ttgetaceca
agtetattga
ctaagecatt
acaatgcatg
ccttgaagac
attccattac
actetatggyg
caatcataac
ggttttette
ctacagatga
cgctaagaga
ctgttgettt

cctactatee

cgtacaatca

gtcccagtcet

ggtcaagatc

ctatteoteoca
agaccctget
cgataaggtg
gttcctcaac
ccctaacaag
ctacaaggaa
cgttegeaag
cttgttggee
caacteettg
atccaacaga
gaccoccaggce
ccatgeccece

atgecacacce

400

Ala

Thx

Arg

&0

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

240

800

960
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<210> 4

gttgattetg
ggtgttcaac
tttgacacte
cacacttatg
actcctgegt
caattttatg
gaaaatcatt
gaagtttggg
tactggeaaa
atgaaaccgg
aacactggtyg
tggccatcat
aacccttace
atctggattt
getgaaattg
ttcaacgatg
aattggtceca
gttagaaaag
cccaagacaa
agtgaccaac
gattaggtea
catgtgtttt
ttatttatac
taattgcata
aacctgacta
ctggagttta
atgectatege
gottgtttea
gogtactcet

ctctateccec

<211> 713
<212> PRT
<213> Saccharomyces cerevisiae

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(713)
<223> secuencia de proteina ACS1 de Saccharomyces cerevisiae

aggatcecatt
attctacege
accaagaaga
tggtttatgg
acccaaatta
ttgcececcaac
cettaaaate
agtggtacte
cagaatctgg
gttctgecte
aagaacttaa
ttgcaagaac
ctggetacta
tgggtegtgt
aggetgetat
acttgactygg
cogcaacaga
acatcgggee
gatctggcaa
taggegacgt
agttgtaatyg
tgttctetta
ttataattat
aagtgtcaat
tatetteagyg
atatgecacty
agtatatgat
ttgatccatc

cccactttat

gegtgcttgg

ES 2 628 847 T3

attettgttg
aggttacttg
cgttittette
tcocttacta
cteocegttat
tgctttgegt
tttgegttge
tgaaaaaata
ttegeatetyg
attcecette
taccageccac
tatttggaaa
tttecactggt
agacgatgtyg
tatcgaagat
tcaagcagtt
tgatgaatta
atttgceogea
aattatgaga
ttetacattyg
atgatttott
taacegaget
ttattcttta
cagcacatecc
aacaactgee
aaatttacct
tttgtgtteg
agtgtggcte
gggcagtcect

ccggecgt

tatacgtctg
ctgggagett
acagetggag
tatggttgtg
tgggatatta
ttgttgaaaa
ttgggttegg
ggtaaaaatg
gteaceeege
ttcggtattg
gcagagggtyg
aatcatgata
gatggtgctyg
gtgaacgtet
ccaattgtgg
gctgeatttg
caagatatca
ccaaaattga
cgtattttaa
tcaaacccetyg
tcectttttat
gocttacttat
catactgtta
tctatatcge
geataegetac
agoagtttta
tttttegtet

gtaggtacca

tgtatcgact

44

gttetactgyg
tgttgaceat
acattggetyg
ccactttggt
ttgatgaaca
gagctggtga
teggtgaace
aaatceceat
tggetggtgg
atgcagttgt
tcettgecgt
ggtatctaga
caaaggataa
ctggteacey
cegagtgtge
tggtgttgaa
agaagcattt
tcattttagt
gaaaaatecct
geattgttag
attgacgact
tattatttca
caagaaactc
tatcaacaac
caccactact
gacaagacca
tgegaaagge
gcaaaaccac

tgctcattat

tgeceecaag
gegetacact
gattacagge
ctttgaaggg
caaagtcacc
ttcctacate
aattgetget
tgtagacace
tgtcacacea
tcttgacect
caaagctgca
cacttatttg
ggatggttat
tetgtetace
tgttgtegga
aaacaaatct
ggtctttact
ggatgacttyg
agcaggagaa
acatctaatt
L% = o oy o o o
ccttctettt
ttttctacat
aaatttgaca
tgtgaagtec
taatccatee
atccteaatyg
ttcatcagcg

aatacatttg

1020

10g0

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2728



<400> 4

Met

Glu

Gln

vVal

His

65

Lys

Gln

Ser

Gly

Thr

145

Gly

Ala

Ala

Ser

Ile

Gln

Pro

50

Tyr

Glu

Phe

Lys

Gln

130

Pro

Tyr

Gln

val

Pro

Asp

Lys

35

Gln

Ser

Ser

Leu

Thr

115

Leu

Asn

Ser

val

Tyr
195

Ser

Lys

20

Lys

Arg

Pro

Ile

Asn

100

Gly

Asn

Lys

Ile

Leu

180

Met

Ala

Leu

Glu

Pro

His

Glu
85

Trp

Arg

Ala

Lys

Thr

165

Thr

Pro

ES 2 628 847 T3

Val

Lys

Hisg

Ile

Leu

70

Asp

Ser

Pro

Cys

Ala

150

Tyr

Tyr

Met

Gln

Ala

Glu

Ser

55

Asp

Pro

Lys

Ser

Tyr

135

Ile

Lys

Ser

val

Ser

Lys

Tyr

40

Asp

Gly

Ala

Pro

Phe

120

Asn

Ile

Glu

Met

Pro
200

45

Ser

Met

25

Glu

Arg

Leu

Lys

Phe

105

Gln

Cys

Phe

Leu

Gly

185

Glu

Lys

10

Ser

His

Leu

Gln

Phe

90

Asp

Asn

Val

Glu

Leu

170

Val

Ala

Leu

Gln

Leu

Gln

Asp

75

Phe

Lys

Asn

Asp

Gly

155

Glu

Arg

Ile

Glu

Ser

Thr

Pro

60

Tyr

Gly

Val

Ala

Arg

140

Asp

Glu

Lys

Ile

Glu

Ala

Ser

45

Ala

Gln

Ser

Phe

Trp

125

His

Glu

val

Gly

Thr
205

Gln

Ser

30

Val

Ile

Arg

Lys

Tle

110

Phe

Ala

Pro

Cys

Asp

190

Leu

Ser

15

Thr

Lys

Ala

Leu

Ala

a5

Pro

Leu

Leu

Gly

Gln

175

Thr

Leu

Ser

Ala

Tle

Thr

His

80

Thr

Asp

Asn

Lys

Gln

160

Val

Val

Ala



Ile

Ser

225

Ile

Leu

Prec

305

Ser

Tyr

Gln

His

val

385

Ile

Leu

Leu

Glu

Ser

210

Asn

Thr

Ile

val

Asp

230

Cys

Gly

Lenu

Glu

Thr

370

Phe

Ile

Arg

Lys

Val
450

Arg

Ser

Thr

Val

Tyr

275

Leu

Thr

Ser

Leu

Asp

355

Tyr

Glu

Asp

Leu

Ser
435

Trp

Ile

Leu

Asp

Asp

260

Arg

Asp

Pro

Thr

Gly

340

Val

Val

Gly

Glu

Leu

420

Leu

Glu

Gly

Arg

Glu

245

Asp

Lys

Trp

val

Gly

325

Ala

Phe

val

Thr

His

405

Lys

Arg

Trp

ES 2 628 847 T3

Ala

Asp

230

Ser

Ala

Thr

aAla

Asp

310

Ala

Leu

Phe

Tyr

Pro

3380

Lys

Arg

Cys

Tyr

Ile

215

Arg

Asn

Leu

Asn

Thr

295

Ser

Pro

Leu

Thr

Gly

375

Ala

Val

Ala

Leu

Ser
455

His

Ile

Arg

Arg

Asn

280

Glu

Glu

Lys

Thr

Ala

360

Pro

Tyr

Thr

Gly

Gly

440

Glu

46

Ser

Asn

Gly

Glu

265

Pro

Lys

Asp

Gly

Met

345

Gly

Leu

Pro

Gln

Asp

425

Ser

Lys

Val

Asp

Gly

250

Thr

Ser

Lys

Pro

Val

330

Arg

Asp

Leu

Asn

Phe

410

Ser

Val

Ile

vVal

Gly

235

Lys

Pro

Val

Lys

Leu

315

Gln

Tyr

Ile

Tyr

Tyr

395

Tyr

Tyr

Gly

Gly

Phe

220

Asp

val

Gly

Ala

Tyr

300

Phe

His

Thr

Gly

Gly

380

Ser

Val

Ile

Glu

Lys
460

Ala

Ser

Ile

Val

Phe

285

Lys

Leu

Ser

Phe

Trp

365

Cys

Arg

Ala

Glu

Pro

445

Asn

Gly

Lys

Glu

Arg

270

His

Thr

Leu

Thr

Asp

350

Ile

Ala

Tyr

Pro

Asn

430

Ile

Glu

Phe

vVal

Thr

255

His

Ala

Tyr

Tyr

Ala

335

Thr

Thr

Thr

Trp

Thr

415

His

Ala

Ile

Ser

vVal

240

Lys

val

Pro

Tyr

Thr

320

Gly

His

Gly

Leu

Asp

400

Ala

Ser

Ala

Pro



Ile

465

Pro

Pro

Glu

Trp

Asp

545

Ala

Asp

Ala

Fhe

Lys

625

Ile

Ala

Ser

Ser

Arg
705

Val

Leu

Phe

Leu

Pro

530

Thr

Ala

val

Ala

Asn

610

Asn

Lys

Ala

Asp
690

His

Asp

Ala

Phe

Asn

515

Ser

Tyr

Lys

val

Ile

595

Asp

Lys

Lys

Pro

Lys

£75

Gln

Leu

Thr

Gly

Gly

500

Thr

Phe

Leu

Asp

Asn

580

Ile

Asp

Ser

His

Lys

660

Ile

Len

Ile

Tyr

Gly

485

Ile

Ser

Ala

Asn

Lys

565

val

Glu

Leu

Asn

Leu

645

Leu

Met

Gly

Asp

ES 2 628 847 T3

Trp

470

Val

Asp

His

Arg

Pro

550

Asp

Ser

Asp

Thr

Trp

630

Val

Ile

Arg

Asp

Ser
710

Gln

Thr

Ala

Ala

Thr

535

Tyr

Gly

Gly

Pro

Gly

615

Ser

Phe

Ile

Val
695

Val

Thr

Pro

Val

Glu

520

Ile

Pro

Tyr

His

Ile

600

Gln

Thr

Thr

Leu

Ile

680

Ser

Lys

47

Glu

val

505

Gly

Trp

Gly

Ile

Arg

585

val

Ala

Ala

Val

val

665

Leu

Thr

Leu

Ser

Lys

490

Leu

Val

Lys

Tyr

Trp

570

Leu

Ala

Val

Thr

Arg

650

Asp

Arg

Leun

Gly

475

Pro

Asp

Leu

Asn

Tyr

355

Ile

Ser

Glu

Ala

Asp

635

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

Gly

Pro

Ala

Hig

540

Phe

Leu

Thr

Cys

Ala

620

Asp

Asp

Leu

Ile

Aszn
700

His

Ser

Asn

val

525

Asp

Thr

Gly

Ala

Ala

605

Phe

Glu

Ile

Pro

Leu

685

Pro

Leu

Ala

Thr

510

Lys

Arg

Gly

Arg

Glu

590

Val

Val

Leu

Gly

Lys

670

Ala

Gly

vVal

Ser

495

Gly

Ala

Tyr

Asp

val

575

Ile

vVal

Val

Gln

Pro

655

Thr

Gly

Ile

Thr

480

Phe

Glu

Ala

Leu

Gly

560

Asp

Glu

Gly

Leu

Asp

640

Phe

Arg

Glu

val
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<210> 5
<211> 2287
<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(2287)
<223> secuencia de nucleétidos de ACS2 de Saccharomyces cerevisiae

<400> 5

acctccegeg
gtttatgaag
cocggeaagyg
aatgagoecag
tacaccaaag
aaattgaatg
gotttgatct
ctcagaaaag
acagtggcta
cgtattggty
cgtgtegttyg
aagaccatca
cgtatcttgg
tactggtgge
getgaagate
gttecacacta
attecacocag
tatgctctat
gcctaceocag
tatgtggctc
tatgacactt
tgggaatggt
caaacagagt
ggttctgcta

gtggaattag

acctccaaaa
ctcacaacgt
gttacgttac
aaaaattctt
ttecaatctgg
catcatacaa
atgaagctga
tttcccaaat
tctatttgec
ctattcacte
acgctaatte
acactaaaaa
ttttccaaag
atgaggaggc
ctetatttet
caggtggtta
aagatgttet
atggtccatt
attatggtag
caactgcttt
cctecattaeg
atcatgaaaa
ctggttetea
cocgtgecatt

aaggtaatga
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tcgaactace
aaaggctctt
tgatatgcaa
tgataagatg
ttcattgaac
ttgtgttgac
tgacgaatcc
cgctggtgtce
aatgattceca
tgttgtettt
taaagtggte
aattgttgac
aactggtact
cgctaagecag
attatacact
tttattaggt
ctteactgoe
aaccttgggt
atattggaga
aagattaatc
tgtettgggt
agtgggtaac
tttaattget

ctttggtatt

tgtcgaaggt

ttcacaatga
aaggctcctce
cattatcaag
gctaaggaat
aatggtgatg
agacatgcct
gacaacaaaa
ttaaaaagct
gaagcggtea
gctgggttet
atcacttgtg
gaaggtttga
gaaggtatte
agaacttacc
taeggtteca
goegetttaa
ggtgacgteg
accgcctcaa
attatccaac
aaacgtgtag
tecegteggtyg
aaaaactgtg
cotttggcag
aacgcttgta

gtccttgceg

48

caatcaagga
aacattttta
aaatgtatca
acttgeattg
ttgcatggtt
ttgctaatec
tcatcacatt
ggggcgttaa
ttgctatgtt
cegetggtte
atgaaggtaa
acggagtcga
caatgaaggc
tacctcctgt
ctggttetee
caactagata
getggateac
taattttcga
gtcacaaggc
gtgaagccga
aaccaatete
teatttgtga
gtgetgteoe
tcattgacec

ttaaatcacc

acataaagta
caacagccaa
acaatctate
ggatgctcoea
tttgaacggt
cgacaagcca
tggtgaatta
gaaaggtgac
ggctgtgget
gttgaaagat
aagaggtggt
tttggtttcc
cggtagagat
ttcatgtgac
aaagggtgte
cgtttttgat
gggtcacacca
atccactcct
tacccattte
aattgccaaa
tccagactta
cactatgtgg
aacaaaacct
tgttacaggt

atggccatca

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



10

15

atggctagat
cctggteact
aggggtagayg
gaagcatcta
gaattgaccg
aacgctactg
ttacaagtta
gatctaccaa
aacgaagcceg
atcatttctg
aaatttcgta
cttttgctcet
actggtcage

cggcegt

ctgtttggaa
atttcacagg
ttgacgacgt
tctcaaatca
gtcaaaccgt
aaggtgatge
ggggtgagat
gaacaaggte
aacagctagg
ctgtagagaa
atgagataaa
attcagttat

taggaaageg

ES 2 628 847 T3

ccaccacgac
tgatggtget
tgtaaatgtt
cgaaaacgtc
cgttgoatat
agaacacatc
tggtocttte
aggaaagatt
tgacctaact
ccaattttte
atttcgetee
aaattactat

aaaatacaaa

cgttacatgg
ggtagagatc
toecggteata
tcggaagetyg
gtttocctaa
acaccagata
goctcaccaa
atgagaagag
actttggecca
tctcaaaaaa
ttttotgttt
ttatccatca

gactttatge

atacttactt
atgatggtta
gattatccac
ctgttgtogg
aagatggtta
atttacgtag
aaaccattat
ttetaagaaa
acccagaagt
agaaataact
tctattttet
gttaaaaaac

actatccceg

gaaacettat
ctactggate
atcagaaatt
tattccagat
tctacaaaac
agaattgatc
totagttaga
ggttgettet
tgtacctgee
taaatgagaa
attttcccaa
aagatctttt

cgtgettgge

<210> 6
<211> 683
<212> PRT

<213> Saccharomyces cerevisiae

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(683)

<223> secuencia de proteina ACS2 de Saccharomyces cerevisiae

<400> 6

Met Thr Ile

1

Ala Leu Lys

Val Thr

35

Tyr

Glu
50

Azn Pro

Trp Asp Ala

65

Lys Glu

Ala Pro

Asp Met

Glu Lys

Pro Tyr

His

Gln

Gln

Phe

Thr
70

Lys

His

His

Phe

55

Lys

Val

Phe

Tyr

40

Asgp

Val

49

Val

Tyr

25

Gln

Lys

Gln

Tyr Glu

10

Agn Ser

Glu Met
Ala

Met

Ser Gly

Ala

Gln

Tyr

Lys

60

Ser

His

Pro

Gln

45

Glu

Azn

Gly

Gln

Tyr

Azn

Val

15

Lys

Ser

Leu

Azn

1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280

2287

Lys

Gly

Ile

His

Gly



Asp

val

Glu

Leu

Lys

145

Val

val

Ala

Lys

Asp

225

Ile

Lys

Leau

val

Tyr

305

Val

Val

Asp

Ala

Arg

130

Lys

Ile

Phe

Agn

Thr

210

Leu

Pro

Gln

Phe

His

290

Val

Gly

Ala

Arg

Asp

115

Lys

Gly

Ala

Ala

Ser

195

Ile

Val

Arg

Leu

275

Thr

Phe

Trp

Trp

His

100

Asp

Val

Asp

Met

Gly

180

Lys

Asn

Ser

Lys

Thr

260

Leun

Thr

Asp

Ile

Phe

85

Ala

Glu

Ser

Thr

Leu

165

Fhe

val

Thr

Arg

Ala

245

Tyr

Tyr

Gly

Ile

Thr
325

ES 2 628 847 T3

Leu

Phe

Ser

Gln

val

150

Ala

Ser

val

Lys

Ile

230

Gly

Leu

Thr

Gly

His

310

Gly

Agsn

Ala

Asp

Ile

135

Ala

val

Ala

Ile

Lys

215

Leu

Arg

Pro

Ser

Tyr

235

Pro

His

Gly

Asn

Asn

120

Ala

Ile

aAla

Gly

Thr

200

Ile

val

Asp

Proc

Gly

280

Leu

Glu

Thr

50

Lys

Pro

105

Lys

Gly

Tyr

Arg

Ser

185

Cys

Val

Phea

Tyr

Val

265

Ser

Leu

Asp

Tyr

Leu

90

Asp

Ile

val

Leu

Ile

170

Leu

Asp

Asp

Gln

Trp

250

Ser

Thr

Gly

val

Ala
330

Asn

Lys

Ile

Leu

Pro

155

Gly

Lys

Glu

Glu

Arg

235

Trp

Cys

Gly

Ala

Leu

315

Leu

Ala

Pro

Thr

Lys

140

Met

Ala

Asp

Gly

Gly

220

Thr

His

Asp

Ser

Ala

300

Phe

Tyr

Ser

Ala

Phe

125

Ser

Ile

Ile

Arg

Lys

205

Leu

Gly

Glu

Ala

Pro

285

Leu

Thr

Gly

Tyr

Leu

110

Gly

Trp

Pro

His

val

190

Arg

Asn

Thr

Glu

Glu

270

Lys

Thr

Ala

Pro

Asn

95

Ile

Glu

Gly

Glu

Ser

175

Val

Gly

Gly

Glu

Ala

255

Asp

Gly

Thr

Gly

Leu
335

Cys

Tyr

Leu

Val

Ala

160

Val

Asp

Gly

Val

Gly

240

Ala

Pro

Val

Arg

Asp

320

Thr



Leu

Tyr

Tyr

Glu

385

Gly

Gly

Gly

Gly

Pro

465

Ala

His

Phe

Arg

Thr

545

Ala

Ala

Gly

Gly

val

370

Ile

Glu

Asn

Ser

Ser

450

Val

Val

Asp

Thr

Gly

530

Ser

Ala

Tyr

Thr

Arg

355

Ala

Ala

Pro

Lys

His

435

Ala

Thr

Lys

Arg

Gly

515

Arg

Glu

val

Vval

Ala

340

Tyr

Pro

Lys

Ile

Asn

420

Leu

Thr

Gly

Ser

Tyr

500

Asp

val

Ile

val

Ser
580

Ser

Trp

Thr

Tyr

Ser

405

Cys

Ile

Val

val

Pro

485

Met

Gly

Asp

Glu

Gly

565

Leu

ES 2 628 847 T3

Ile

aArg

Ala

Asp

380

Pro

val

Ala

Pro

Glu
470

Trp

Asp

Ala

Asp

Ala

550

Ile

Lys

Ile

Ile

Leu

375

Thr

Asp

Ile

Pro

Phe

455

Leu

Pro

Thr

Gly

Val

535

Ser

Pro

Asp

Phe

Ile

360

Ser

Leu

Cys

Leu

440

Phe

Glu

Ser

Tyr

Arg

520

val

Ile

Asp

Gly

51

Glu

345

Gln

Leu

Ser

Trp

Asp

425

Ala

Gly

Gly

Met

Leu

505

Asp

Asn

Ser

Glu

Tyr
585

Ser

aArg

Ile

Leu

Glu

410

Thr

Gly

Ile

Asn

Ala

490

Lys

His

val

Asn

Leu

570

Leu

Thr

His

Lys

Arg

395

T'rp

Met

Ala

Asn

Asp

475

Arg

Pro

Asp

Ser

His

555

Thr

Gln

Pro

Lys

Arg

380

val

Tyr

Trp

vVal

Ala

460

val

Ser

Tyr

Gly

Gly

540

Glu

Gly

Asn

Ala

Ala

365

val

Len

His

Gln

Pro

445

Cys

Glu

val

Pro

Tyr

525

His

Asn

Gln

Asn

Tyr

350

Thr

Gly

Gly

Glu

Thr

430

Thr

Ile

Gly

Trp

Gly

510

Tyr

Arg

val

Thr

Ala
590

Pro

His

Glu

Ser

Lys

415

Glu

Lys

Ile

Val

Asn

4395

His

Trp

Leu

Ser

Val

575

Thr

Asp

Phe

Ala

Val

400

Val

Ser

Pro

Asp

Leu

480

His

Tyr

Ile

Ser

Glu

560

Val

Glu
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10

Gly Asp Ala Glu His Ile Thr Pro Asp Asn Leu Arg Arg Glu Lleu Ile
595 600 605
Leu Gln Val Arg Gly Glu Ile Gly Pro Phe Ala Ser Pro Lys Thr Ile
610 615 620
Ile Leu Val Arg Asp Leu Pr¢o Arg Thr Arg Ser Gly Lys Ile Met Arg
625 630 635 640
Arg Val Leu Arg Lys Val Ala Ser Asn Glu Ala Glu Gln Leu Gly Asp
645 650 655
Leu Thr Thr Leu Ala Asn Pr¢ Glu Val Val Preo Ala Ile Ile Ser Ala
660 665 670
Val Glu Aszn Gln Phe Phe Ser Gln Lys Lys Lys
675 680

<210>7

<211> 1798

<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1798)

<223> secuencia de nucledtidos de ALD4 de Saccharomyces cerevisiae

<400>7
gcacccaggg acacacagca gcgaagtatt ttcagaatgt tcagtagatc tacgectctge 60
ttaaagacgt ctgcatccte cattgggaga cttcaattga gatatttcte acacectteet 120
atgacagtgc ctatcaagct gccoccaatggg ttggaatatg agcaaccaac ggggttgttc 180
atcaacaaca agtttgttcc ttctaaacag aacaagacct tcgaagtcat taacccttcce 240
acggaagaag aaatatgtca tatttatgaa ggtagagagg acgatgtgga agaggccgtg 300
caggecgeeg acegbgectt ctetaatggg tettggaacg gtategacee tattgacagg 360
ggtaaggcett tgtacaggtt ageegaatta attgaacagg acaaggatgt cattgetteco 4240
ategagactt tggataacgg taaagetate tottectega gaggagatgt tgatttagte 480
atcaactatt tgaaatctte tgoctggettt gotgataaaa ttgatgghtag aatgattgat 540
actggtagaa cccattttte ttacactaag agacagectt tgggtgtttg tgggeagatt 600
attccttgga attteccact gttgatgtgg gocctggaaga ttgeccctge tttggtcacc 660
ggtaacaceg tegtgttgaa gactgecgaa tcecacceccat tgtecgettt gtatgtgtet 720
aaatacatcc cacaggeggg tattccacct ggtgtgatca acattgtate cgggtttggt 780

52
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aagattgtgg
teccacggeta
ttggagetyyg
gtgcaaaaca
agggtgtatg
gaatccatca
caaatgcaac
ttgattaccg
ggtgacgtta
gtaaccaaat
ttggctgctyg
aatgcgggta
gggtteaatg
caagttaaag
atcegatgett
atttcaaata

aatcaatttt

gtgaggcecat
cgggtagaca
gtggtaaate
ttatccttgg
ttgaagaatc
aggtgggcga
taaacaaaat
gtggtgaaag
aggaagacat
tcaaatctge
gtattcacac
cggtctggat
catcotggttt
cggtecgtge
acdatacataa
tatgtacttt

cttaattaat

ES 2 628 847 T3

tacaaaccat
catttaccag
accaaacatt
tatctactac
tatttacgac
cccattcecgat
cttgaaatac
attaggtage
gagaattgte
cgacgaagtc
ctctaatatt
aaacacttat
gggeagggaa
caaattggac
aattaaatat
aaagaaaata

taattgogtt

ccaaaaatca
tccgeoageeg
gtettoegegyg
aattctggtg
aaattcattg
gaatctactt
gttgacattg
aagggttact
aaagaggaaa
attaacatgg
aataccgcct
aacgatttcc
atgtetgttg
gagtaaggte
tetgtetetg
aaataaaaaa

acgaaacgceg

aaaaggttge
caggcttgaa
acgcocgagtt
aggtctgttyg
aagagttcaa
tccaaggtge
gtaagaatga
tcattaageco
totttggoco
cgaacgattc
taaaagtggc
accacgcagt
atgeotttaca
atcaataage
ttatatttee
taaaattttt

atcgocgacy

cttcacaggg
aaaagtgact
gaaaaaagoce
tgcgggttca
agoogettot
acaaacctct
aggtgcetact
aactgtottt
tgttgteact
tgaatacggg
tgatagagtt
tecettteggt
aaactacttg
ctggtgteca
acatgtoate
ttctcoceccgat

cogecgat

<210> 8

<211> 519

<212> PRT

<213> Saccharomyces cerevisiae

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(519)

<223> secuencia de proteina ALD4 de Saccharomyces cerevisiae

<400> 8

Met Phe Ser Arg Ser Thr Leu Cys Leu Lys Thr Ser Ala Ser

1 5 10

Gly Arg lLeu Gln Leu Arg Tyr Phe Ser His Leu Pro Met Thr
20 25 30

Ile Lys Leu Pro Asn Gly Leu Glu Tyr Glu Gln Pro Thr Gly
35 40 45

Ile Asn Asn Lys Phe Val Pr¢ Ser Lys Gln Asn Lys Thr Phe

50 55 60

53

840

800

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740

1798

Ser Ile

15

Val Pro

Leu Phe

Glu Val



Ile

65

Glu

Asn

Tyr

Ile

Val

145

Lys

Thr

Phe

Gly

Leu

225

Ile

Asn

Gly

Leu

Leu

Asn

Asp

Gly

Arg

Glu

130

Asp

Ile

Lys

Pro

Agn

210

Tyr

Asn

His

Arg

Glu

290

Lys

Pro

Asp

Ser

Leu

115

Thr

Leu

Asp

Arg

Leu

195

Thr

Val

Ile

Pro

Hisg

275

Leun

Lys

Ser

Val

Trp

100

Ala

Leu

Val

Gly

Gln

180

Leu

Val

Ser

Val

Lys

260

Ile

Gly

Ala

Thr

Glu

83

Asn

Glu

Asp

Ile

Arg

165

Pro

Met

VvVal

Lys

Ser

245

Ile

Tyr

Gly

Val

ES 2 628 847 T3

Glu

70

Glu

Gly

Leu

Asn

Asn

150

Meat

Leu

Trp

Leu

Tyr

230

Gly

Lys

Gln

Lys

Gln

Glu

Ala

Ile

Ile

Gly

135

Tyr

Ile

Gly

Ala

Lys

215

Ile

Phe

Lys

Ser

Ser

295

Asn

Glu

Val

Asp

Glu

120

Lys

Leu

Asp

val

Trp

200

Thr

Pro

Gly

Val

Ala

280

Pro

Ile

54

Ile

Gln

Pro

105

Gln

Ala

Lys

Thr

Cys

185

Lys

Ala

Gln

Lys

Ala

265

Ala

Asn

Ile

Cys

Ala

90

Ile

Asp

Ile

Ser

Gly

170

Gly

Ile

Glu

Ala

Ile

250

Phe

Ala

Ile

Leu

His

75

Ala

Asp

Lys

Ser

Sear

155

Arg

Gln

Ala

Ser

Gly

235

VvVal

Thr

Gly

Val

Gly

Ile

Asp

Asp

Ser

140

Ala

Thr

Ile

Pro

Thr

220

Ile

Gly

Gly

Leu

Phe

300

Ile

Tyr

Arg

Gly

Val

125

Ser

Gly

His

Ile

Ala

205

Pro

Pro

Glu

Ser

Lys

285

Ala

Tyr

Glu

Ala

Lys

110

Ile

Arg

Phe

Phe

Pro

1%0

Leu

Leu

Pro

Ala

Thr

270

Lys

Asp

Tyr

Gly

Phe

95

Ala

Ala

Gly

Ala

Ser

175

Trp

val

Ser

Gly

Ile

255

Ala

val

Ala

Asn

Arg

80

Ser

Leu

Ser

Asp

Asp

160

Tyr

Asn

Thr

Ala

Val

240

Thr

Thr

Thr

Glu

Ser



305

Gly

Tyr

Val

Gln

Glu

385

Tyr

Ile

Lys

Leu

Ala

465

Phe

Val

<210>9
<211> 2744
<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

Glu

Asp

Gly

Met

370

Gly

Phe

Val

Ser

Ala

450

Asp

His

Glu

Arg

Val

Lys

Asp

355

Gln

Ala

Ile

Lys

Ala

435

Ala

Arg

His

Met

Ala
515

Cys

Phe

340

Pro

Thr

Lys

Glu

420

Asp

Gly

Val

Ala

Ser

500

Lys

Cys

325

Ile

Phe

Azn

Leu

Pro

405

Glu

Glu

Ile

Azn

val

485

Val

Leu

ES 2 628 847 T3

310

Ala

Glu

Asp

Lys

Ile

390

Thr

Ile

Val

His

Ala

470

Fro

Asp

Asp

Gly

Glu

Glu

Ile

375

Thr

Val

Phe

Ile

Thr

455

Gly

Phe

Ala

Glu

Ser

Phe

Ser

360

Gly

Phe

Gly

Asn

440

Ser

Thr

Gly

55

Arg

Lys

345

Thr

Lys

Gly

Gly

Pro

425

Met

Asn

Val

Gly

Gln
505

Val

330

Ala

Phe

Tyr

Glu

Asp

410

Val

Ala

Ile

Trp

Phe

490

Asn

315

Tyr

Ala

Gln

Val

Arg

385

Val

Val

Asn

Asn

Ile

475

Asn

Tyr

Val

Ser

Gly

Asp

380

Lys

Thr

Asp

Thr

460

Azn

Ala

Leu

Glu

Glu

Ala

365

Ile

Gly

Glu

Val

Ser

445

Ala

Thr

Ser

Gln

Glu

Ser

350

Gln

Gly

Ser

Asp

Thr

430

Glu

Leu

Tyr

Gly

Val
510

Ser

335

Ile

Thr

Lys

Lys

Met

415

Lys

Tyr

Lys

Asn

Leu

485

Lys

320

Ile

Lys

Ser

Azn

Gly

400

Arg

Phe

Gly

Val

Asp

480

Gly

Ala



<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(2744)

<223> secuencia de nucledtidos de aldehido deshidrogenasa 6 citosolica (ALD46) de Saccharomyces cerevisiae

<400> 9

catatggcgt
aaagaaaaac
gtaaaaagat
acgtatgtaa
gaccatgtgg
gttagtcagc
caagcctggco
aatattcaat
aagaaacatce
ttgacactge
cocggtcoctatt
aagatccttc
aatatgctat
caagagaaag
tggtttctte
atgttaceat
gtagaacaat
tctgtggtca
cagcattgge
coctatactt
ttecaggtoe
tggettttace
acttgaagaa
ctaacattaa
tttgttecte
ctttecaagge
tecaaggtge
gtaagaaaga

tcatcagace

atccaageccg
gaccgaaaag
atgcatccag
cattgatecte
gcaaattcgt
tcaaacagcg
gtgtttaaca
tcgaagtgtt
tttaacatac
tgaaccagte
cattaacaac
cactgaaaac
cgaatgtgece
aggcegteta
cattgaaget
tgcaatcaac
caacaccggt
aattattcca
catgggtaac
tgettottta
tggtagaact
cggttetaca
aatcactttg
gaagacttta
tggttctaga
ttacttggaa
tatcactaac
aggcgcocaag

aaccgttttc
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aaaccctttg
gaaccagaaa
cttctatate
ctcttgggaa
aataaattcg
atttaacggt
agttcttgat
cagtctttta
acaaacacat
aagatcacac
aagtttatga
accgtttgtg
gaccgtgett
ctaagtaagt
ttggacaatg
tgtetaagag
gacggctaca
tggaactttc
gtctgtatet
tgtaagaaqgg
gttggtgetg
gaagteggta
gaactaggtyg
ccaaatctag
atttacgttec
accgaaatca
cgteaacaat
atcttaactg

tacgatgtta

cctcatccce
gaaaaaagag
gctttaactt
cggtgagtge
gggtgagggg
tgagtaacac
atcatatata
cttctettgt
actatcagaa
tteccaaatgg
aagctcaaga
aggtctcttc
tccacgacac
tggctgacga
gtaaaacttt
atgetgetge
tgaacttcac
caataatgat
tgaaaccoygc
ttggtattee
ctttgaccaa
agagtgttge
gtaagtcoygce
taaacggtat
aagaaggtat
aagttggtaa
taegacacaat

gtggegaaaa

atgaagacat

56

acggaataag
ggtgggogeg
taccgttttg
aacagatgeg
gattcaagac
atcaaaacac
aatgtaataa
tttatagaag
tacaatgact
tttgacatac
cggtaagace
tgccaccact
tgaatgggct
attggaaage
ggcctttaag
ctatgecgac
caccttagag
gttggcttgg
tgctgtcaca
agcetggtgte
cgacocaaga
tgtegactet
ccatttggte
tttcaagaac
ttacgacgaa
tecatttgac
tatgaactac
agttggtgac

gagaattgtt

gcagcocgaca
ccgeggacgt
ggcatcggga
atatagcacce
aagcaacctt
cgttcgaggt
gaagtttggt
agaaaacatc
aagctacact
gagcaaccaa
tatccogteg
gaagatgttg
acccaagace
caaattgact
gcecgtgggg
aaagtcaacg
ccaatcggtyg
aagatocgece
cctttaaatyg
gtcaacateg
atcagaaage
tetgaateta
tttgacgatyg
gctggtcaaa
ctattggctyg
aaggetaact
ategatateg
aagggttact

aaggaagaaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

144Q

1500

1560

1620

1680

1740
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<210> 10

tttttggacc
ctaacagete
tgaaggtgge
actccagagt
aagtctacca
tgcatttett
ataaataaat
tegtttactt
aacaggcttg
tcttaagcta
agttgagaaa
agggagcaca
acatgagage
ttettegaac
tgecetaaggt
gaaacaacat

ctggacgagce

<211> 500
<212> PRT
<213> Saccharomyces cerevisiae

<220>
<221> mi

sc_feature

<222> (1)..(500)
<223> secuencia de proteina aldehido deshidrogenasa 6 citosdlica (ALD46) de Saccharomyces cerevisiae

<400> 10

Met

Pro

Lys

Thr Lys

Asn Gly

Phe Met

agttgtcact
tgaattcocggt
caagatgttg
teccatteggt
tgcatacact
tecogtcatat
atgtatacat
catttctece
tgecettettt
gtgtacaaca
aaggtttgaa
ttgagctaat
attoococga
agtaaggctt
ggacectgac
gectetatggg

caaatcacca

Leu

Leu
20

Lys

35

Ser
50

Thr Glu

Asn

Hisg

Thr

Ala

Thr

ES 2 628 847 T3

gtegecaaagt
ctaggttctg
aaggccggta
ggtgttaage
gaagtaaaaqg
acacaaaata
ataaattaaa
ttttaagega
aaaacatocco
actgectatat
aaaaatagca
ataacataaa
gtactgccat
tttggttecat
aatacecgetg
tatggatcag

ttagtagaga

Phe Asp

Tyr Glu

Gln Asp

Val Cys

55

tcaagacttt
gtatcgaaac
ccgtctggat
aatctggtta
ctgtcagaat
ctttcatata
aaatttggtt
tacaatcecat
acacaaaatc
ccaaagaaaa
atacaaagac
cactgecgaac
ttegecatea
cacttteotte
caatgcotact
ggacaatacyg

taaaacgtga

Thr Ala

Glu

agaagaaggt
agaatctttg
caacacatac
cggtagagaa
taagttgtaa
aacttacttg
ttatattttt
gaaaaaagaqg
atattgaatt
ctaacgtgga
ttgtttecata
caattccaat
gagatcatat
ttttgattte
acagaaaaac
atgtactttyg

ggat

Pro Val

10

Gln Pro

25

Gly Lys

Glu Val

57

Thr

Thr

Ser

Gly

Tyr

Ser
60

Leu

Pro

Ala

gtcgaaatgg
agcacaggtt
aacgattttg
atgggtgaag
tgtaccaacc
gtecttacgte
acaaaaagaa
aaaaagagag
gaattttaca
ccgettttag
tataaaatac
caaaaggtac
aataacatoe
tctaggcaaa
ttgatccaaa

ctagactcaa

Lys Tle

Phe Ile

30

Val
45

Glu

Thr Thr

Thr

15

Asn

Asp

Glu

1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
24Q0
2460
2520
2580
2640
2700

2744

Leu

Asn

Pro

Asp



Val

65

Trp

Ala

Leu

Ala

Gly

145

Glu

Met

Cys

Ala

val

225

Arg

val

Leu

Lys

Ile

Glu

Ala

Asp

Asp

Tle

130

Arg

Pro

Met

Ile

Ser

210

Pro

Ile

Ala

Gly

Thr

290

Cys

Tyr

Thr

Glu

Asn

115

Asn

Thr

Ile

Leu

Leu

195

Leu

Gly

Arg

Val

Gly

275

Leu

Ser

Ala

Gln

Leu

100

Gly

Cys

Ile

Gly

Ala

180

Lys

Cys

Pro

Lys

Asp

260

Lys

Pro

Ser

Ile

Asp

85

Glu

Lys

Leu

Asn

Val
165

Trp

Pro

Lys

Gly

Leu

245

Ser

Ser

Asn

Gly

ES 2 628 847 T3

Glu

70

Pro

Ser

Thr

Arg

Thr

150

Cys

Lys

Ala

Lys

Arg

230

Ala

Ser

Ala

Leu

Ser

Cys

Gln

Leu

Asp

135

Gly

Gly

Ile

Ala

Val

215

Thr

Phe

Glu

His

val
285

Ala

Glu

Ile

Ala

120

Ala

Asp

Gln

Ala

val

200

Gly

val

Thr

Ser

Leu

280

Asn

Ile

58

Asp

Arg

Asp

105

Leu

Ala

Gly

Ile

Pro

185

Thr

Ile

Gly

Gly

Asn

265

Val

Gly

Tyr

Arg

Gly

90

Leu

Ala

Ala

Tyr

Ile

170

Ala

Pro

Pro

ala

Ser

250

Leu

Phe

Ile

Val

Ala

75

aArg

Val

Arg

Tyr

Met

155

Pro

Leu

Leu

Ala

Ala

235

Thr

Lys

Asp

Phe

Gln

Phe

Leu

Ser

Gly

Ala

140

Asn

Trp

Ala

Asn

Gly

220

Lenu

Glu

Lys

Asp

Lys

300

Glu

His

Leu

Ser

Asp

125

Asp

Phe

Asn

Met

Ala

205

val

Thr

val

Ile

Ala

285

Asn

Gly

Asp

Ser

Ile

110

val

Lys

Thr

Phe

Gly

190

Leu

Val

Asn

Gly

Thr

270

Asn

Ala

Ile

Thr

Lys

95

Glu

Thr

Val

Thr

Pro

175

Asgn

Tyr

Asn

Asp

Lys

255

Leu

Ile

Gly

Tyr

Glu

80

Leu

Ala

Ile

Asn

Leu

160

Ile

val

Phe

Ile

Pro

240

Ser

Glu

Lys

Gln

Asp



10

305

Glu Leu

Gly Asn

Gln Gln

Gly Ala
370

Phe Ile
385

Val Lys

Thr Leu

Gly Ser

Lys Met
450

Asp Ser
465

Glu Met

Arg Ile

<210> 11
<211> 2749
<212> ADN

Leu

Pro

Phe

355

Lys

Arg

Glu

Glu

Gly

435

Leu

Arg

Gly

Lys

Ala

Phe

340

Asp

Ile

Pro

Glu

Glu

420

Ile

Lys

Val

Glu

Leu
500

Ala

325

Asp

Thr

Leu

Thr

Ile

405

Gly

Glu

Ala

Pro

Glu
485

<213> Leuconostoc mesenteroides

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(2749)

ES 2 628 847 T3

310

Phe

Lys

Ile

Thr

Val

390

Phe

Val

Thr

Gly

Phe

470

Val

Lys

Ala

Met

Gly

375

Phe

Gly

Glu

Glu

Thr

455

Gly

Tyr

Ala

Asn

Asn

360

Gly

Tyr

Pro

Met

Ser

440

Val

Gly

His

Tyr

Phe

345

Tyr

Glu

Asp

Val

Ala

425

Leu

Trp

Val

Ala

Leu

330

Gln

Ile

Lys

Val

Val

410

Aszn

Ser

Ile

Lys

Tyr
4390

315

Glu

Gly

Asp

Val

Asn

395

Thr

Ser

Thr

Asn

Gln

475

Thr

Thr

Ala

Ile

Gly

380

Glu

Val

Ser

Gly

Thr

460

Ser

Glu

<223> secuencia del gen de fosfocetolasa (PK) de Leuconostoc mesenteroides

59

Glu

Ile

Gly

365

Asp

Asp

Ala

Glu

Leu

445

Tyr

Gly

Val

Ile

Thr

350

Lys

Lys

Met

Lys

Phe

430

Lys

Asn

Tyr

Lys

Lys

335

Asn

Lys

Gly

Arg

Phe

415

Gly

Val

Asp

Gly

Ala
495

320

Val

Arg

Glu

Tyr

Ile

400

Lys

Leu

Ala

Phe

Arg

480

Val



<400> 11

gttacggaag
aatctcatgg
geaactaact
actaatacac
atctcaggte
aacatgtttt
ttagacggecg
cacttgttca
cotggtteat
gttttggaca
ggtccttcaa
gttttgectg
atgagtgatg
gaaaacgatg
caagctattg
gatggtgaaa
ccaacgcacy
ttgectettg
tacaageectyg
gecteoctaagg
tcagacttga
ggtaaggaat

ggtgctgttt
tcaaaccgtt
gaaccacaag
catcaagetg
tcatacgagt
cgtcaegett
tcaactgett
cacttggety
ttgttggetg

totaageaac

aagtcgtggt
cagatttcga
atttgtcage
ctatcaagge
agacattctt
acgttggtgg
catatactga
agcgtttcte
tacacgaagg
atcectgaceca
tggcttcatg
tcttggattt
aagaaatcac
atattcatga
aagatattca
tocctgoaty
atgcaagtaa
aacaacacga
aagaattatt
gtgacaagcy
agttgecctaa
togetgatag
cacaattgaa
tgtggggatt
atcaattgtt
aaggttggcet
cattottgeg
cagaacaage
tocaacaaga
aaaagaagta
ttcaagaacg

cacgtcaaca

ES 2 628 847 T3

ttacggtgtt
ttcaaaagag
tgggatgatce
tgaagatgta
gtatgcacat
tcetggtoac
agattatcect
attccctgge
tggtgaattg
agttgcttte
gcactcaatt
gaacggatte
aaagttcttt
ctacgcaaca
agctattcaa
gcecagtaatt
caatcctatt
tcttgeaaca
caatgotgat
tatgtcaget
ctggagagaa
caagogcaat
cccaactegt
gttcaatgtt
gageoctacy
tgaaggatat
tgttgtogat
atggcgtaat
tcacaatgga
taactttatt
tgetttctca

atggtttaca

tatgattctt
tacttggaac
tttttgaaga
aaagttaage
gctaaccgtte
ggtggcocaag
gaaattacte
ggtattggat
ggetatteat
gcagttgttg
aagtttttga
aagatttcaa
gaaggtttgg
tatcaccaac
aatgatgeac
attgoeteget
gaaaactcat
ttgoctgaat
ggttcetttga
aaccctatta
ttegetaacg
atggacatgy
ttecegettet
acaccacgte
ggtogeatta
actttgactg
acaatggtta
gactatcecat
tatactecace
cgtgaatatt
gaacgtcata

gttgaagaag

60

gcaaaaaata
ttgttgataa
gcaacccatt
caatcggaca
tgatcaacaa
ttatggttac
aagatatecga
cacacatgac
tgagocacge
gtgatggtga
atgctaagaa
acccaactat
gttattcacc
ttgcagcaaa
gtgaaaatgg
tgocaaaggy
tcogtygagea
tcgaagactyg
aggatgaatt
caaatggtgy
atatcaatga
caacattgte
teggteoctga
aatggatgga
ttgattcaca
gtcgtgttgg
cgeaacactt
cattgaactt
aagatocagg
tgecagoetga
aggttaactt

ctgaagtatt

aggagtactt
gtggtggcge
gttcotcagtt
ctggggtact
gtatggtttg
taacgottac
aggtatgage
agctcaaaca
ttttggtgea
agctgaaaca
tgatggtgece
cttctcacgt
tcgoctteate
cattttggat
taagtatcaa
ctggggtgga
ccaagtgceca
gatgaacteca
gaaagctate
tgctgatcegt
tgatacacgt
aaactacttg
tgaaacaatyg
agaaatcaag
attgtctgaa
aatcttegea
caagtggttyg
gattgcaact
tatgttgact
tggtaactca
gttgattget

ggctaacgaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1880

1920
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ggtttgaaga
gcatctgetg
gcattececag
aagtcagaac
ttccaagetyg
ttcttctteg
gacatcacaa
aaggaagetqg
ttecategeta
cgtgatatcg
ttatcaaaac
ctaaacgaaa
gatttgeaat

aattgggggt

tcattgatty
gtactgaace
atgttaagtt
ctaacatgaa
atacaccagt
aacgtaagtt
cgacatatga
ctgaaatett
agatggatga
aagaattcac
caactattat
ccatgtaaaa
gcaaaattgt

tttgtaaate

ES 2 628 847 T3

ggcttetact
aacaattgaa
cegttatgtt
tgatgaacgkt
tatcttoggt
cacgggtgat
tatgegtgta
gtetgeaaat
tactttggea
tgactggaca
ttttaatagt
gtgccacata
aagcegtaata

accatatcag

gcacetteta
actttggetg
aacgttgttg
gaattatcag
ttceatgett
gtatacgttc
tattecacact
ggtaagattg
aagcatttee
tggtcaccac
tggttttttt
gttttactta
tgaataataa

cegetecatag

gtgatgttga
ctttgtggtt
aattactacg
cocgaagaatt
atgaaaactt
atggatatcg
tggategett
atcaagetge
aagttacteg
ttaagtaatt
atggctaaat
ataagttcct
daacceccaa

tettagacy

<210> 12

<211> 813

<212> PRT

<213> Leuconostoc mesenteroides

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(813)

<223> secuencia de proteina fosfocetolasa (PK) de Leuconostoc mesenteroides

<400> 12

tattacatte
gattaaccaa
tttgcaaaag
caacaagtat
gattgaatca
tgaagatggt
ccatcaaget
tgetgataca
taacgaaggt
taaaattatt
tgactacata
tttatttttt

ttagttaget

Met Ala

1

Trp Arg
Pro

Asn

val
50

Lys

Leu
65

Tyr

Asp

Ala
20

Leu Phe

35

lys Pro

Ala His

Phe Asp

Thr Asn

Ser Vval

Ile

Ser Lys

Leu

Tyr

Thr

His
55

Gly

Ala Asn Arg

70

Glu Leu

10

Tyr

Ser Ala
25

Gly

Asn Thr Pro

40

Trp Gly Thr

Leu Ile Asn

61

Glu

Met

Ile

Tle

Lys
75

Leu

Ile

Lys

Ser

60

Tyr

Val Asp Lys

15

Phe Leu

30

Lys

Ala
45

Glu Asp

Gly Gln Thr

Gly Leu Asn

1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700

2749

Trp

Ser

Val

Phe

Met



Phe

Ala

Asp

Gly

Gly

145

Asp

Glu

Ala

Lys

Thr

225

Asp

Leu

Glu

Ile

Asn

305

Leu

Tyr

Tyr

Ile

Ile

130

Gly

Asn

Thr

Lys

Ile

210

Lys

Asp

Asp

Asn

Ala

230

Asn

Glu

val

Leu

Glu

115

Gly

Glu

Pro

Gly

Asn

195

Ser

Phe

Ile

Gln

Gly

275

Arg

Pro

Gln

Gly

Asp

100

Gly

Ser

Leu

Asp

Pro

180

Asp

Asn

Phe

His

Ala

260

Lys

Leu

Ile

His

Gly

Gly

Met

His

Gly

Gln

165

Ser

Gly

Pro

Glu

Asp

245

Ile

Tyr

Pro

Glu

Asp
325

ES 2 628 847 T3

Pro

Ala

Ser

Met

Tyr

150

val

Met

Ala

Thr

Gly

230

Tyr

Glu

Gln

Lys

Asn

310

Leu

Gly

Tyr

His

Thr

135

Ser

Ala

Ala

Val

Ile

215

Leu

Ala

Asp

Asp

Gly

295

Ser

Ala

His

Thr

Leu

120

Ala

Leu

Phe

Ser

Leu

200

Phe

Gly

Thr

Ile

Gly

280

Trp

Phe

Thr

62

Gly

Glu

105

Phe

Gln

Ser

Ala

Trp

185

Pro

Ser

Tyr

Tyr

Gln

265

Glu

Gly

Arg

Leu

Gly

Asp

Lys

Thr

His

vVal

170

Hisg

Val

Arg

Ser

His

250

Ala

Ile

Gly

Ala

Pro
330

Gln

Tyr

Arg

Pro

Ala

135

Val

Ser

Leu

Met

Pro

235

Gln

Ile

Pro

Pro

His

315

Glu

val

Pro

Phe

Gly

140

Phe

Gly

Ile

Asp

Ser

220

Arg

Leu

Gln

Ala

Thr

300

Gln

Phe

Met

Glu

Ser

125

Ser

Gly

Asp

Lys

Leu

205

Asp

Phe

Ala

Asn

285

His

Val

Glu

val

Ile

110

Phe

Leu

Ala

Gly

Phe

190D

Asn

Glu

Ile

Ala

Asp

270

Pro

Asp

Pro

Asp

Thr

95

Thr

Pro

His

val

Glu

175

Leu

Gly

Glu

Glu

Asn

255

Ala

val

Ala

Leu

Trp
335

Asn

Gln

Gly

Glu

Leu

160

Ala

Asn

Phe

Ile

Asn

240

Ile

aArg

Ile

Ser

Pro

320

Met



Asn

Asp

Asn

Asn

385

Glu

Tyr

Gly

Thr

Leu

465

Ala

Phe

Gln

Asp

Asp

545

Ala

Asn

Ser

Glu

Pro

370

Trp

Phe

Leu

Pro

Pro

450

Ser

Glu

Ala

His

Tyr

530

Hisg

Glu

Ser

Tyr

Leu

355

Ile

Ala

Gly

Asp

435

Arg

Pro

Gly

Ser

Phe

515

Pro

Asn

Lys

Leu

Lys

340

Lys

Thr

Glu

Asp

Ala

420

Glu

Gln

Thr

Trp

Tyr

500

Lys

Ser

Gly

Lys

Leu
580

Pro

Ala

Asn

Fhe

Ser

405

Vval

Thr

Trp

Gly

Leu

485

Glu

Trp

Leu

Tyr

Ser

565

Ala

ES 2 628 847 T3

Glu

Ile

Gly

Ala

390

Lys

Ser

Met

Met

Arg

470

Glu

Sar

Leu

Asn

Thr

550

Asn

Val

Glu

Ala

Gly

375

AsSn

Arg

Gln

Ser

Glu

455

Ile

Gly

Phe

Arg

Leu

535

His

Phe

Gln

Leu

Pro

360

Ala

Asp

Aszn

Leu

Asn

440

Glu

Ile

Tyr

Leu

His

520

Ile

Gln

Ile

Glu

63

Phe

345

Lys

Asp

Ile

Met

AsSn

425

Arg

Ile

Asp

Thr

Arg

505

Ala

Ala

Asp

Arg

Arg
585

Asn

Gly

Arg

Asn

Asp

410

Pro

Leu

Lys

Ser

Leu

490

val

Ser

Thr

Pro

Glu

570

Ala

Ala

Asp

Ser

Asp

335

Met

Thr

Trp

Glu

Gln

475

Thr

val

Glu

Ser

Gly

555

Tyr

Phe

Asp

Lys

Asp

380

Asp

Ala

Arg

Gly

Pro

460

Leu

Gly

Asp

Gln

Thr

540

Met

Leu

Ser

Gly

Arg

365

Len

Thr

Thr

Phe

Leu

445

Gln

Ser

Arg

Thr

Ala

525

aAla

Leu

Pro

Glu

Ser

350

Met

Lys

Arg

Leu

Arg

430

Fhe

Asp

Glu

val

Met
510

Trp

Phe

Thr

Ala

Arg
590

Leu

Ser

Leu

Gly

Ser

415

Phe

Asn

Gln

His

Gly

495

Val

Arg

Gln

His

Asp

375

His

Lys

Ala

Pro

Lys

400

Asn

Phe

val

Leu

Gln

480

Ile

Thr

Asn

Gln

Leu

560

Gly

Lys



Val

Val

Trp

625

Ala

Asn

Leu

Glu

Val

705

Phe

Asp

Asp

Gly

Asp

785

Ile

<210> 13
<211> 1002
<212> ADN

<213> Clostridium kluyveri

Asn

Glu

610

Ala

Gly

Gln

Leu

Leu

690

Ile

Glu

Gly

Arg

Lys

770

Thr

Glu

Leu

3953

Glu

Ser

Thr

Ala

Arg

675

Ser

Phe

Asp

Phe

755

Ile

Leu

Glu

Leu

Ala

Thr

Glu

Phe

660

Leu

Ala

Gly

Lys

Ile

740

His

Asp

Ala

Phe

Ile

Glu

Ala

Pro

645

Pro

Gln

Glu

Phe

Phe

725

Thr

Gln

Gln

Lys

Thr
805

ES 2 628 847 T3

Ala

Val

Pro

630

Thr

Asp

Lys

Glu

His

710

Thr

Thr

Ala

Ala

His

790

Asp

Ser

Leu

615

Ser

Ile

Val

Lys

Phe

695

Ala

Gly

Thr

Lys

Ala

775

Phe

Trp

Lys

600

Ala

Ser

Glu

Lys

Ser

680

Aszsn

Tyr

Asp

Tyr

Glu

760

Ala

Gln

Thr

64

Gln

Asn

Asp

Thr

Phe

665

Glu

Lys

Glu

Val

Asp

745

Ala

Asp

Val

Trp

Pro

Glu

Val

Leu

650

Arg

Pro

Tyr

Asn

Tyr

730

Met

Ala

Thr

Thr

Ser
810

Arg

Gly

Asp

635

Ala

Tyr

Asn

Phe

Leu

715

Val

Arg

Glu

Phe

Arg

795

Pro

Gln

Leu

620

Ile

Ala

Val

Met

Gln

700

Ile

His

Val

Ile

Ile

780

Aszn

Leu

Gln

605

Lys

Thr

Leu

Asn

Asn

685

Ala

Glu

Gly

Tyr

Leu

765

Ala

Glu

Lys

Trp

Ile

Phe

Trp

Val

670

Asp

Asp

Ser

Tyr

Ser

750

Ser

Lys

Gly

Phe

Ile

Ala

Leu

655

Val

Glu

Thr

Phe

Arg

735

His

Ala

Met

Arg

Thr

Asp

Ser

640

Ile

Glu

Arg

Fro

Phe

720

Glu

Leu

Asn

Asp

Asp
800
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15

20
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<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1002)

<223> secuencia de gen de fosfotransacetilasa (PTA) de Clostridium kluyveri

<400> 13
atgaaattaa tggaaaatat ttttggttta gocaaagecag ataagaaaaa aattgttttg 60
gcagaaggayg aagaagaaag gaacattaga gecttccgaag aaataataag ggatggtatt 120
gcagatataa ttttagtagg aagtgaaagt gtaataaaag agaatgcecage taaatttggg 180
gttaacttag ctggagtgga aatagtagat cctgaaactt caagtaaaac tgcaggctat 240
gcecaatgett tttatgaaat tagaaagaat aaaggagtta cactggaaaa agecagataaa 300
atagttagag atcctatata ttttgcaaca atgatggtga aacttggaga tgcagatggt 360
ttagtttcag gtgcaataca tacaacggga gatcttttga gaccaggact tcaaatagtg 420
aagacagttc caggtgettc tgtggtttce agtgtatttt taatgagtgt accagattgt 480
gaatatggag aagatggatt cttgttattt gctgattgtg ctgtaaatgt atgtcctact 540
gctgaagaat tatcttcaat tgeaataact acagcagaaa ctgcaaaaaa tttgtgtaaa 600
atagaaccaa gagttgecat getttcattt totactatgg gaagtgetag tcatgaattg 660
gtagataaag ttacaaaage aacaaaactt getaaagaag ctagacetga tttggatata 720
gatggagaac ttcaattgga tgcttccecta gtaaaaaaag ttgecagactt aaaagctceg 780
ggcagtaaag tggcaggaaa agccaatgta cttatattec ctgatataca agcaggaaat 84Q
ataggatata agttagttca aagatttgca aaagctgagg ctataggace tatatgtcag 200
ggatttgeaa agectataaa tgatttateca agaggetgea gegttgatga tatagtaaag 960
gtagtggetyg taactgeagt tcaageacag geacagggtt ag 1002

<210> 14

<211> 333

<212> PRT

<213> Clostridium kluyveri

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(333)

<223> secuencia de proteina fosfotransacetilasa (PTA) de Clostridium kluyveri

<400> 14

Met Lys Leu Met Glu Asn Ile Phe Gly Leu Ala Lys Ala Asp Lys Lys
1 5 10 15

Lys Ile Val Leu Ala Glu Gly Glu Glu Glu Arg Asn Ile Arg Ala Ser
20 25 30

65



Glu

Glu

Gly

Ala

Lys

val

Thr

Gly

145

Glu

val

Glu

Ser

Thr

225

Asp

Leu

Phe

Glu

Ser

50

Val

Asn

Ala

Lys

Gly

130

Ala

Tyr

Cys

Thr

Phe

210

Lys

Gly

Lys

Pro

Ile

35

Val

Glu

Ala

Asp

Leu

115

Asp

Ser

Gly

Pro

Ala

135

Ser

Ala

Glu

Ala

Asp
275

Ile

Ile

Ile

FPhe

Lys

100

Gly

Leu

Val

Glu

Thr

180

Lys

Thr

Thr

Leu

Fro

260

Ile

Arg

Lys

val

Tyr

85

Ile

Asp

Leu

val

Asp

165

Ala

Asn

Met

Lys

Gln

245

Gly

Gln

ES 2 628 847 T3

Asp

Glu

Asp

Glu

val

Ala

Arg

Ser

150

Gly

Glu

Leu

Gly

Leu

230

Leu

Ser

Ala

Gly

Asn

55

Pro

Ile

Arg

Asp

Pro

135

Ser

Phe

Glu

Cys

Ser

215

Ala

Asp

Lys

Gly

Ile

40

Ala

Glu

Arg

Asp

Gly

120

Gly

Val

Leu

Leu

Lys

200

Ala

Lys

Ala

val

Asn
280

66

Ala

Ala

Thr

Lys

Pro

105

Leu

Leu

Phe

Leu

Ser

185

Ile

Ser

Glu

Ser

Ala

2865

Ile

Asp

Lys

Ser

Asn

90

Ile

Val

Gln

Leu

Fhe

170

Ser

Glu

His

Ala

Leu

250

Gly

Gly

Ile

Phe

Ser

75

Lys

Tyr

Ser

Ile

Met

155

Ala

Ile

Pro

Glu

Arg

235

Val

Lys

Tyr

Ile

Gly

60

Lys

Gly

Phe

Gly

val

140

Ser

Asp

Ala

Arg

Leu

220

Pro

Lys

Ala

Lys

Leu

45

Val

Thr

Val

Ala

Ala

125

Lys

Val

Cys

Ile

Val

205

Val

Asp

Lys

Asn

Leu
285

val

Asn

Ala

Thr

Thr

110

Ile

Thr

Pro

Ala

Thr

190

Ala

Asp

Leu

Val

Val

270

Val

Gly

Leu

Gly

Leu

95

Met

His

Val

Asp

vVal

175

Thr

Mat

Lys

Asp

Ala

255

Leu

Gln

Ser

Ala

Tyr

80

Glu

Met

Thr

Pro

Cys

160

Asn

Ala

Leu

Val

Ile

240

Asp

Ile

Arg



10
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Phe Ala lys Ala Glu Ala Ile Gly Pro Ile Cys Gln Gly Phe Ala Llys

290 295 300

Pro Ile Asn Asp Leu Ser Arg Gly Cys Ser Val Asp Asp Ile Val Llys

305 310 315

Val Val Ala Val Thr Ala Val Gln Ala Gln Ala Gln Gly
325 330

<210> 15

<211> 2137

<212> ADN

<213> Streptomyces sp. CL190

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(2137)

<223> secuencia del gen nphT7 de Streptomyces sp. CL190

<400> 15

coctgcaggec
ggagttcgeg
ccacctgetg
ccagacgacy
cctggeogee
ctacggeteg
gcgtetgege
cacctaccge
ggtgcagacce
ggcegegetag
ggctttegea
attecegeatt
cggcgogecy
tcgctgggec
gctgaaageg
gceggacegg
cactgeggeg
ggcgggeaceo

gcgcatecte

gtcgagggeyg
gcgttegtct
aacttcaacg
gcgtacaaca
ctgoteogacce
ggeagogteg
accgaggcga
gagctgcacg
accggeccct
cgacacecct
cagctattea
ateggtacgyg
gocggggtyg
gocgacgace
gocgggcatca
ccgeageege
ttegacgtea
ctegtgtace

aacccggccy

cctggaagga
accaccagcc
gctacgacac
acgtcategg
aggcggacga
ccgagttett
accaggaggc
agtacacgct
tococggetgge
cggcaacggy
cgaccatttg
gtgectacgt
acgacgactg
aggccacctc
cgcccgagea
cocacggegyge
acgeggtetg
ggggeggtta

accgcaagac

ctacgcggag
gttcacgaag
cgacaaggac
caacagctac
cotgacgggce
ctegggeace
gatcgececgg
cccgtecgac
cgggatcaac
gtgegeecact
aggggcegggce

accggaacgqg

gatcacccge
ggacctggec
gctgaccgtg
ctatgtecaqg
ctecggeacce
cgegetggte

ggtegtgetg

67

caggacggec
atggcctaca
gccatcgagg
accgegtegg
cgttocateg
gteogtegecg
cgcaagagcg
ggcggcgacce
gaccacaagc
gtteggogea
agceegeatga
atcgteteca
aagaccggta
acggccgcgy
atcgcggtcg
caccaccteg
gtgttegege
atceggegegg

ttcggggacyg

ggtcgcetgga
aggcgcaccg
gcgecctegg
tgtacctggg
gettectgag
ggtaccgega
tcgactacgc
acgeccacccc
gcatctacga
cocegtgoeg
ccgacgteeg
acgatgaagt
tccggeageg
ggcgggcagc
ccacctccac
gtgegacegg
tgtecteggt
acetgtacte

gogocoggoge

320

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1020
1080

1140
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<210>
<211>
<212>

aatggtectce
caccttegge
ggacacggat
cegettegte
cgacgocgec
ggtctteggce
caacacggga
ceggecggge
cetgategag
cocgggocgec
cagtacctca
ccttctgete
acgegatacy
ccagecgaccg
geagceacrag
cgggegogec
gocagocgtgac
16

325
PRT

gggecgacct
ggccktcaccyg
ggecteogacyg
acggagcacc
gacatcagecc
gagctgeatc
gcggecteoca
gagetggtee
tggtagtege
ctcggggect
gatgtccget
gtcoceceggee
ccgggegagy
gccgacteeg
gagctactge
cggcggcgygyg

cagcggaatyg

<213> Streptomyces sp. CL190

<220>
<221>
<222>

<223> secuencia de proteina acetil-CoA:malonil-CoA aciltransferasa de Streptomyces sp. CL190

<400>

misc_feature
(1)..(325)

16

Arg Phe Arg Ile Ile Gly Thr Gly

1

Ser Asn Asp Glu Val Gly Ala Pro

Thr Arg lys Thr Gly Ile Arg Gln

Ala Thr Ser Asp Leu Ala Thr Ala

50

5

20

35

ES 2 628 847 T3

cgaccggcac
acctgatceg
cgggactgca
tgccgecaget
acttcgtgec
tgccgecggge
tccegateac
tgetggecygy
cegtaccacco
ttaggceccea
gocgacggegt
cctocococgoga
toegeaggega
tgcgeggoca
ggcceggegt
atcagacaga

tccocgeoocag

53

gggecocate
tgtgceccgeg
gtacttcgcg
gatcaagggce
gcatcaggeoo
gaccatgeac
catggacgcg
gtteggegge
acagcggtoce
caccgaoceca
cccggagage
gcaccacccy
gcacgocogga
gggcaggctg
agaggtegge
tecgtgecege

ctcegga

gteocggegeyg
ggcggeagec
atggacgggc
ttectgcacyg
aacggtgtca
cggacggteg
geegtgoegeg
ggeatggeeyg
ggcgccacct
gocgacggat
cogggogaga
cggcggacgy
ccocggagaayg
cgegeogteg
cageeggteg

ccgetegtge

10

25

40

68

60

togecetgea
gccagecget
gtgaggtgeg
aggecgggygt
tgctecgacga
agacctacgg
coeggttoett
cgagettege
gtteeocetgeg
tcagtcgegyg
tegegggece
cegecgtect
coceccagea
acgteggtga
tagecaggtceg

ctcgecegecce

45

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1520

1980

2040

2100

2137

Ala Tyr Val Pro Glu Arg Ile Val

15

Ala Gly Val Asp Asp Asp Trp Ile
30

Arg Arg Trp Ala Ala Asp Asp Gln

Ala Gly Arg Ala Ala Leu Lys Ala



Ala

€65

Thr

Leu

Gly

Gly

Asn

145

Ala

Pro

Gly

Thr

225

Val

Val

Fro

Glu

Gly

Pro

Gly

Thr

Gly

130

Pro

Met

Val

Ala

Leu

210

Glu

Asp

Met

His

Ile

2390

Leun

Ile

Asp

Ala

Val

115

Tyr

Ala

Val

Ala

Gly

195

Gln

His

Ala

Leu

Arg

275

Thr

val

Thr

Arg

Thr

100

Phe

Ala

Asp

Leu

Leu

180

Gly

Tyr

Leu

Ala

Asp

260

Thr

Met

Leu

Pro

Pro

85

Gly

Ala

Leu

Arg

Gly

165

His

Ser

Phe

Pro

Asp

245

Glu

Val

Asp

Leu

ES 2 628 847 T3

Glu

70

Gln

Thr

Leu

Val

Lys

150

Pro

Thr

Arg

Ala

Gln

230

Ile

Val

Glu

Ala

Ala

Gln

Pro

Ala

Ser

Ile

135

Thr

Thr

Phe

Gln

Met

215

Leu

Ser

Phe

Thr

Ala

285

Gly

Leu

Pro

Ala

Ser

120

Gly

Val

Ser

Gly

Pro

200

Asp

Ile

His

Gly

Tyr

280

val

FPhe

69

Thr

Thr

Phe

105

Val

Ala

val

Thr

Gly

185

Leu

Gly

Lys

Phe

Glu

265

Gly

Arg

Gly

val

Ala

90

Asp

Ala

Asp

Leu

Gly

170

Leu

Asp

Arg

Gly

Vval

250

Leu

Asn

Ala

Gly

Ile

75

Ala

Val

Gly

Leu

Phe

155

Thr

Thr

Thr

Glu

Phe

235

Pro

His

Thr

Gly

Gly

Ala

Tyr

Asn

Thr

Tyr

140

Gly

Gly

Asp

Asp

Val

220

Leu

His

Leu

Gly

Ser

300

Met

vVal

vVal

Ala

Leu

125

Ser

Asp

Pro

Leu

Gly

205

aArg

His

Gln

Pro

Ala

285

Phe

Ala

Ala

Gln

vVal

110

vVal

Arg

Gly

Ile

Ile

150

Leu

Arg

Glu

Ala

Arg

270

Ala

Arg

Ala

Thr

His

95

Cys

Tyr

Ile

Ala

val

175

Arg

Asp

Phe

Ala

Asn

255

Ala

Ser

Pro

Ser

Ser

80

His

Ser

Arg

Leu

Gly

160

Arg

Val

Ala

Val

Gly

240

Gly

Thr

Ile

Gly

Phe
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305 310 315

Ala Leu Ile Glu Trp
325

<210> 17

<211> 1287

<212> ADN

<213> Pseudomonas mevalonii

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(1287)

<223> secuencia del gen de HMG-CoA reductasa (mvaA) de Pseudomonas mevalonii

<400> 17

atgagcctog
cacatcggcce
gceoctgecga
coectatgecg
gtggaagage
ggcggettea
atacaggacc
ctggocaace
gtgecacacct
gtacgegatg
atggaagcca
cgectggeca
ggcgaggeay
cgogoggeca
ggcaacgact
tacggetoge
atgecgatge
tegetgogea
ggectggege
cacatggccce
gactgggtty

ctgetgaaac

attocecegect
agttgectogg
tggacatcge
tggccagcaa
cctegategt
ccacctecag
cgctcaatge
gcaaggacca
togeecgatac
ccatgggege
tcaceggggy
gggeccaggt
tgatcgaagg
cccacaacaa
ggcgtgeagt
tgaccaccty
cogtaggeet
tecteggegt
aaaacctogyg
tgcatgcgeg
coccggeoagtt

aaaagegegy

gcocegettte
cctgageccac
caacggcatg
cttecagate
cgeegetget
cagogoecdy
acgcctgage
gttgctcaac
cccgogtgge
caacacegte
ccaggtacge
geggattact
catcctcgac
gggcatcaty
gdgaageogge
ggaaaaggac
ggteggegge
gaaaacagec
ggececatgege
caatattgcce

ggtggaatac

ccaatga

cgtaacctgt
gacgatgtca
atcgaaaacg
aatggcegtyg
tegtacatgg
ctgatgeatg
ctgctgegee
agcctoggeg
ccgatgetgg
aataccatgg
ctgogeatte
cogcageaac
goctacgoct
aatggcatcg
goccatgogt
aacaadgged
gocacdaaaa
caggegeteg
gocctggoca
gtggtggcgg

cacgacgtgc

cccetgeege
gcoctgetgge
tcatcggecac
atgtgetggt
ccaagetgge
cocaggtaca
gcaaagacga
gcggetgecg
tggcgeacct
cogaggoogt
tgteocaacet
tggaaacgge
tcgetgoggt
acccactgat
atgcoctgecg
atttggtegg
cocatoaget
ctgagattge
ccgaaggceat
gcgcccgagg

gcgeogacog

<210> 18

<211> 428

<212> PRT

<213> Pseudomonas mevalonii

70

gegoctggac
caacgccggt
cttcgagetg
geegetggtyg
coegbgocaac
gategtegge
aatcattgaa
cgacatcgaa
gatcgtcgat
tgegecegetyg
ggccgacety
cgaatteagt
cgacccttac
cgtcgecact
cagtggtcac
cacccetggaa
ggcegcaactyg
cgtggecgta
ccagcgeggco
cgatgaggtg

cgccgtagea

320

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

1020
1080
1140
1200
1260

1287



<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(428)
<223> secuencia de proteina hidroximetilglutaril-CoA reductasa de Pseudomonas mevalonii

<400> 18

Met

Ala

Val

Gly

Ala

65

Val

Ala

His

Leu

Lys

145

val

Leu

Ser

Arg

Ser

Met

50

Ser

Glu

Arg

Ala

Ser

130

Asp

His

Ile

Leu

Leu

Leu

35

Ile

Asn

Glu

Ala

Gln

115

Leu

Gln

Thr

Val

Asp

Asp

Leu

Glu

Phe

Pro

Asn

100

Val

Leu

Leu

Phe

Asp
180

Ser

His

Ala

Asn

Gln

Ser

85

Gly

Gln

Arg

Leu

Ala

165

Val
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Arg

Ile

Asn

Val

Ile

70

Ile

Gly

Ile

Arg

Asn

150

Asp

Arg

Leu

Gly

Ala

Ile

55

Asn

Val

Phe

Val

Lys

135

Ser

Thr

Asp

Pro

Gln

Gly

40

Gly

Gly

Ala

Thr

Gly

120

Asp

Leu

Pro

Ala

71

Ala

Leu

25

Ala

Thr

Arg

Ala

Thr

105

Ile

Glu

Gly

Arg

Met
185

Phe

10

Leu

Leu

Phe

Asp

Ala

90

Ser

Gln

Ile

Gly

Gly

170

Gly

Arg

Gly

Pro

Glu

val

75

Ser

Ser

Asp

Ile

Gly

155

Pro

Ala

Asn

Leu

Met

Leu

60

Leu

Tyr

Ser

Pro

Glu

14Q

Cys

Met

Asn

Leu

Ser

Asp

45

Pro

Val

Met

Ala

Leu

125

Leu

Arg

Leu

Thr

Ser

His

30

Ile

Tyr

Pro

Ala

Pro

1190

Asn

Ala

Asp

val

Val
130

Pro

15

Asp

Ala

Ala

Leu

Lys

25

Leu

Ala

Asn

Tle

Ala

175

Asn

Ala

Asp

Asn

Val

Val

80

Leu

Met

Arg

Arg

Glu

16Q

His

Thr



Met

val

Ala

225

Gly

vVal

Ile

Ala

Thr

305

Met

Leu

Leu

Met

His

385

Asp

Arg

Ala

Arg

210

Gln

Glu

Asp

Asp

Gly

290

Thr

Pro

Ala

Ala

Arg

370

Ala

Trp

Ala

Glu

195

Leu

Val

Ala

Pro

Pro

275

Ala

Trp

Met

Gln

Glu

355

Ala

Arg

val

Val

Ala

Arg

Arg

Val

Tyr

260

Leu

His

Glu

Pro

Leu

340

Ile

Leu

Asn

Ala

Ala
420

vVal

Ile

Ile

Ile

245

Arg

Ile

Ala

Lys

Val

325

Ser

Ala

Ala

Ile

Arg

405

Leu
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Ala

Leu

Thr

230

Glu

Ala

Val

Tyr

Asp

310

Gly

Leu

val

Thr

Ala

390

Gln

Leu

Pro

Ser

215

Pro

Gly

Ala

Ala

Ala

295

Asn

Leu

Arg

Ala

Glu

375

val

Leu

Lys

Leu

200

Asn

Gln

Ile

Thr

Thr

280

Cys

Asn

Val

Ile

Val

360

Gly

Val

Val

Gln

72

Met

Leu

Gln

Leu

His

265

Gly

Arg

Gly

Gly

Leu

345

Gly

Ile

Ala

Glu

Lys
425

Glu

Ala

Leu

Asp

250

Asn

Asn

Ser

His

Gly

330

Gly

Leu

Gln

Gly

Tyr

410

Arg

Ala

Asp

Glu

235

Ala

Lys

Asp

Gly

Leu

315

Ala

Val

Ala

Arg

Ala

395

His

Gly

Ile

Leu

220

Thr

Tyr

Gly

Trp

His

300

Val

Thr

Lys

Gln

Gly

380

Arg

Asp

Gln

Thr

205

Arg

Ala

Ala

Ile

Arg

285

Tyr

Gly

Lys

Thr

Asn

365

His

Gly

Val

Gly

Leu

Glu

Phe

Met

270

Ala

Gly

Thr

Thr

Ala

350

Leu

Met

Asp

Arg

Gly

Ala

Phe

Ala

255

Asn

Val

Ser

Leu

His

335

Gln

Gly

Ala

Glu

Ala
415

Gln

Arg

Ser

240

Ala

Gly

Glu

Leu

Glu

320

Pro

Ala

Ala

Leu

Val

400

Asp
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15

20

25

<210> 19

<211> 1302
<212> ADN
<213> Silicibacter pomeroyi

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(1302)
<223> secuencia del gen de hidroximetilglutaril-CoA reductasa de Silicibacter pomeroyi

<400> 19

atgacaggca
ctcgaccecyg
atcagegege
aacgtecateg
cgcgactatc
atggcgegta
cgcgoccaga
goccacaagqg
ggtggeggct
gtegtectge
atggccgaac
atcctgtega
acactgacaa
gegettgeca
atcgacoeqgy
gectatgeeg
gggcggotty
aagacgcacc
ctggcccagy
gcgaccgaag
googgegeaa

gtcagcgtgg

<210> 20

<211> 433
<212> PRT
<213> Silicibacter pomeroyi

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(433)
<223> secuencia de proteina hidroximetilglutaril-CoA reductasa de Silicibacter pomeroyi

agacgggtca
cacaacggcet
tggegggtaa
gcaaattecga
tgatccegat
togogeogega
tocaggtggt
ccgegtteoat
goegaegatat
acctgateogt
ggectggecce
acctogocga
cgcagggeta
tagtegacea
togtegtege
ccegoacggy
tgggcacgat
cgaccgcacyg
teacogecge
gcatccagcg
caggcgecga

cccgtgcaaa
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catcgatggt
ggtgcgegtt
cggegecocety
actgecegetyg
ggcggtcgaa
gaatggcgga
cgggttaggt
ggaggegygcyg
cgaggtteac
cgatgtgege
cgaggtegag
cctgcgatty
tgacggogec
atategogeg
caceggeaat
tecattatace
cgaactgcce
ggcggcgcty
cgtgggtetyg
cggtcacatg
tatcgaccge

acaggtgctyg

ttgaactcge
gcegaggegyg
ccectetege
ggegtggeea
gagccctegg
ttecacecgege
gatcceocgagg
gacgetgteg
gtgttocggy
gacgcgatgy
cggattgecg
gtcocgggege
gacgtggcgo
gogaccocata
gactggegeg
tegetgacece
ctggeogettg
goccctgatge
gogcagaaca
acccttcatg
gtcaccoggyg

gaaaacacct

73

gcattgaaaa
cgggecetega
tggccaacgy
cgaatttecac
tggtggegge
atggcaccge
gogecoggea
atceggtget
atacgeeggt
gggcecaatac
gtggcaccgt
gggtggaact
ggggcatggt
acaaggggat
cgatogagge
gctgggaact
goecttgtogy
aggtagagac
tggecogocat
cgogcaacat
tcattgtcga

ga

gatgcgagat
gcecgaggeyg
gatgatcgag
tgtgaacgge
cgcgtectat
goeccttgatg
gegtcteocte
tgtcgggcetyg
gggcgegatyg
ggtcaacacg
gcggetgege
ggcccoggaa
cgaggoctge
catgaacgge
gaggtgcoccat
ggcgaatgac
cggcgegace
tgcaaccgaa
cogegegety
cgcgatcatg

agcgggcogac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1302



<400> 20

Met

1

Lys

Ala

Ala

Lys

65

Arg

Ala

Ala

Leu

Ala

145

Gly

val

Met

val

Leu

Thr

Met

Ala

Leu

50

Phe

Asp

Ala

His

Gly

130

Phe

Gly

Gly

Gly

Glu

210

Ala

Gly

Arg

Gly

35

Pro

Glu

Tyr

Ser

Gly

115

Asp

Met

Gly

Ala

Ala

195

Arg

Asp

Lys

Asp

20

Leu

Leu

Leu

Leu

Tyr

100

Thr

Pro

Glu

Met

180

Asn

Ile

Leu

Thr

Leu

Glu

Ser

Pro

Ile

85

Met

Ala

Glu

Ala

Arg

165

val

Thr

Ala

Arg

ES 2 628 847 T3

Gly

Asp

Pro

Leu

Leu

70

Pro

Ala

Pro

Gly

Ala

150

Asp

val

Val

Gly

Leu

His

Pro

Glu

Ala

55

Gly

Met

Arg

Leu

Ala

135

Asp

Ile

Leu

Asn

Gly

215

val

Ile

Ala

Ala

40

Asn

Val

Ala

Ile

Met

120

Arg

Ala

Glu

His

Thr

200

Thr

Arg

74

Asp

Gln

25

Ile

Gly

Ala

Val

Ala

105

Arg

Gln

Val

Val

Leu

185

Met

Val

Ala

Gly

Arg

Ser

Met

Thr

Glu

90

Arg

Ala

Arg

Asp

His

170

Ile

Ala

Arg

Arg

Leu

Leu

Ala

Ile

Asn

75

Glu

Glu

Gln

Leu

Pro

155

Val

Val

Glu

Leu

Val

Asn

Val

Leu

Glu

60

Phe

Pro

Asn

Ile

Leu

140

val

Phe

Asp

Arg

Arg

220

Glu

Ser

Arg

Ala

45

Asn

Thr

Ser

Gly

Gln

125

Ala

Leu

Arg

Val

Leu

205

Ile

Leu

Arg

Val

30

Gly

Val

Val

Val

Gly

110

Val

His

Vval

Asp

Arg

190

Ala

Leu

Ala

Ile

15

Ala

Asn

Ile

Asn

Val

85

Phe

Val

Lys

Gly

Thr

175

Asp

Pro

Ser

Pro

Glu

Glu

Gly

Gly

Gly

80

Ala

Thr

Gly

Ala

Leu

160

Pro

Ala

Glu

Asn

Glu
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225

Thr Leu Thr

Val Glu Ala

His Asn Lys
275

Gly Asn Asp
290

Arg Thr Gly
305

Gly Arg Leu

Gly Gly Ala

Met Gln Val
355

Gly Leu Ala
370

Ile Gln Arg
385

Ala Gly Ala

Glu Ala Gly

Thr

<210> 21

<211> 1290

<212> ADN

<213> Delftia acidovorans

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(1290)

<223> secuencia de nucledétidos de hidroximetilglutaril-CoA reductasa de Delftia acidovorans

Thr

Cys

260

Gly

Trp

His

Val

Thr

340

Glu

Gln

Gly

Thr

Asp
420

Gln

245

Ala

Ile

Arg

Tyr

Gly

325

Lys

Thr

Asn

His

Gly

405

Val

ES 2 628 847 T3

230

Gly

Leu

Met

Ala

Thr

310

Thr

Thr

Ala

Met

Met

390

Ala

Ser

Tyr

Ala

Asn

Ile

295

Ser

Ile

His

Thr

Ala

375

Thr

Asp

Val

Asp

Ile

Gly

280

Glu

Leu

Glu

Pro

Glu

360

Ala

Leu

Ile

Ala

75

Gly

Val

265

Ile

Ala

Thr

Leu

Thr

345

Leu

Ile

His

Asp

Arg
425

Ala

250

Asp

Asp

Gly

Arg

Pro

330

Ala

Ala

Arg

Ala

Arg

410

Ala

235

Asp

Pro

Pro

Ala

Trp

315

Leu

Arg

Gln

Ala

Arg

395

Val

Lys

val

Tyr

Val

His

300

Glu

Ala

Ala

Val

Leu

380

Asn

Thr

Gln

Ala

Arg

Val

285

Ala

Leu

Leu

Ala

Thr

365

Ala

Ile

Arg

Val

Arg

Ala

270

Val

Tyr

Ala

Gly

Leu

350

Ala

Thr

Ala

Val

Leu
430

Gly

255

Ala

Ala

Ala

Asn

Leu

335

Ala

Ala

Glu

Ile

Ile

415

Glu

240

Met

Thr

Thr

Ala

Asp

320

Val

Leu

Val

Gly

Met

400

Val

Asn
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15

<400> 21

atggttgecoyg
ttectggecy
gocetgacae
cegotgggeg
gtggaggagce
gggggctttce
gtgaccgatc
cgegecaaca
gteecatgtet
gtgegegacy
gtocgagaaga
cggctggecce
ggcgaggaga
cgegeggeca
ggcaacgact
tacacctege
ctgceccatge
gecgctgaaga
ggoctggege
cacatggece
gatgcegtgg

gtgctggecg

<210> 22
<211> 429

<212>

PRT

attcgegact
atgcctgogg
tggegetgge
tggccggcaa
ccteggtggt
agacctcaag
cacacggeoge
goegagacaa
teceocgacac
ccatgggcgde
teacgggogy
gogecogegt
tcatcgaagg
cgeacaacaa
ggcgegeggt
tgacgegetyg
cggtgggect
tcatggacct
agaacctgggy
tgcacgeceyg
cgegecaget

cgctgegege

<213> Delftia acidovorans

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(429)
<223> secuencia de proteina hidroximetilglutaril-CoA reductasa de Delftia acidovorans

ES 2 628 847 T3

gcoccaattte
cotgtecgat
cgacggceatyg
cttecgagte
ggecgeegec
cacgctgeeg
gegeetggec
ggtgctgate
gcegegegge
caacaccgte
cagcgtgcgy
goggctecacg
cgtgetggac
gggaatcatg
cgaggeagge
ggaaaaggat
tgtcggoegge
gcagtcegeco
cgecectgege
caacatcgoe
ggecgecgag

cagggcctga

cgcgecctca
gecgagegeg
atcgagaacg
aacggocgeyg
tcogtacatgg
ctgatgcgeg
gtgctgcagy
ggcetgggeg
cacatgetgg
aacaccatgg
ctgecgcatce
cogoagacca
gcctatacct
aacggcateg
geceatgeet
gecggeggeg
gocaccaaga
cagcagctgg
gocctggeca
ctggtggeeg

cacgacgtgce

76

caccggocca
cecktgetege
tgtteggeag
acgtgetggt
ccaagctgge
cccaggtcoca
cgegtgegea
geggetgeaa
tggtccacct
cegaatoggt
tgtccaacct
tggccacgca
tcgeggecat
accecgteat
atgecagecg
cectggtegy
cccatceget
gcgagatcoge
ccgaaggeat
gegecacggy

gecaccgaccyg

gogecgggat
tgececegygt
cttegagetg
geccatggeg
gogogaggac
ggtgctggge
gatcatcgag
ggacategag
gatcgtggac
ggcgececty
ggoccgacctg
ggatcgcage
cgacccctac
cgtggecacy
cageggeage
cageategag
ggcacgcctg
cgcagecgta
tcagcgegygc
cgacgaggte

cgegetggaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

12380



<400> 22

Met

Gln

Gly

Ala

65

Val

Ala

Leu

Arg

145

val

Leu

val

Ala
225

Gly

Val

Arg

Ala

Met

50

Gly

Glu

Arg

Ala

Ala

130

Asp

Hisg

Ile

Ala

Arg

210

Arg

Glu

Ala

Arg

Leu

35

Ile

Asn

Glu

Glu

Gln

115

Val

Lys

Vval

Val

Glu

195

Leu

Val

Glu

Asp

Asp

20

Len

Glu

Phe

Pro

Asp

100

Val

Leun

Val

Phe

Asp

180

Ser

Arg

Arg

Ile

Ser

Phe

Ala

Asn

Arg

Ser

85

Gly

Gln

Gln

Leu

Pro

165

Val

Val

Ile

Leu

Ile
245

ES 2 628 847 T3

Arg

Leu

Ala

val

val

70

Val

Gly

val

Ala

Ile

150

Asp

Arg

Ala

Leu

Thr

230

Glu

Leu

Ala

Pro

Phe

55

Asn

Val

Phe

Leu

Arg

135

Gly

Thr

Asp

Pro

Ser

215

Pro

Gly

Pro

Asp

Gly

40

Gly

Gly

Ala

Gln

Gly

120

Ala

Leu

Pro

Ala

Leu

200

Asn

Gln

val

77

Asn

Ala

25

Ala

Ser

Arg

Ala

Thr

105

Val

Gln

Gly

Arg

Met

185

Val

Leu

Thr

Leu

FPhe

10

Cys

Leu

FPhe

Asp

Ala

90

Ser

Thr

Ile

Gly

Gly

170

Gly

Glu

Ala

Leu

Asp
250

Arg

Gly

Pro

Glu

Val

75

Ser

Ser

Asp

Ile

Gly

155

Pro

Ala

Lys

Asp

Ala

235

Ala

Ala

Leu

Leu

Leu

60

Leu

Tyr

Thr

Pro

Glu

140

Cys

Met

Asn

Ile

Leu

220

Thr

Tyr

Leu

Ser

Ala

45

Pro

Val

Met

Leu

His

125

Arg

Lys

Leu

Thr

Thr

205

Arg

Gln

Thr

Thr

Asp

Leu

Leu

Pro

Ala

Pro

110

Gly

Ala

Asp

Val

Val

130

Gly

Leu

Asp

Phe

Pro

15

Ala

Ala

Gly

Met

Lys

95

Leu

Ala

Asn

Ile

Val

175

Asn

Gly

Ala

Arg

Ala
255

Ala

Glu

Asp

val

Ala

Leu

Met

Arg

Ser

Glu

160

His

Thr

Ser

Arg

Sar

240

Ala
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Ile Asp Pro

Ile Asp Pro
275

Ala Gly aAla
290

Thr Arg Trp
305

Len Pro Met

Leun Ala Arg

Leu Gly Glu
355

Leun Arg Ala
370

His Ala Arg
385

Asp Ala Val

Arg Ala Len

<210> 23

<211> 5726

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

Tyr

260

Val

His

Glu

Pro

Len

340

Ile

Len

Asn

Ala

Glu
420

Arg

Ile

Ala

Lys

Val

325

Ala

Ala

Ala

Ile

Arg

405

Val

ES 2 628 847 T3

Ala

Val

Tyr

Asp

310

Gly

Len

Ala

Thr

Ala

390

Gln

Len

Ala

Ala

Ala

295

Ala

Len

Lys

Ala

Glu

375

Len

Leu

Ala

<223> Construccion sintética: plasmido pAM70

<400> 23

Thr

Thr

280

Ser

Gly

Val

Ile

Val

360

Gly

Val

Ala

Ala

Hisg

265

Gly

Arg

Gly

Gly

Met

345

Gly

Ile

Ala

Ala

Len
425

Asn

Asn

Ser

Ala

Gly

330

Asp

Leu

Gln

Gly

Glu

410

Arg

Lys

Asp

Gly

Leu

315

Ala

Len

Ala

Arg

Ala

395

Hisg

Ala

Gly

Trp

Ser

300

Val

Thr

Gln

Gln

Gly

380

Thr

Asp

Arg

Ile

Arg

285

Tyr

Gly

Lys

Ser

Asn

365

His

Gly

val

Ala

Met

270

Ala

Thr

Ser

Thr

Ala

350

Leu

Met

Asp

Arg

Asn

Val

Ser

Ile

His

335

Gln

Gly

Ala

Glu

Thr
415

tcgegeghtt cggtgatgac ggtgaaaacc tctgacacat gcagetcoceog gagacggtca

cagcttgtet gtaagoggat googggagea gacaageococyg tcagggogog tcagogggtg

ttggcaggotg tcggggetgg cttaactatg cggcatcaga gcagattgta ctgagagtge

accataccac agettitcaa tteaattcat catttttttt ttattetttt ttttgattte

78

Gly

Glu

Len

Glu

320

Pro

Gln

Ala

Len

Val

400

Asp

60

120

180

240



ggkttctttg
agcacagact
cagtattctt
cgaaagctac
ttaatatcat
aggaattact
tggatatctt
ccaagtacaa
aattgcagta
acggtgtggt
aggaacctag
gagaatatac
ttattgectea
ccggtgtggg
atgtggtctc
gggatgctaa
gatgcggeca
aaattagagc
agatgecgtaa
tcgegttaaa
teecettataa
agagtccact
gcgatggeec
aagcactaaa
cgaacgtgge
gtgtageggt
gcgegtegeg
cotottoget
taacgccagyg
acgactecact
agcttgatat

cggtggagct

aaattttttt
tagattggta
aacccaactg
atataaggaa
geacgaaaaqg
ggagttagtt
gactgatttt
ttttttacte
ctotgogggt
gggcccaggt
aggcocttttyg
taagggtact
aagagacatg
tttagatgac
tacaggatct
ggtagagggt
gcaaaactaa
ttcaatttaa
ggagaaaata
tttttgttaa
atcaaaagaa
attaaagaac
actacgtgaa
teggaacocet
gagaaaggaa
cacgctgeoge
ccattcgcecca
attacgccag
gttttcccag
atagggcgaa
cgaattcoctg

ccagettttyg

ES 2 628 847 T3

gattcggtaa
tatatacgca
cacagaacaa
cgtgectgcta
caaacaaact
gaagcattag
tccatggagg
ttogaagaca
gtatacagaa
attgttagcg
atgttageag
gttgacattg
ggtggaagag
aagggagacyg
gacattatta
gaacgttaca
aaaactgtat
ttatatcagt
ccegecatcagy
atcagctcat
tagacecgaga
gtggactcca
cecatcaccct
aaagggagcc
gggaagaaag
gtaaccacca
ttcaggctge
ctggogaaaqg
tcacgacgtt
ttgggtaccyg
cagcocgggy

tteceotttag

tctccocgaaca
tatgtagtgt
aaacctgcag
ctcatcctag
tgtgtgette
gtccocaaaat
gcacagttaa
gaaaatttge
tagcagaatyg
gtttgaagca
aattgtcatg
cgaagagcga
atgaaggtta
cattgggtca
ttgttggaag
gaaaagcagg
tataagtaaa
tattacccta
aaattgtaaa
tttttaacca
tagggttgag
acgtcaaagg
aatcaagttt
ceccgatttag
cgaaaggagc
cacccgocge
gcaactgttg
ggggatgtgo
gtaaaacgac
ggcccceect
gatccactag

tgagggttaa

79

gaaggaagaa
tgaagaaaca
gaaacgaaga
tocectgttget
attggatgtt
ttgtttacta
gccegetaaag
tgacattggt
ggcagacatt
ggcggcagaa
caagggetoc
caaagatttt
cgattggttyg
acagtataga
aggactattt
ctgggaagca
tgcatgtata
tgcggtgtga
cgttaatatt
ataggccgaa
tgttgttoca
gcgaaaaace
tttggggteg
agcttgacgg
gggcgetagg
gcttaatgeg
ggaagggcga
tgcaaggoga
ggccagtgag
cgaggtcgac
ttctagageg

ttgcgegett

cgaaggaagg
tgaaattgoe
taaatcatgt
gocaagctat
cgtacecacca
aaaacacatg
gcattatceg
aatacagtca
acgaatgcac
gaagtaacaa
ctatectactg
gttatcgget
attatgacac
accgtggatg

gcaaagggaa

tatttgagaa
ctaaactcac
aataccgcac
ttgttaaaat
atcggcaaaa
gtttggaaca
gtctatcagg
aggtgccgta
ggaaagcogg
gogeotggeaa
ccgetacagyg
teggtgoggg
ttaagttgag
cgcgegtaat
ggtatcgata
gccgocaceg

ggcgtaatca

300

380

420

480

540

600

660

720

780

840

9200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1%20

1980

2040

2100

2160



tggtcatagc
gcoggaagea
gegttgeget
atcggccaac
actgactcge
gtaatacggt
cagcaaaagg
cccectgacyg
ctataaagat
ctgeegetta
agcotcacget
cacgaacccc
aaccoggtaa
gcgaggtatg
agaaggacag
ggtagctctt
cagcagatta
tetgacgete
aggatcttca
tatgagtaaa
atctgtetat
egggagggct
gotecagatt
gcaactttat
tcgecagtta
tegtogtttg
teccocatgt
aagttggecyg
atgeccateeyg
tagtgtatge

catagcoagaa

tgtttecectgt
taaagtgtaa
cactgceccge
gocgcgggygag
tgcgeteggt
tatccacaga
ccaggaaccg
agcatcacaa
accaggegtt
ccggatacect
gtaggtatcet
cecgttecagec
gacacgactt
taggeggtge
tatttggtat
gatccggcaa
cgogoagaaa
agtggaacga
cctagatcct
cttggtctga
ttegttcate
taccatctgg
tatcagcaat
cogoectocat
atagtttgcg
gtatggette
tgtgcaaaaa
cagtgttate
taagatgett
ggcgaccgag

ctttaaaagt

ES 2 628 847 T3

gtgaaattgt
agecctggggt
tttecagteg
aggcggtityg
cgttecggetg
atcaggggat
taaaaaggcc
aaatcgacgce
tececetgga
gtcocgecttt
cagtteggtyg
cgaccgetgo
atcgecactg
tacagagttc
ctgegetetg
acdaaccacc
aazaggatct
aaactcacgt
tttaaattaa
cagttaccaa
catagttgcc
ccccagtget
aaaccagcca
ccagtetatt
caacgttgtt
attcagctce
agcggttage
actcatggtt
ttetgtgact
ttgetcttge

goteoateatt

tatcegetea
gcctaatgag
ggaaacctgt
cgtattggge
eggcgagegyg
aacgcaggaa
gcgttgetgg
tcaagtcaga
ageteceteg
ctececettegg
taggtegtte
gcecttatceg
goageageea
ttgaagtggt
ctgaagccag
gctggtageg
caagaagatc
taagggattt
aaatgaagtt
tgettaatca
tgactoceceg
gcaatgatac
gccggaagyyg
aattgttgeoc
gccattgcta
ggttcccaac
teetteggte
atggeagoac
ggtgagtact
ccggegtcaa

ggaaaacgtt

80

caattccaca
tgaggtaact
cgtgccoaget
getetteege
tatcagctca
agaacatgtg
cgttttteca
ggtggegaaa
tgegetetee
gaagegtgge
getocaaget
gtaactatcg
ctggtaacag
ggcctaacta
ttaccttegg
gtggtttttt
ctttgatctt
tggtcatgag
ttaaatcaat
gtgaggcacc
tegtgtagat
cgcgagaccc
ccgagegcag
gggaagctag
caggecatogt
gatcaaggceg
cteogategt
tgeataattc
caaccaagte

tacgggataa

ctteggggeg

caacatagga
cacattaatt
gcattaatga
ttecteogete
ctcaaaggecg
agcaaaaggc
taggctcecge
ccogacagga
tgttcecgace
gctttcteat
gggctgtgty
tecttgagtce
gattagcaga
cggctacact
aaaaagagtt
tgtttgcaaq
ttectacgggyg
attatcaaaa
ctaaagtata
tatectcageg
aactacgata
acgctcaceg
aagtggtcct
agtaagtagt
ggtgtcacge
agttacatga
tgtcagaagt
tettactgte
attetgagaa
taccgcocgccea

aaaactctea

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3940

4020
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aggatcttac
tocagecatott
gcaaaaaagg
tattattgaa
tagaaaaata
agcatctgtyg
aaagaatctg
acgaagaatc
caaacaaaga
taccaacaaa
ttttetaaca
tettgataac
attttctett
gctgegggtyg
ttgogeoatac
tatgaacggt
gtattgtttt
atactagaga
aaggtggatg
ttgagcaatg
cgtttttggt
agttectata
aacgageget
acctatatet
ttatgcttaa
ctcectgtgat
tagctgttct
ttectttgat

taggegtate

cgctgttgagy
ttactttcac
gaataagggce
geatttatea
aacaaatagg
ctteattttg
agctgecattt
tgtgeottcat
atctgagctyg
gaatctatac
aagcatctta
tttttgeact
ccataaaaaa
cattttttca
tttgtgaaca
ttettetatt
cgatteacte
taaacataaa
ggtaggttat

tttgtggaag

tttttgaaag
ctttetagag
tocgaaaatg
gegtgttgee
atgcgtactt
attatcccat
atatgctgece
attggatcat

acgaggcect

ES 2 628 847 T3

atccagtteg
cagcecgtttet
gacacggaaa
gggttattgt
ggtteocgege
tagaacaaaa
ttacagaaca
ttttgtaaaa
catttttaca
ttettttttg
gattactttt
gtaggtcegt
agcctgacto
agataaaggc
gaaagtgata
ttgtetctat
tatgaatagt
aaatgtagag
atagggatat
cggtattogo
tgcgtecttea
aataggaact
caacgagage
tgtatatata
atatgcgtet
tccatgeggg
actcctcaat
actaagaaac

ttegte

<210> 24

<211> 8125

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética: plasmido pAM01147

atgtaaccca
gggtgagcaa
tgttgaatac
cteatgageg
acatttccce
atgcaacgeg
gaaatgcaac
caaaaatgca
gaacagaaat
ttoctacaaaa
tttetecttt
taaggttaga
cacttcocege
atccccgatt
gcgttgatga
atactacgta
tettactaca
gtegagttta
agcacagaga
aatattttag
gagcgetttt
teggaatagg
tgogeacata
tatacatgag
atttatgtag
gtatcgtatyg
tggattagtc

cattattate

81

ctcgtgeace
aaacaggaag
tcatactett
gatacatatt
gaaaagtgec
agagcgcetaa
gcgaaageoge
acgcgagagce
gcaacgcgag
atgcatoceyg
gtgegeteta
agaaggctac
gtttactgat
atattctata
ttcttcattg
taggaaatgt
atttttttgt
gatgeaagtt
tatatagcaa
tagctegtta
ggttttcaaa
aacttcaaag
cagctcactg
aagaacggca
gatgaaaggt
cttocecttcag
tcatecttea

atgacattaa

caactgatct
gcaaaatgecc
cctttttcaa
tgaatgtatt
acctgaacga
ttttteaaac
tattttacca
gctaattttt
agcgctattt
agagegetat
taatgeagte
tttggtgtet
tactagecgaa
ccgatgtgga
gtcagaaaat
ttacatttte
ctaaagagta
caaggagcga
agagatactt
cagtceggtyg
agocgetetga
cgtttecgaa
ttcacgtege
tagtgegtgt
agtctagtac
cactaccctt
atgctatcat

cetataaaaa

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5726



<400> 24

togegegttt
cagcttgtcet
ttggegggtg
accataccac
ggtttctttg
agcacagact
cagtattctt
cgaaagctac
ttaatatcat
aggaattact
tggatatctt
ccaagtacaa
aattgcagta
acggtgtggt
aggaacctag
gagaatatac
ttattgcteca
ccggtgtggg
atgtggtcte
gggatgetaa
gatgeggeca
aaattagagc
agatgcgtaa
togogttaaa
tcccttataa
agagtccact
goegatggeoe
aagcactaaa

cgaacgtggc

cggtgatgac
gtaagcggat
teggggetgyg
agcttttcaa
aaattttttt
tagattggta
aacccaactg
atataaggaa
goacgaaaaqg
ggagttagtt
gactgatttt
ttttttactc
ctctgcgggt
gggococaggt
aggecettttyg
taagggtact
aagagacatg
tttagatgac
tacaggatct
ggtagagggt
gcaaaactaa
ttcaatttaa
ggagaaaata
tttttgttaa
atcaaaagaa
attaaagaac
actacgtgaa
teggaaceet

gagaaaggaa
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ggtgaaaace
gcecgggagea
cttaactatg
ttcaattecat
gattcggtaa
tatatacgca
cacagaacaa
cgtgetgeta
caaacaaact
gaagcattag
tccatggagg
ttcgaagaca
gtatacagaa
attgttageg
atgttagcag
gttgacattyg
ggtggaagag
aagggagacy
gacattatta
gaacgttaca
aaaactgtat
ttatatecagt
cogcatcagg
atcagctcat
tagaccgaga
gtggacteca
ccatcacoct
aaagggagec

gggaagaaad

totgacacat
gacaagoccqg
cggcatcaga
catttttttt
tcteccgaaca
tatgtagtgt
aaacctgcag
ctcateetag
tgtgtgette
gtoccaaaat
gcacagttaa
gaaaatttge
tagcagaatg
gtttgaagca
aattgtcatyg
cgaagagoga
atgaaggtta
cattgggtca
ttgttggaag
gaaaagcagqg
tataagtaaa
tattacccta
aaattgtaaa
tttttaacca
tagggttgag
acgtcaaagyg
aatcaagttt
ceogatttag

cgaaaggage

82

goageteoeg
tcagggcgey
gcagattgta
ttattetttt
gaaggaagaa
tgaagaaaca
gaaacgaaga
tectgttget
attggatgtt
ttgtttacta
gecgctaaag
tgacattggt
ggcagacatt
ggcggcagaa
caagggotoe
caaagatttt
cgattggttyg
acagtataga
aggactattt
ctgggaagea
tgcatgtata
tgeggtgtga
cgttaatatt
ataggcoccgaa
tgttgttceeca
gogaaaaace
tttggggteg
agettgacqg

gggegctagy

gagacggtca
tcagcgggtyg
ctgagagtge
ttttgattte
cgaaggaagyg
tgaaattgcce
taaatcatgt
gccaagetat
cgtaccacca
aaaacacatg
gcattatccg
aatacagtca
acgaatgcac
gaagtaacaa
ctatetactyg
gttategget
attatgacac
accgtggatg
gcaaagggaa
tatttgagaa
ctaaactcac
aataccgeac
ttgttaaaat
atcggcaaaa
gtttggaaca
gtetatecagg
aggtgeegta
ggaaagcecgg

gogotggoaa

&0

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

10890

1149

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740



gtgtagcggt
gcgegtcgeg
cctetteget
taacgeccagg
acgacktcact
agcettgatat
gcagaagatt
atactggatc
agcettacaca
gaattttcga
aaaaaaaaac
ataatcatta
aaataaaata
tctateogatt
agteocttata
cteotgacate
cacctgetac
cagttgctaa
ctgocaagge
gogtettegt
aatgaccatt
cgtacgoegty
gatctatgee
cgaaagcata
ccaattgctyg
acaagatoct
cagecattgt
caactaacat
caccacctaa
ttettetcaa
gagcatgcat

tagecatgta

cacgctgege
ccattcgecca
attacgeocag
gtttteocecag
atagggcgaa
cgaatteoctg
agactttttt
taaagagtac
acacggttta
gttattaaac
tgcataaagg
aaagataaat
aactattatt
tcaattcaat
atocgaattec
gtgatattca
aaccgctata
agocctcatt
ttgggcagtt
tgeaccacct
attatecttc
agoccccagec
gttcataata
agegteotaga
tggggttatt
tagacgeact
gtttactgtyg
aggtcctcta
cgaatttaac
caatgaaagt
aagtggggct

tgatgetget
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gtaaccacca
ttcaggectgce
ctggegaaag
tcacgacgtt
ttgggtaccg
cagooogggy
tgttgecaagt
aatagatgga
tttogaaata
ttaaaatacg
cattaaaaga
aatagtetat
ttagcgtaaa
tcaattcagt
tggocteotet
actaattgte
ttecctegeat
gocacccaaat
ttaactecta
actaatccaa
teccaagtag
toctacggete
cctttattat
ataccttcaa
cttacttgtyg
tgacogecag
ttogeoocoea
ggagtgtcag
aattgatctt
ctggcgttta
gaactgctgg

gcaactatag

cacecegeege
gcaactgttg
ggggatgtge
gtaaaacgac
ggceoccccct
gatcocactag
gggatgagct
taagaatatt
atatcettcot
ctgaacccga
ggagcgaatt
atatacgtat
ggatggggaa
gotgatggtyg
tttgttttag
tggcaaccca
gcaaggccat
tttgageoaag
atattcttaa
coggcategy
ttagagaacc
tccaatogtt
gtgtagegge
tecacagectce
cacgagcetaa
taattgeceto
ttgcatcacyg
cgaatgtatg
ttetattage
aaggatettg
tggtgaaacc

atggttecte

83

gcttaatgceg
ggaagggcga
tgcaaggoga
ggccagtgag
cgaggtcgac
ttetagageg
tggagecagga
ggcageoegcaa
cgaaagettt
acatagaaat
tttttttaat
ataaataaaa
agagaaaaga
atgatgccct
aagtgcgacyg
atcgacttcog
gtgaccectt
accaacagcc
agataattga
catetccaga
ataatgtccg
accagtagca
tetgtatggyg
ccocgaaaat
tcttagatea
cattaatggt
aacatctacyg
cacttcgatg
caattctatt
tataccaacg
tecgttegcet

aacgactagt

ccgcetacagg
tcggtgeggag
ttaagttggg
cgegegtaat
ggtatcgata
goegettatt
agaatacact
aaaggcttca
aacgaacgca
atcgaatggg
aaaaatctta
aatattcaaa
aaaaaattga
ttatcgteat
goacgatectyg
togoooctty
tgaatacctt
acagcgatct
gccagagggt
gtaccgacta
gacctacaag
acaattagtyg
tcaacagogyg
teegetgttt
gctaaattag
gogacggett
attaagtgag
tetctacaac
atctcatett
atttgtactt
cttgccaatt

gggaccaaaa

1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
29410
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600

3660



catcecectace
taacattttc
aagaaacgtce
gactcaggtt
tcaactgttt
cctgctttta
tggctatttt
cgetthttgy
tgagcctteg
taagaatgta
ctaccaataa
tgtgagcgat
accgtacata
ttgtaaacaa
ggtggagctc
ggtcatagect
ccggaageat
cgttgegete
tcggeccaacy
ctgactcget
taatacggtt
agcaaaaggc
cccctgacga
tataaagata
tgecgettac
gctcacgetg
acgaaccooc
acccggtaay
cgaggtatgt
gaaggacagt

gtagectottg

attaatttga
gatcatacca
atcatggett
tctgaatgct
ttttttatca
tatctttgct
gtgaacactg
accctttece
ctecaacagtg
tgaacaaaat
tatttacaac
atcaaaagta
tetttocata
tteggteococt
cagekbtttgt
gtttectgtg
aaagtgtaaa
actgeccget
cgeggggayga
gocgoteggte
atccacagaa
caggaacagt
gcatcacaaa
ccaggegttt
cggatacctyg
taggtateotce
cgttoagece
acacgactta
aggcoggtget
atttggtate

atcoggeaaa

ES 2 628 847 T3

aaattcgaag
ttagecgatgt
aatcccaata
ggcaatctge
tgttgatgct
agccaaacta
tatagccagt
ttatttttgg
ctocgaagta
aaaggggaaa
ttttecttat
acgaaatgaa
gattttecaat
acatgtgagg
tocctttagt
tgaaattgtt
gectggggtyg
ttccagtegyg
ggeggtttge
gtteggetge
tcaggggata
aaaaaggccg
aatcgacgct
ccccocctggaa
tecgeoottte
agttoggtgt
gaccgotgeg
tegocactgyg
acagagttcet
tgegctetge

caaaccaccqg

caacggogta
ccataggcaa
gttgtcctat
tatctaaaga
ctgcataata
actgaacata
cctteoggate
gttaaggaaa
tagettteca
aattacccce
gattttttea
cttcgegget
ctttgatgte
aaattcegctg
gagggttaat
atccgetcac
cctaatgagt
gaaacctgte
gtattgggeg
ggcgageggt
acgcaggaaa
cgttgetgge
caagtcagag
gctecctogt
tecectteggy
aggtogtteg
cottatecgg
cagcagacac
tgaagtggtg
tgaagccagt

etggtagegy

84

cggaagttog
tgcteocageg
gtgatctaaa
catatgtttt
atgcccataa
gctacacatt
acggtcaaca
atgacagaaa
aaaggagagg
tctactttac
ctgaageget
cgtgctatat
tecatggtgg
tgacacgcgg
tgegegettyg
aattcecacac
gaggtaactc
gtgccagetg
ctecttcoeget
atcagctcac
gaacatgtga
gtttttecat
gtggcgaaac
gogekctect
aagegtggoyg
ctocaagetyg
taactategt
tggtaacagg
geotaactac
taccttegga

tggttttttt

aaagtaccta
ttggccaaca
cgagoageey
gagggaatat
atatttccga
attttecagct
gttgtccgag
atatatctaa
caaagcaatt
caaacgaata
tcgeaatagt
tettgttgcet
tacagagaac
caogcecacogco
gogtaatcat
aacataggag
acattaattg
cattaatgaa
tcctogetca
tcaaaggegg
gcaaaaggce
aggctecgec
ccgacaggac
gttocgacec
ctttectcata
ggctgtgtge
cttgagteca
attagcagag
ggctacacta
aaaagagttg

gtttgcaage

3720

3780

3840

3500

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

52210

5280

5340

5400

5460

5520



agcagattac
ctgacgectca
ggatcttecac
atgagtaaac
tctgtetatt
gggagggett
ctccagattt
caactttatc
cgocagttaa
cgtegtttgg
cccccatgtt
agttggecege
tgeocatoegt
agtgtatgcg
atagcagaac
ggatottace
cagcatcttt
caaaaaaqgqg
attattgaag
agaaaaataa
gcatectgtge
aagaatctga
cgaagaatct
aaacaaagaa
accaacaaag
tttctaacaa
cttgataact
ttttetettce
ctgcgggtge
tgegeatact
atgaacggtt

tattgtttte

gcgcagaaaa
gtggaacgaa
ctagatcctt
ttggtctgac
tegtteoatec
accatctgge
atcagcaata
cgccteccatc
tagtttgege
tatggotteca
gtgcaaaaaa
agtgttatea
aagatgottt
goegaccgagt
tttaaaagtyg
gotgttgaga
tacttteace
aataagggcg
catttatcag
acaaataggg
ttecattttgt
gotgoatttt
gtgcttcatt
tetgagetge
aatctatact
agcatcttag
ttttgeactg
cataaaaaaa
attttttcaa
ttgtgaacag
tecttetattt

gattcactct
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aaaggatctc
aactcacgtt
ttaaattaaa
agttaccaat
atagttgcct
cccagtgetyg
aaccagccag
cagtctatta
aacgttgttg
tteoagcteeg
goggttagect
cteoatggtta
tctgtgactg
tgetettgee
cteoatcattg
tccagttoga
agegtttotyg
acacggaaat
ggttattgte
gttcocgegea
agaacaaaaa
tacagaacag
tttgtaaaac
atttttacag
tcttttttgt
attacttttt
taggteogtt
gecctgactcce
gataaaggca
aaagtgatag
tgteotctata

atgaatagtt

aagaagatcc
aagggatttt
aatgaagttt
gcttaatcag
gactccccgt
caatgatacce
ceggaaggge
attgttgccg
ccattgetac
gttoccaacg
cotteggtce
tggcagecact
gtgagtactc
cggogtcaat
gaaaacgtte
tgtaacccac
ggtgagcaaa
gttgaatact
tcatgagogg
catttcececcyg
tgecaacgega
daatgcaacg
aaaaatgcaa
aacagaaatg
tctacaaaaa
ttecteectttg
aaggttagaa
acttcccgeg
tceocecegatta
cgttgatgat
tactacgtat

cttactacaa

85

tttgatcttt
ggtcatgaga
taaatcaate
tgaggcacct
cgtgtagata
gogagacoca
cgagcgcaga
ggaagctaga
aggecategtg
atcaaggecga
teccgatcegtt
gcataattet
aaccaagtca
acgggataat
tteggggecga
togtgoacoc
aacaggaagg
catactctte
atacatattt
aaaagtgcca
gagogetaat
cgaaagogot
cgcgagagcy
caacgogaga
tgcatccega
tgegetcectat
gaaggetact
tttactgatt
tattctatac
tetteattgg
aggaaatgtt

tttttetgtc

tctacggggt

ttatcaaaaa
taaagtatat
atctcagecga
actacgatac
cgetcacogyg
agtggtectyg
gtaagtagtt
gtgtecacget
gttacatgat
gtcagaagta
cttactgteca
ttctgagaat
accgcgecac
aaactctcaa
aactgatctt
caaaatgcocg
ctttttecaat
gaatgtattt
cctgaacgaa
ttttecaaaca
attttaccaa
ctaatttttc
gogetatttt
gagcgcetatt
aatgcagtct
ttggtgtota
actagcgaag
cgatgtggat
tcagaaaatt
tacatttteg

taaagagtaa

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

5060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

€840

6300

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440
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tactagagat

aggtggatgg
tgagcaatgt
gtttttggtt
gttcctatac
acgagcgcett
cctatatetg
tatgcttaaa
tectgtgata
agctgttcta
tcectttgata

aggcgtatca

<210> 25
<211> 10881
<212> ADN

aaacataaaa
gtaggttata
ttgtggaage
ttttgaaagt
tttctagaga
ccgaaaatgce
cgtgttgect
tgegtactta
ttatceccatt
tatgctgcca
ttggatcata

cgaggcectt

<213> Secuencia Artificial

<220>
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aatgtagagg
tagggatata
ggtattegea
gegtcttcag
ataggaactt
aacgcgagct
gtatatatat
tatgecgteta
ccatgegggy
ctccteaatt

ctaagaaacc

tegtce

tcgagtttag
gcacagagat
atattttagt
agcgettttg
cggaatagga
gcgcacatac
atacatgaga
tttatgtagg
tatcgtatge
ggattagtct

attattatca

atgcaagttc
atatagcaaa
agctegttac
gttttcaaaa
acttcaaagc
agctcactgt
agaacqggcat
atgaaaggta
ttectteage
catccttcaa

tgacattaac

<223> Construccion sintética: construccion de integracion ERG10-ERG13

<400> 25

agcgcccaat
acgacaggtt
tcactcatta
ttgtgagegy
ttaggtgaca

ctagtaacgg

ttaaggctag
gtocecattte
ttagaaaagt
gggaagectt
ctcecttecate
tcatgtcagg
attcattttg

geaatttact

acgcaaacaqg
teecgactgg
ggcaceacag
ataacaattt
ctatagaata
ccgccagtgt
attattctca
tecacactta
tteacectga
ggecttaceg
taaaaaagat
aataacaaaa
caaatgcacc

aatggcatta

ccteteceeg
aaagegggea
getttacact
cacacaggaa
ctcaagctat
gctggaatte
ggaaaaagct
geatetetet
aacctitgtaa
cttaaataat
gcaaatteoct
aaataaagcc
gcatttatta

tatggecgat

cgegttggec
gtgagcgeaa
ttatgettee
acagetatga
gcatcaaget
gcccttaaat
tttcatettg
tataatgece
getttetatg
cctggaagga
cgatgtcegt
attcategtg

gtattcetog

ttgtattagt

86

gattcattaa
cgcaattaat
ggetegtatyg
ccatgattac
tggtaccgag
atgaccccca
aaatgctgca
acagactaag
atgcacttea
tagetttggt
ttccttaatt
ttgttttgge
agaaccacct

atccaaatta

aaggagcgaa
gagatacttt
agtcecggtge
gcgetctgaa
gtttccgaaa
tcacgtcgea
agtgegtgtt
gtctagtace
actacecttt
tgctatcatt

ctataaaaat

tgcagctgge
gtgagttage
ttgtgtggaa
gccaagetat
cteggatcca
atatgagaaa
attatgtcgg
ttecaatete
tgaacctgtt
gettgaatag
acataaagct
cttggaataa
aaatgggagc

tgatteeatyg

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8125

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

840



ctacctteoca
aattgggogt
gcecttgegtt
gatcaggaac
tgacagttat
aaggaaattt
aaagggaaat
tttacataga
ggcgectgat
agatgcaaga
cacaggggcyg
aggtegoctg
agcgccggaa
acaatacttyg
gcaatcgtcet
atttcaagga
ccacgttggt
togttcecaat
tacaggtgtt
gttaggtget
actaaaaatc
cgactetett
tgttgtcaga
tggtgtcget
ggcegettte
taatgttttg
attcectaca
gaacccaacc
cgatgaagocc
tttgecagac
tttgccaaag

attgtceatty

tggttgagea
tctatgagga
tatttcttgg
gotaatatgt
acgtagcatt
gatatttcaa
ttaaaactag
tatatactca
tcaagaaata
gttogaatet
ctatcgcaca
acgcatatac
cocggeckttte
aagttgacaa
tactttctaa
tataccatte
caagaaatca
gtcaagttcy
ccacttecag
gtgggtggte
cgtaaagaac
ttagacttat
gaattagtgy
tgggatagty
atggooctac
gcectcktteaa
ttgaaggtte
cacctaaatg
tcegttatcc
aagaacacog
aataaggteca

aacttgectyg
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aacctatcac
agcttgatat
caataacagt
ttgaagotat
ttattttttg
atgtagtatyg
ttaggtaaac
gtattegttt
tettgaccge
cttagecaace
gaatcaaatt
ctttttecaac
atatagaata
tattatttaa
cttttcttac
taatgtectge
cagocgaage
atttcgaaaa
atgaggeget
ctaaatggyyg
ttecaattgta
ctccaatcaa
gaggtattta
aacaatacac
aacatgagec
gattatggag
aacatcaatt
gtattataat
caggttcctt
catttggttt
accectatege

aagaaggtaa

coggtgataa
gaggatctaa
ttgtttgatc
gatggaagga
tgtcagtgca
ctaataaata
aaagttcaga
ttataacgtt
agttaactgt
attatttttt
cgatgactgg
tgaaaaattyg
gagaagcgtt
ggacctatty
cttttacatt
ccctaagaag
cattaaggtt
tcatttaatt
ggaageeteo
tacoggtagt
cgocaactta
gccacaattt
ctttggtaag
cgttccagaa
accattgeoct
aaaaactgtg
gattgattct
caccagcaac
gggtttgttg
gtacgaacca
cactatettg

ggecattgaa
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cagcaaaaca
tggatcagtt
attttgagca
tgocegetge
ccttctekea
agaacacccyg
acaagaaatg
cgetgcactyg
gggaatactc
toctcaacat
aaattttttg
ggagaaaaag
catgactaaa
ttttttecaa
tcagcaatat
atcgtegttt
cttaaagecta
ggtggtgctyg
aagaaggetyg
gttagacctyg
agaccatgta
gctaaaggta
agaaaggaaqg
gtgcaaagaa
atttggtoct
gaggaaacca
gecgecatga
atgtttggtg
ccatctgegt
tgocacggtt
tetgetgeaa

gatgeagtta

tgettattgt
tttgaaggea
cgggltatgaa
tgeaaagttt
cttttctact
catgeacgaa
atatggttgt
gggggtctaa
aggtatcgta
aacgagaaca
ttaatttcag
gaaaggtgag
tgettgecatc
taggtggtta
atatatatat
tgeccaggtga
tttetgatgt
ctatcgatge
atgeogtttt
aacaaggttt
actttgeate
ctgacttegt
acgatggtga
tcacaagaat
tggataaage
tcaagaacga
tectagttaa
atatecatctc
cottggocte
ctgetecaga
tgatgttgaa

aaaaggtttt

900

9560

1020

1080

1140

1200

1250

1320

1380

1440

1500

1580

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760



ggatgcaggt
tgctgtogee
tttgtacata
aatatgttca
gaaaaaggag
agtaagtcaa
aactttaaat
agatcatgag
accaccacca
tagcagtgta
accaccatat
gacaaccgaa
ageatgttte
atgagcggce
aactttttcg
ggcagtaaca
gtgtaatcta
cttaatggta
tttttggtag
ggcacacttt
tctttcgaca
catgtagtat
accacatttg
gttaactgtyg
cggagcttgg
ggatgcatcc
cactgetgte
tacaatgtaa
atattaacaa
aaatgttgaa

agatcaaaaa

atcagaactg
gaagaagtta
aactttataa
tagggtagac
gatgtaaagg
aaggcacacc
tatgecotgtt
aaaatcgcag
ttacaaatgg
acaaccactc
acattaacct
aaggcttecat
aaagectttg
tcacceccaac
gaaaccaaga
gtacegtttt
gocaggttcct
acaggtacaa
gattcgatgg
tctgegtgta
ccatcaacaa
ggtgcgttag
atggattgag
cttgraacga
cccaaattgyg
aattctggaa
ttggaggata
acgttctgag
ttttttgttyg
agtattagtt

teatcgotte

ES 2 628 847 T3

gtgatttagy
agaaaatcct
atgaaattea
gaaactatat
aatacaggta
tcageogtttyg
atacataaag
aacgtaatca
cggcaacace
tagcaccaga
tagatgggte
tgaattecaaa
gaactgoaag
ctttgataat
tgacggctgc
ctttttggaa
cgtecttegt
tttcattgte
caaaattgtc
cacccatggc
gaacagtttyg
tecatagatte
cacccaaaat
tatgattact
cagaaagaac
ccttagccaa
gagaaccetyg
acattatagt
atacttttat

aaagktggtta

goetgattaat

tggttccaac
tgcttaaaaa
taatagaaac
acgcaatcta
agcaaattga
agtacctgaa
ccatttatat
tatctttitca
gatcttaccet
acaacccaat
tagocttcaaa
gtaatcaaca
agatggageo
agccaaaggcoc
agcaccatcg
aacagtcett
gacttgagta
gaatttacct
ttgttgttet
tagaccatcg
gccaaatttyg
acaaccacca
gattgccttc
caaacoggca
gttaccaaaa
ggcgectttt
gaatgaacca
tttttctect
gacatttgaa
tgecagotttt

taccecagaa
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agtaccaccg
gattctecttt
gacacgaaat
catacattta
tactaatggc
aaacgatgaa
atttatgtat
atgacaatag
cettettget
gggtgaccta
atcttagtgt
gaattgatgt
catgtaaaat
ttcaaattct
ttgattggag
gcagatctea
tcaggcttac
tcecttttgag
ctagtaatat
tacgcatcgt
gcaccecgcac
gctacgacaa
atagcggatg
gocaaagoaa
ataatttcgt
aaagcaacag
attggggtte
tgacgttaaa
taagaagtaa
gecatttatat

ataaggctaa

aagtoggtga
ttttatgata
tacaaaatgg
tcaagaagga
tcaacgtaaa
togcaaataa
tttatgaaaa
aggaagcacc
gtaagatgga
gagcaacagc
teaccaaace
cttcgatgee
cagetggttg
tttcctteaa
aagcgttage
atttttecaac
ctctaaatcc
atttttgaga
ccecaatcacy
tcaacccatc
gggctgctgg
catcageatt
cacagacctt
cttgtotgge
caaaatcctt
cacccaattc
tggeagtega
gtatagaggt
tacaaacecga
atctgttaat

aaaactaatc

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3300

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620



gcattattat
tactgocaat
ggagcagtgce
gcacggagyga
ttcaatatag
aggctaagat
atgtatatgg
aaaaagtaag
gtggtattaa
aaatgactga
gtattaaagyg
aatttgatgyg
ttgtcaatga
agagttacaa
ttgacaagte
tcgaaggtat
tgaactggat
ttgecatcta
ggateggtoec
cctacgattt
cattaacttg
tttectaaagg
togactacaa
tactatataa
ctactcgega
ttgectaagece
gtaacatgta
ctgacgactt
ctctatattc
ctaacaaatt
tgagagaaaa

aaagtggtgt

cetatggttyg
ttttecotctt
ggcgegaggc
gagtottocyg
caatgagcoag
aatggggctca
tggtattgoee
aatttttgaa
aggaagactt
actaaaaaaa
tatccaaatt
cgtttoteaa
cagagaagat
catcgacacce
caagtectgte
tgacacgctt
tgaatctaac
cgataagggt
tgatgotoca
ttacaagcca
ttacgtcaag
gttggttage
cgttttccat
cgatttcaga
ttatgacgaa
attccacaaa
caccgeatet
acaaggcaag
ttgcaaaatt
agocaagaga
tgecccatttg

ttactacttg
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ttaatttgat
cataaccata
acatctgegt
teggagggct
ttaagcgtat
tttacatttce
atgtaatatg
aattcaatat
aggccgcaaa
caaaagaccyg
tacatcccaa
ggtaaataca
atctactcga
aacaaaattg
aagtctgtct
aatgcctgtt
gcatgggatg
gcocgoaagac
attgtatttyg
gatttcoacca
getettgate
gatoccogotyg
gttccaacct
gccaatcectce
toctttaacey
gagagagttg
gtttatgoeg
cgtgttggtt
gttggtgacg
atcaccgaaa
aagaagaact

accaacateg

tegbtgattte
aaagctagta
ttcaggaacg
gtegocoget
tactgaaagt
cacaacatat
attattaaac
aaatgaaact
agcaacaaca
ctgaacaaaa
ctcaatgtgt
caattggtet
tgtcectaac
gtagattaga
tgatgcaatt
acggtggtac
gtagagacge
caaccggtgyg
actetgtaag
gegaatatec
aagtttacaa
gtteggatge
gtaaattggt
aattgttece
ataagaacat
cccaatettt
cetttgeate
tattttectta
tccaacatat
ctcoccaaagga
tcaaacctca

atgacaaatt
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gaaggtttgt
ttgtagaatc
cgaccgatga
cggeggette
tccaaagaga
aagtaagatt
ttetttgegt
ctcaactaaa
attacacaat
aaccagacct
caaccaatct
gggcocaaacc
tgttttgtct
agtcggtact
gtttggtgaa
caacgcgttg
cattgtagtt
tgceggtact
agettettac
ttacgtcgat
gagttattec
tttgaacgtt
cacaaaatca
agaagttgac
tgaaaaaact
gattgttcca
tctattaaac
cggtteoggt
tatcaaggaa
ttacgaaget
aggttccatt

tagaagatct

ggggccagygt
tttattgtte
agaccaggac
taatcegtac
aggttttttt
agatatggat
ccatccaaaa
ctttgttggt
acaaacttgc
caaaatgtcg
gagctagaga
aacatgtett
aagttgatca
gaaactctga
aacactgacg
ttcaactctt
tgcggtgata
gttgctatgt
atggaacacg
ggtcattttt
aagaaggcta
ttgaaatatt
tacggtagat
goccgaattag
tttgttaatg
dcCaaacacag
tatgttggat
ttagctgeat
ttagatatta
gocatcgaat
gagcatttgc

tacgatgtta

4680

4740

4800

4860

492Q

4980

5040

5100

51460

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

€420

6480

6540



aaaaataatc
ttttggcage
aggaaaactoe
aaccaactat
atatattcaqg
ttttgaggte
tattagaatt
aaagcggaaa
tatagtgaag
attagcattyg
ggcagtcaat
ggaggttctg
ccagaagaco
catcatagag
ggcagaggcyg
gaggataage
cgacacacct
gtaaaaageyg
atctactggg
tttatcectgt
gagcatgcat
gtecgttttac
gcacatccce
caacagttgce
cgttatcgte
gtgatcoccoee
gtggtgcata
gtctccgtta
gecattaace
ttcacctaga

aatgtcaget

ttccoccate
ctgctttttt
tttatttaat
cgagattgta
gttcaaaaaa
gttcgggoga
aaactattat
acttgcgeca
aagttaatac
gaagaaggcc
attgggtcag
tatcttgaat
agcaggataa
gcacccaatt
gecogtttgea
accatctctg
acaaaggcaa
tctetttigyg
gaaatggggt
agacaggcaa
ctagagggcc
aacgtogtga
ctttcgeccag
gcagcctata
tgtttgtgga
tggeecagtge
teggggatga
tcggggaaga
tgatgttetg
teccttttecac

actgggetat
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gattgcatct
tagctctcat
aacaatgata
tacgctggte
aaaagttatg
gagtgegeeg
attgcagggg
tttaaacaga
ctttaggttg
ccactatget
ttgettgete
tgtcgatgga
attceocacgat
gggcactacg
agacaacggc
aaagcatett
gcgcaatcea
aaataaactg
atgcaggtge
gggcgaattc
caattegoce
ctgggaaaac
ctggcgtaat
cgtacggcoag
tgtacagagt
acgtctgetyg
aagctggoge
agtggctgat
gggaatataa
gtagaaagcc

ctggacaagg

tgctgaacce
ttaatagagt
tatatataga
ggcaaggacc
agcttttggt
gtaaatgaaqg
agagaagaaa
gacatcgtcc
gtttteegta
tgcactttgt
ctteteteta
gtaagtagag
acataaaaag
atgatcgtca
tgccgtattyg
cgagcaccaa
aaagaaacaa
gtgagggaca
caaattgett
tgcagatatc
tatagtgagt
cctggegtta
agcgaagagg
tttaaggttt
gatattattg
tcagataaag
atgatgacca
ctcageoccacc
atgteaggea
agtccgcaga

gaaaacgeaa
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ccttcataaa
agttttttaa
cgggagtgga
agcagtgaca
tattatgaat
aaaatatagg
ggggtataaa
gggcgetegt
gcageagtgyg
tgcatgtett
tggaagggat
gccaaccttg
acacttgooe
tggaaagcat
aagacaaacc
gtcaaaacgt
aatgaaaatc
ttgatgtgtyg
gtgcaggtat
catcacactg
cgtattacaa
cccaacttaa
cccgcaccga
acacctataa
acacgccggy
tctcoceocegtga
cogatatgge
gcgaaaatga
tgagattate
aacggtgctg

gogoeaaagag

tgetttattt
tctatatact
aagaacggga
tgtgatgtat
gtagcagaca
atattattaa
tatatattac
gtgattttct
cagtgacegg
caggtccagt
tccatetgga
ccctaacaga
aagcocatace
tectttgececat
caaaagacat
aaaggataaa
tagtcaggta
tgttgaagtt
cegaccogto
gcggccgcte
ttcactggec
tcgeccttgea
tecgeececttec
aagagagagc
gcgacggatyg
actttacceg
cagtgtgeeg
catcaaaaac
aaaaaggate
accccggatg

aaagcaggta

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

§340

8400



gcttgeagtg
cocggaattge
atggetttct
ggatgaggat
tgggtggaga
gcegtgttoe
ggtgccctga
gtteettgeg
ggcgaagtge
atcatggctg
caccaageoga
caggatgatc
aaggcgagca
aatatecatgg
goggaccgcet
gaatgggctg
goeottetate
cggtatttte
ggggaaatgt
cgctcatgag
tggccaagtt
agttectggac
tggtccggga
acaccctgge
tegtgtecac
egtgggggey
aggagcagga
tceotttttga
cagacccagt
gctgettgea
taccaactct

ttctagtgta

ggcttacatg
cagctgggge
cgoogocaag
cgtttegeoat
ggcetattogg
ggctgtcage
atgaactgca
cagetgtget
cggggcagga
atgcaatgcg
aacatcgeat
tggacgaaga
tgoccegacgg
tggaaaatgg
atcaggacat
accgcttceet
goottettga
tecttacgea
gcgeggaacce
acaataaccc
gaccagtgec
cgacecggetc
cgacgtgacc
ctgggtgtgg
gaacttoogg
ggagttagee
ctgacacgtg
taatctcatg
agaaaagatc
aacaaaaaaa
ttttecgaag

gcogtagtta
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gcgatageta
geccectectggt
gatctgatgg
gattgaacaa
ctatgactgg
geaggyggege
agacgaggca
cgacgttgte
tetectgtea
gcggctgcat
cgagogagoa
gcatcagggg
cgaggatctc
ccgettttet
agcgttggct
cgtgectttac
cgagttette
tetgtgeggt
cctatttgtt
tgataaatgc
gttecggtge
gggttcteecc
ctgttcatca
gtgogeggec
gacgeccteeg
ctgagegace
ctaaaacttc
accaaaatcc
aaaggatett
ccacecgetac
gtaactgget

ggccaccact

gactgggcgg
aaggttggga
cgcaggggat
gatggattge
gcacaacaga
coeggttettt
gcgeggetat
actgaagegg
tctcaccttyg
acgcttgatc
cgtactegga
cteogegecag
gtegtgacce
ggattecatcg
accecgtgata
ggtatcgccg
tgaattatta
atttecacace
tatttttecta
ttcaataata
tcacogogeg
gggacttegt
gcgeggteca
tggacgagct
ggooggeocat

cggooggeaa

atttttaatt
cttaacgtga
cttgagatce
cageggtggt
tcagcagage

tcaagaactc
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ttttatggac
agccctgcaa
caagctctga
acgcoaggtte
caatcggetg
ttgtcaagac
cgtggctggce
gaagggactg
ctectgeega
cggctacctg
tggaagecgyg
ccgaactgtt
atggcgatge
actgtggceg
ttgctgaaga
ctecccgatte
acgcocttacaa
geatacaggt
aatacattca
gcacgtgagg
cgacgtogoo
ggaggacgac
ggaccaggtg
gtacgecgag
gaccgagatc
ctgagtgeac
taaaaggatc
gttttcgtte
tttttttetyg
ttgtttgeeg
gcagatacca

tgtagcaccyg

agcaagcgaa
agtaaactgg
tcaagagaca
toceggecget
ctetgatgoe
cgacctgtoo
cacgacgggc
gotgetattg
gaaagtatcc
cccattcgac
tottgtegat
cgeccaggcecte
ctgcttgeceg
getgggtgtg
gcttggegge
gcagcgcecate
ttteoctgatg
ggecactttte
aatatgtate
agggccacca
ggageggteg
ttegeeggtg
gtgceggaca
tggtcggagg
ggcgagcage
ttegtggecg
taggtgaaga
cactgagcgt
cgagtaatet
gatcaagagc
aatactgtcc

cctacatace

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

2600

9660

9720

9780

9840

9900

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320



10

15

20

25

30

35

40

45

toegetetget
ggttggacte
cgtgcacaca
agctatgaga
gcagggtegy
atagtcotgt
gggggcggayg
getggecttt
ttaccgectt

cagtgagcga

<210> 26
<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

aatcotgtta
aagacgatag
gacecagettg
aagcocgocacyg
aacaggagag
cgggtttoge
cctatggaaa
tgectcacatg
tgagtgaget

Jgaagocggaa
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coagtggetyg
ttaccggata
gagcgaacga
cttcocgaag
cgcacgaggy
cacctctgac
aacgccagca
ttectttectg
gatacegete

g

<223> Cebador sintético YT_164_36_001

<400> 26
gcctgtctac aggataaaga cggg

<210> 27
<211> 44
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

24

<223> Cebador sintético YT_164 36 002

<400> 27
tceegttctt teccacteeceg tetatatata tatcattgtt atta 44

<210> 28
<211> 44
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cebador sintético YT_164_36_003

<400> 28
taataacaat gatatatata tagacgggag tggaaagaac ggga 44

<210> 29
<211> 54
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Cebador sintético YT_164 36 004

<400> 29
ccaacaaagt ttagttgaga gtttcattta tattgaattt tcaaaaattc ttac 54

<210> 30
<211> 54

ctgocagtgy
aggcgeageyg
cctacacaga
ggagaaaggo
agcttccagg
ttgagegteg
acgoggoectt
cgttateocce

geogeagaoy

92

cgataagtog
gtcgggetga
actgagatac
ggacaggtat

gggaaacgce

atttttgtga
tttacggtte
tgattetgtyg

aacgaccgag

tgtcttaceg
acggggggtt
ctacagegtg
coggtaageg
tggtatcttt
tgctecgtoag
ctgggetttt
gataacegta

cgcagegagt

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10881
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<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador sintético YT_164_36_005

<400> 30
gtaagaattt ttgaaaattc aatataaatg aaactctcaa ctaaactttg ttgg 54

<210> 31

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador sintético YT_164_ 36 006

<400> 31

gtcaaggaga aaaaactata atgtctcaga acgtttacat tgtatcgact gccagaaccc 60

<210> 32

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador sintético YT_164_36_007

<400> 32
gggttctggce agtcgataca atgtaaacgt tctgagacat tatagttttt tctccttgac 60

<210> 33

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador sintético YT_164_36_008

<400> 33
gtgtgccttit tgacttactt ttacgttgag ccattagtat ca 42

<210> 34

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador sintético YT_164_36_009

<400> 34
tgatactaat ggctcaacgt aaaagtaagt caaaaggcac ac 42

<210> 35

<211> 56

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador sintético YT_164 36 010

<400> 35
gatatttctt gaatcaggcg ccttagaccc cccagtgcag cgaacgttat aaaaac 56

<210> 36
<211> 56

93
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<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador sintético YT_164 36 _011

<400> 36
gtttttataa cgttcgctge actggggggt ctaaggcgcec tgattcaaga aatatc 56

<210> 37

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética: Enlazador YT_164_36 012

<400> 37
aaatatgacc cccaatatga gaaattaagg c 31

<210> 38

<211> 54

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador sintético YT_164_30_Gal3F

<400> 38
gagctcgegg ccgegtacat acctctetee gtatectegt aatcatttte ttgt 54

<210> 39

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador sintético YT_164_30 Gal3R

<400> 39
catatgacta tgtgttgccc taccttttta cttttatttt ctcttt 46

<210> 40

<211> 54

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador sintético YT_164 30_Gal7F

<400> 40
gagctcgegg ccgegtgtca cagcgaattt cctcacatgt agggaccgaa ttgt 54

<210> 41

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador sintético YT_164 30 Gal7R

<400> 41
catatgtttt gagggaatat tcaactgttt ttttttatca tgttga 46

<210> 42
<211> 28

94



10

15

20

25

30

ES 2 628 847 T3

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética: Enlazador RYSE 0

<400> 42
gacggcacgg ccacgcgttt aaaccgec 28

<210> 43

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética: Enlazador RYSE 19

<400> 43
cccgecaggce getggagttt aaacacc 27

<210> 44

<211> 2738

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Construccion sintética: construccion de alteracion Kan A-ADH1

<400> 44

gadggeacgyg ccacgegttt aaacegacaa tgggetaaac aagactacace caattacact
gcectcattga tggtggtaca taacgaacta atacktgtage cctagacttg atagccatca

tcatatcgaa gtttcactac cctttttceca tttgecatct attgaagtaa taataggege

95

60

120

180



atgeaactte
gcaatgacaa
aacagatgte
ttocectteatt
acttgaattt
attattaatc
gacactagta
accagcatgyg
ctgggtcaat
gattcctacg
getagaagga
ttcatatatc
ttetggtttt
tgggttttte
tatagttccc
tecgaggcege
gataatgtcg
gagttgtttc
agactaaact
cctgatgatg
gaagaatatc
ttgecattega
caggcgcaat
aatggotggce
gattcagtcyg
ttaataggtt
atcctatgga
tatggtattg
ttctaagttt
aattgaaget

aagettottt

tttteottttt
aaaaatgatg
gttgttccag
cacgcacact
gaaataaaaa
ttttgtttee
atacacatca
atctcttgta
catagecctac
gcaaaaattt
aaagaaaaat
gaattttgaa
atttgatagt
tgtataactt
taactgcaag
gattaaattec
ggcaatcagy
tgaaacatgg
ggctgacgga
catggttact
ctgattcagg
ttactgtttg
cacgaatgaa
ctgttgaaca
tcactcatgyg
gtattgatgt
actgectegg
ataatcctga
aacttgatac
ttagaagtat

tattcattga
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ttttetttte
gaagacacta
agctgatgag
actctectaat
aaagtttgct
togtcattgt
tegtcoctaca
teggttettt
acaggtgaac
ttcatttcta
ctaattaaat
tataaaagga
ttttttgtgt
ctttttattt
agaagtaaca
caacatggat
tgcgacaate
caaaggtage
atttatgecct
caccactgcg
tgaaaatatt
taattgtect
taacggtttyg
agtetggaaa
tgatttcteca
tggacgagtc
tgagttttet
tatgaataaa
tactagattt
gaaaaaatcc

aatgatgaat

tctetoecco
aaggaaaaaa
gggtatcteg
gagcaacggt
gtcttgectat
tetogeteac
agttcatcaa
tecteocegete
agagtagegt
aaaaaaaaaa
tgatttggtyg
gatcgaaaaa
attattatta
tagtttgttt
ttaaaaatgg
gctgatttat
tatcgattgt
gttgccaatg
cttccgacca
atcceceoggea
gttgatgegc
tttaacageg
gttgatgega
gaaatgcata
cttgataacce
ggaatcgrag
cctteattac
ttgcagttte
tttectettea
tttttttteca

ataaacctaa

96

gttgttgtct
ttaacgacaa
aagcacacga
atacggecctt
caagtataaa
acgoggecag
agtgttyggac
tctcgcaata
ttatacaggg
gaaaaatttt
attttetgag
atttttctat
tggattagta
aatcttattt
gtaaggaaaa
atgggtataa
atgggaagce
atgttacaga
tcaagcattt
aaacagcatt
tggcagtgtt
atcgegtatt
gtgattttga
agettttgeoo
ttatttttga
accgatacca
agaaacgget
atttgatget
tttataaaat
ttetttgeaa

caaaagaaaa

caccatatcc
agacagcacc
aactttttec
cctteocagtt
tagacctgea
ggggagcectc
agacaactat
acaatgaaca
tttatacggt
tctttecaac
agttcecttt
tcaatctgtt
ctggtttata
tgagttacat
gactcacgtt
atgggctcge
cgatgegeca
tgagatggtc
tatccgtact
ccaggtatta
cctgogoegg
tegteteget
tgacgagegt
attctcaceg
cgaggggaaa
ggatcttgoco
ttttcaaaaa
cgatgagttt
ttttggttat
ccaaaataag

agactegaat

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1020

1080

1140

1200

1260

1329

1380

1449

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040
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atcaaacatt
ttttctaata
gttttgttct
ttetegagga
ttgagtaact
attgaccaca
caattgtaga
ctcagaggac
ttgggctcta
cgttatateg
actcaagtgt

cectttactyg

aaaaaaaaat
gatagaactc
cactgtattt
getacgeteg
cttteoctgta
cctoetacegyg
tatgctaact
aacacctgtt
tcttcategt
cttttatgta
atacgtgeat

eggtgtttaa
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aaaagaggtt
tcaattaatg
acatttctat
tecaacgeey
ggtcaggttyg
catgecgage
ccagcaatga
gtaatcgkttc
cattcattge
tecatgatett
gettttttta

agoocagoge

atctgtttte
tggatttagt
ttagtattta
geggacettt
cttteteagy
aaatgoctge
gttgatgaat
ttccacacgg
atctactagc
atcttgagat
cggcageatt

ctggeggy

<210> 45

<211> 3059

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética: construccion de integracion i2235

<400> 45

gacggcacgg

aaggtttttce
ttccgeatte
gacaaaacgc
geccgaaaat
tgeegtgaat
accaaccgaa
actgaagagg
cagtaatggc
ttacgaaaga
categatgte
cattagtate
aaatgtatgt

tttegtgteg

aagagaatct

ccacgegttt
attgttgctg
cattccecta
gttaggaaca
acaagtgtgt
ctagatgett
gagtttaagg
gaaaagtctyg
gccatcetct
gagggcactyg
ataaatcagt
aatttgetta
agattgegta
tttctattat

ttttaagcaa

aaacegectea
cagatgtgtt
gtctttttta
acaaccaatt
actaatacag
acacegtgag
attacaaatt
cgacgectte
cgggaaacac
atcgcaacga
aaatataage
cctgtattea
tatagttteg
gaatttcatt

ggattttett

gatatttect
tttccattca
gttcttteeg
gcaaacaagc
taagtaggte
cttecatgect
cgaagatact
cagtagcgat
aataactggce
attggcgcga
tcacacgegy
tttactatee
tetacectat
tataaagttt

aackttctteg

97

ccatttagtt
ttetcetgttce
gttattcata
taaaacgaaa
tatageatga
aaatogotee
cteggtgtgt
atccacagcc
cccttaccty
atgaatacat

ttttttteaa

gtgagaagtt
tcctgaaata
ttcgacctte
agtgaaacaa
aaatacgcaa
ttetataceg
atttacttte
aacacaacta
aagatagttt
ttgcaagaat
ccagggggay
tectttttet
gaacatatte
atgtacaaat

gcgacageat

ggagtttgca
gtttttttet
taatcttaac
attecttatte
ggtegetett
ceattteace
attttatgtc
tagccttcag
agcttcaaga
aaatatattt

ctetgatege

taaatccact
tgcactgcta
atcgaaaaat
aaccatcaag
tgaccaaaga
agtatcaagyg
gtggcaagga
gtaatacctt
cagtgaataa
tgatcteocct
cecgttgage
ccttettgat
sattttgtaa
atcataaaaa

caccgacttc

2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700

2738

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

800



ggtggtactg
aactgcatct
tgrcagragac
accgbggeat
cgoagatgge
accaaacatg
catggecggcea
ggtttccteo
ggaccaaata
tctttgecact
ttocetttete
acctttagea
acatggteott
aggtetaaca
aaccttcttg
agcaccacca
agctttaaga
aacgacgatc
tatatatata
aaccacctat
atgcaagcat
cacctttect
gaaattaaca
ttetegttat
cgatacctga
gcteogtcecaa
gotocttttce
actatttatc
acaaagactt
tcatatatet

cctatagtgy

ttggaacecac
tcaatggect
aagatagtgg
ggttecgtaca
aagcaaaccca
ttgctggtga
gaatcaatca
acagttttte
ggcaatggtyg
tctggaacgg
ttaccazagt
aattgtgget
aagttggoegt
ctaceggtac
gaggcttecca
attaaatgat
accttaatgg
ttettagyggy
tattgctgaa
tggaaaaaac
ttagtcatga
tttteteoceca
aaaaatttce
gttgaggaaa
gtattccecac
cgeccggegga
tgttttetat
catcagttaa
tatgcactta
tagttateta

gaataaagta
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ctaaatcace
taccttctte
cgatagggte
aaccaaatge
aggaacctgg
ttataatacc
attgatgttg
tccataatcet
gcetecatgttg
tgtattgtte
aaatacctce
tgattggaga
acaattgaag
ccecatttagg
gcgecteate
tttegaaate
ctteggetgt
cagacatagyg
atgtaaaagg
aataggtccet
acgcttetet
atttttecagt
agtcatcgaa
aaaataatgg
agttaactge
cctettaaat
tttetatttt
aaaacaagat
gtgatatata
aatacaatct

atgcactgtg

agttctgata
aggcaagtte
aaccttatte
ggtgttctty
gataacggag
atttaggtag
aaccttcaat
tgaagaggcce
tagggccatyg
actatcccaa
cactaattct
taagtctaaa
ttetttacgg
accacccaca
tggaagtggg
gaacttgaca
gatttcttga
ggcagacatt
taagaaaagt
taaataatat
attctatatg
tgaaaaaggt
tttgattctg
ttgctaagag
ggtcaagata
gagaaaaatt
coccaactttt
cttttactgg
tgtatagata
agttattegt

acggggttet

98

cctgcatecca
aatgacaatt
tttggraaat
tctggcaaag
gettcatcgg
gttgggttct
gtagggaatt
aaaacattag
aaagoggeocoa
gcgacaccat
¢tgacaacaa
agagagtegg
atttttagta
geacetaaca
acacctgtag
ttggaacgaa
ccaacgtggt
agaatggtat
tagaaagtaa
tgtcaactte
aaaagccggt
atatgogtea
tgcgatageg
attecgaactc
tttettgaat
tcgtaatgag
gctetattea
tcagctagga
tatccatttt
acacaatege

togeccggga

aaacettttt
tcaacatcat
ctggagcaga
aggccaagga
agatgatate
taactaggat
cgttettgat
ctttatccaa
ttottgtgat
caccatcgte
cgaagtcagt
atgcaaagtt
aaccttgtte
aaacggeate
catcgatage
catcagaaat
cacctggcaa
atccttgaaa
gacgattgcect
aagtattgtg
tcecggectet
ggcgacotet
ccectgtgtg
ttgcatctta
caggcgecte
ataaaatttc
gttataaatt
aagcgaaaat
tacgcactta
coctgttate

tagggtaaaa

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760
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ggatattgcc gtttcaagaa acttcgggga taatcgaata
ttegttgtge acgtaggatg tatattgaac aagcatgacce
aaggttacgg gatgatatca gacctccgaa gtccatgttg
cggegetatt tggeacaaat tteaggagaa acateactgt

tatattgttt tecccgtagg catacgtoga geggtgttta

<210> 46

<211> 8106

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética: construccion de integracion i74804

<400> 46

gacggcacgg
cgacaaaaga
gacgtgtaaa
cgggaacgta
gcaccgacca
accttgttag
gaggtcaage
ttggtaatat
acatcaagaa
cgcoggegga
ctgaaaaaaa
acgceggagge
taaaaaacac
cgtaaataat
attctgctgt
cgtaggtgtc
tttaagctgy
accatcagtt
caaaaaacqqg
aggcaattga
ctctctgatt

ctacttgact

ccacgcegttt
aaaacgaccy
aagatatgca
tgtaacattg
tgtgggcaaa
tcagcteaaa
ctggegtgtt
tcaattcgaa
acatctttaa
cctttcagac
cgaatatata
caaggcaaaa
goettttteag
taatagtagt
aacccgtaca
tgggtgaaca
catccagaaa
cataggtceea
gcacaaccte
cccacgeaty
tggaaaaagc

aataagtata

aaaccgcecg
aaaaggaacc
tccagcttct
atctcctett
ttcgtaataa
cagcgattta
taacaagtte
gtgttcagte
catacacaaa
gcgactgect
ctagcgttga
agattecttg
ttegagttta
gattttceta
tgcccaaaat
gtttattcet
aaaaaagaat
ttetettage
aatggagtga
tatctatete
tgaaaaaaaa

taaagacggt

ctegectcat
agaaagaaaa
atatcgcttt
gggaacggtg
attcggggtg
acggttgagt
ttgatatcat
ttttacttet
cacatactat
catcagtaag
atgttagcgt
attacgtaag
tcattatcaa
actttattta
agIdgggcggyg
ggcateccact
cccagcacca
gcaactacag
tgcaacctge
attttcottac
ggttgaaacc

aggtattgat

99

agataccgag
agaatctgat
caaaatgtgce
cggtgttata

aaccccagey

cccecacggga
aagagggtgg
aactttaccg
agtgcaacga

agggggattc

aacacatcaa
atataaatgt
cttgttttat
cagaatacac
acccgttgaa
caacaacaag
ggagttagaa
tactgecatt
gtcaaaaaat
ttacacagaa
aaatataatg
aaatattgtt
agaacagggg
ctggagtaaa

accttetatt
agttccctga

tgtaattctyg

aaagctattg
gcattacgag
cgactttceg
gaattccate

cctggegayg

ataaggcagc
gcgegoegey
ttttgggcat
atgcgatata
aagacaagca
aacaccgtte
aataagaagt
agaagaaaaa
gctegtcocaa
aagaacttac
aagtttaatg
tcattttgaa
tcaaagaata
tagceetttta
tatataacat
gagecogett
ttcttcacca
cacaaacagy
tgatgacaca
acettetget
aattattccc

taaatctatt

2820

2880

2940

3000

3059

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320



tettaaactt
gaacttagtt
tgtaatcgaa
ttttagetet
agttgagttg
agttttgget
taagaatgtc
tacgggtgat
cacgccaagc
ggggaattca
ttetttacte
ggcaaaccct
agttgtgaca
aattgcagecea
agcogoaaga
aaaagttttg
taacgcegtco
tattgacgaa
attagcagcyg
agacgctgat
agtcaagaat
cacagctgeg
tacctctatce
ttggacttea
tgtcagatta
taataattat
ttaagtattt
cttgeoccate
gagaaggaga
aaaagctgct

tatatacctt

cttaaattet
tegacetece
ccaactgtge
ttggacgacyg
cgtcagcaag
gaaatggeag
tetcaagete
aatggectaa
acaaatccag
gtegtgtteg
aacaaggcca
aacatcgaaa
ggtggtgaag
ggcgetggta
gcaattgtca
attgtggtag
ttacttacac
cagggeaaaqg
gctattggtce
catccatteg
gtagatgatog
atgcactcta
tttgtaaaaa
atgactatta
agaaggtgtg
tgctteocata
ttatctatet
agattgatgt
agacagatac
atcaacaaaa

gtaatttacg
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acttttatag
gegaccteca
ccatgcaget
ctgtgcaagae
taatcaaage
ttgetgaaac
gtcatacgce
cattgattga
cagctacggt
caccacatce
ttgtegetac
ctgcacagagy
ccgtegttga
atcectcetgt
agggtgctte
acagagttgc
ccgaacagac
gacgtgtgaa
tggaagttag
cegtgacgga
caatcgeatt
ctaatataag
atggtcecatyg
goactcogac
tcttagtcga
taatattttt
gcettateatt
cctecaacte
taaaccatac
gacggcctca

tttecttaaa

ttagtctttt
aaatcgaact
accagccatg
agcocacetta
cataagagtyg
tggtatgggt
tggtatagaa
aaatgceccet
aattaataat
ttectgecaaa
cggcggecca
attattcaga
agccgctagg
tgttgtggac
tttcgacaac
agatgcacta
cgaaagacta
tagagattat
cgaacatact
gctgatgatg
ggcagttaag
aaacttaaat
tattgecaggt
cggtgaaggt
catgtttcgg
atatacctet
ttetttteat
ggcactattt
gttactegaa
tcazacctaa

tottetttet

100

ttttagtttt
accttecacaa
tttgacgecte
goocaacaac
gccggagaaa
agggtggtgg
tgtttategg
tggggagteg
gcaatctcaa
aacgtectecac
gaaaatttac
tatccgggta
aagcatacag
gaaactgetg
aacataattt
ttggcagaaa
ctaccegete
gttggaagag
cgtctactec
ccagtgttac
ctagagtcag
agaatggcta
ttgggtttag
gttacaageqg
attgcttaag
tatttttatg
ataggggggy

tacaaagggt

acaaaaaaaa
agaaaccatg

actaacgttt

aaaacaccaa
tggaacatte
catctggtat
aactaagtte
ggtatgcaca
ataagtacat
ccgaggttct
tagetteagt
tgattgecage
taaggactat
tagttagtgt
ttggattgtt
ataaaaggtt
acatacctaa
gtgctgatga
tgcaaagaaa
ttttgtecga
atgoggetaa
tggcagagac
cagtaataag
gotgcagaca
atgccatcaa
goggtgaagy
ctogtacett
cggccgegag
tattagttaa
ttggtgtttt
ttttttgtaa
aaaaaatgga
tcagegtatg

teattattet

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1580

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

2120

3180



atactectatg
taaagaaaat
taatcegteg
ataagaaaga
ctggegatga
gktcagaaaaa
ccaatecagta
atagaacagc
aagatattet
tctttttttg
geattggtga
tatgtctgtt
gagcacagag
tgtgcccaat
aaaagcatat
acctaaggag
tggagatgag
cgtattteca
tattccettg
ttctgactgg
actgacgeca
aagcggaggt
aaatgctaag
cctgeaggeo
agatgtaaag
tcgoagggygy
ttcacaggeg
cggattaatyg
ttetttattt
agagtataga
gtatatacat

agctttttee

accaataaaa
tataccagat
ctacecacate
gaccgagtta
taaaactttt
gaaacgtgca
aaaatcaacg
atcgtaatat
ttattgaaaa
ccgattaaga
ctattgagoa
attaatttea
googcagaat
agaaagagaa
aaaaatagtt
gatgttttgg
tegtggecaag
aaagactgea
tttgattecag
gttggaaggc
gaaaatgttg
gtggagacaa
aaataggtta
ttttgaaaag
ataatgctaa
ttgactttta
catacgectac
gcatacttgt
gotggectac
ataatgaaaa
acgctgacat

attttttttt
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acagactgta
tacttetgaa
cecgegtget
gggacagtta
caaacggcag
cecgeoegte
gttaacgaca
atgkgtactt
atagettgte
attcggtega
cgtgagtata
caggtagttc
gtgctctaga
caattgacece
caggcactcec
ctetggtcaa
aataccaaga
acatactact
aagcaggtgg
aagagagcceco
gtgatgeget
atggtgtaaa
ttactgagta
caagcataaa
atcatttgge
ccatttecacce
aatgacacgg
tgttgggatt
tgggtaaatt
cgttagtaga
ggtttettta

tttttgttte

ctttcaaaat
acacattaat
tggeeggecyg
gaggcggtgg
ccccgateta
tggacgegec
ttactatata
tgcagttatg
accttacgta
aaaaagaaaa
cgtgattaag
tggtceattg
ttccgatget
ggttattgca
gaaatacttg
tgattacggce
gttccteggt
cagtgoaget
gacaggtgaa
cgaaagctta
tagattaaat
agactctaac
gtatttattt
agatctaaac
tttttgattg
gcaatggaat
ccggcocaagco
aatgtgtttc
ttgaaagtac
aagaagattt
ggtttgatga

gagtaacgta

101

ttacccagta
cccaacaaca
tacactgagt
agatatteect
aaagagctga
gcteaccoge
tataatatag
acgcoccagatg
caatcttgat
ggagaggygcc
cacacaaagg
gtgaaagttt
gacttgctgy
aggaaaattt
gttggegtgt
attgatatecg
ttgcecagtta
tcacagaaac
cttttggatt
cattttatgt
ggogttattg
azaaatagcaa
aagtattgtt
ataaaatctyg
attgtacagg
caaacttgtt
acgeggggat
agaagtaatc
agtoctgtttt
aaggaaacgt
ggoogtettt

tggtttagta

ggccagcaaa
agtatgeceat
aatggtagtt
tatggcatgt
cagggaaatg
acggcagaga
gaagcattta
gcagtagtgg
coggagettt
aagaggygagg
cagettggag
gcggcttgea
gtattatatyg
caagtettgt
ttcgtaatca
tecaactgea
ttaaaagact
ctoattegtt
ggaactcgat
tagetggtgg
gtgttgatgt
atttegteaa
tgtgcacttg
taaaataaca
daaatataca
gaagagaatg
ggggtagcga
tggtataatt
tattggteat
aaattacaag
tgttgatage

tctgtettet

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

43820

4980

5040

5100



cctrtetetta
gggcaagaaa
tacttaatta
attattactec
tctgacaaag
agtccaacct
agaggtattg
agctgtgtgt
c¢ttgactett
agoghbetgte
tgoctaattta
gtcaatateg
ggcgttattt
aactttttera
tgeggettta
tgcaattaac
cacaactaac
gtttgccaca
taaagaaata
atteececeget
tggegtgact
accegtaaga
attcttaatg
caaaacttgt
ctcaactgaa
gctaaaaata
gattacagaa
taagttettg
tttaagaaat

caagtagggg

cagagagagc

caaaaaaacc
acaccaaccc
actaatacat
goggeogett
gtacgagege
tcaccgceta
atggcattag
ctgcageoetg
attactggta
tcotgoccagga
geeogeatete
gacaaaagag
ctttgeoattt
tecagcacaaa
ggtatgtcag
cttttatetg
aatccaatac
ctaactagta
gtccttagtg
gcaatcattyg
gaagctacga
accteggecyg
tacttatcca
gcataccttt
cttagttgtt
ccagatggag
tgttecattg
gtgttttaaa
agatttacag
aataatttca

agaaggtaat
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ctttgtaaaa
coccctatatyg
aaaaataaga
aagcaatccg
ttgtaacacc
aacccaaacc
ccattctatt
actctagett
acactggeat
gtagacgagt
ttccaacata
cgggtagtag
ctgeocaatag
ttatgttgtt
cagtttegte
tatgettect
ceggatatet
aattttctgg
agacgttttt
agattgeatt
ctoceccaagg
ataaacatte
ccaccctace
ctcoocggecac
gttgggctaa
cgtcaaacat
tgaaggtagt
actaaaaaaa
aattacaatc
gggaactggt

agaaggtgta

tagtgccgag
aaaagaaaat
ggtatataaa
aaacatgtceg
ttcaccggtc
tgcaatacat
taagtttett
aactgccaat
catcagetoc
atgttegeta
atctctatte
tottteggte
tgeatctgea
gtegaaagaa
cacaacaaca
agoggettea
gaataatctc
goocgcecggta
ggcagaagga
attaattace
ggcattttea
tataccagge
cataccagtt
tcttatgget
ggtggetgct
ggctggtage
togattttgyg
agactaacta
aatacctacc
ttecaaccttt

agaaaatgag

102

ttggaggaca
gataagcaga
aatattatat
actaagacac
ggagtgctaa
ggaccatttt
atattagtag
gocgattgecat
gtcacggoga
acttccagac
acacgtcectt
tgttegggtyg
actctgtcta
geaccottga
ggaggattac
acgacggett
tgtgecagttt
gcgacaatggy
tgtggtgcga
gtagetgetg
atcaatgtta
gtatgacgag
tcagcaactg
ttgattactt
tgcacagcgt
ggcatgggca
aggtogeggy
taaaagtaga
gtctttatat
tttttecaget

atagatacat

tcaatctgat
tagataaaaa
ggaagcaata
accttettaa
tagtcattga
ttacaaagat
agtgcatcge
catctacatt
atggatgate
caatagcoge
tgcectgtte
taagtaagac
ccacaatcaa
caattgetet
cagegecgge
caccacetgt
cgatgttagg
ccttgttgag
acacgactga
gatttgtget
ggcecattatce
cttgagagac
ccatttcage
gctgacgcaa
cgtccaaaga
cagttggttc
aggtcgaaac
atttaagaag
acttattagt
tttteocaaat

gcgtgggtca

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960
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attgccttgt
tttettgect
tgatggttgg
gcttaaaaag
acctacgatg
gcagaattaa
atttacgtat
tttettatte
teccgegtcat
tttteaggta
geeqgegttg
tteatataaa
atttggtttt
caatccatga
acaaaatcat
aaagaaaact
acaaagactt
ctgegaacea
cgccatcaga

gocgte

gtcatcattt
gtttgtgece
tgaagaaaac
cgggctocat
ttatatatte
aaggctaatt
tctttgaaat
aaaatgattc
taaacttcott
agttctttte
gacgagagtqg
cttacttggt
atatttttac
aaaaagagaa
attgaattga
aacgtggace
gtttcatata
attccaatca

gatcatataa
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actccaggca
ctgttctctg
aatattttgg
tatatttagt
tgtgtaaccec
ttttgactaa
ggcagtattg
taactccctt
gttgttgacg
aacgggtett
taccaacctg
cttacgtcat
aaaaagaatc
aaagagagaa
attttacatc
gcettttagag
taaaatacag
aaaggtacac

taacatcctt

ggttgcatca
tagttgeget
tgctgggatt
ggatgecagy
geccecctatt
ataaagttag
ataatgataa
acgtaatcaa
ctaacattca
actgatgagg
catttettte
aaataaatat
gtttacttca
caggcttgtyg
ttaagctagt
ttgagaaaaa
ggagcacatt
atgagagcat

cttcgaacgyg

<210> 47

<211> 2404

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética: construccion de integracion i76220

<400> 47

gacggcacgyg
atcatctegyg
tccatttcoge
gcocgtggeaa
taaaaaaaaa
tattgeagtt

actgggcegge

ccacgaegttt
adgaadggcyg
cggatgtega
atgattgggg
aggttggggt
ggggtatagt

tattctaage

aaaccgaoge
tagtactete
gatgaccccc
tcatcctttt
acgaattgcc
tectaggtgg

atatttetee

acgtgtatgt
catcaccoctaa
cccoctcaaa
tttctgttat
gocgagecte
caaatagtte

cttaggttat
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ctccattgag
aagagaatgg
cttLtttttte
aataaactgt
ttgggecatgt
gaaaatcact
actcgaactg
ggaatctttt
acgctagtat
cagtegegte
cgtcatatac
gtatacatat
ttteteocctt
ccttctttaa
gtacaacaac
ggtttgaaaa
gagctaatat
tocecccogagt

cggtttaaac

acggctgtgt
aaatgttcac
aggcactcac
ctctaagatc
cgatgeccatt
tecetteatt

ctggtagtac

gttgtgeceg
acctatgaac
ctggatgcca
tcacccagac
acgggttaca
actattaatt
aaaaagcgtg
tgeccttggec
atattcgttt
tgaaaggtce
acaaaatact
aaattaaaaa
ttaagcgata
aacatcccac
tgctatatec
aaatagcaat
aacataaaca
actgceattt

gcgtggecgt

aaatatgata
gtgtgactge
ctgctgacat
caaagaaaag
attcaatggg
ttgtatataa

gttatatett

7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100

8106

60
120
180
240
300
360

420



gttettatat
gececactgt
gccatatgga
aaaccacgac
ctgtgggaaa
gtgagcgeta
aacacagtce
tatatttttt
cttttttttt
gtgatttett
acagagcaga
tetttaaagyg
gcagtagcag
ctggaccata
attggtgact
caagctttta
gcgectttgg
gttgtcgaac
cattttcttg
ggcaagaatqg
gaagccacct
tgacacegat
tatgaatgte
tcattctata
ttttttttet
ttttatattg
acttattatt
ctgttacaaqg
tatecgetate
cgctaccace

gttttacaca

tttctatecta
gttegetegt
teecgotgeac
gctttgtett
aacttatcga
ggagtcactg
ttteccgecaa
tatgcctegg
cttagogatt
cgaagaatat
aagecctagt
gtggtecect
aacaggccac
tgatacatge
tacacataga
aagaggcect
atgaggcact
ttoggtttgca
aaagctttgec
atcatoaceg
cgceccaatgg
tatttaaage
agtaagtatg
cgtgtcattce
cttgaactcg
acgacttttt
atttcacctt
aaactctttt
aacaacaaat
actacttgtg

agaccataat
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taagcaaaac
ccaacgccgy
ggtectgtte
cattcaacgt
aagatgacga
ccaggtatcg
ttttettttt
taatgatttt
ggcattatca
actaaaaaat
aaagcogtatt
agegatagag
acaatcgcaa
tetggocaag
cgaccatcac
aggggcecegty
ttccagageg
aagggagaaa
agaggctage
tagtgagagt
taccaacgat
tgecagcatac
tatacgaaca
tgaacgaggc
aggtcecgecg
ttttttegtg
ctectttttat
ctacattaat
ttgacaaacc
aagteeoetgg

ccatccatge

caaacatatc
cggaccttte
cctageatgt
ttoccattgt
ctttttctta
tttgaacacyg
ctattactct
catttttttt
cataatgaat
gagcaggcaa
acaaatgaaa
cactegatet
gtgattaacg
cattoogget
accactgaag
cgtggagtaa
gtggtagatc
gtaggagatc
agaattacce
goegttcaagy
gttcccteca
gatatatata
gtatgatact
gcgectttect
gcgttggacg
tgtttttgtt
ttatacttat
tgcataaagt
tgcctatate
agtttaatat

tatcgcagta

104

aaaactacta
tcgacgtggyg
acgtgagegt
ttttttctac
attctegttt
gcattagtca
tggecectacte
tttecaceta
tatacattat
gataaacgaa
ccaagattea
teccagaaaa
tcocecacacagg
ggtcgetaat
actgocgggat
aaaggtttgg
tttegaacag
tctettgega
tccacgttga
ctettgeggt
ccaaaggtgt
catgtgtata
gaagatgaca
tttttetttt
agcgtgatga
ctcttataac
aattatttat
gtcaatcage
ttcaggaaca
gcactgaaat

tatgattttg

gaaagacatt
cctttttctt
atttectttt
tattgettty
taagagecttg
gggaagtcat
tagtacacte
goggatgact
ataaagtaat
ggcaaagatyg
gattgcocgate
agaggcagaa
tatagggttt
cgttgagtge
tgcteteggt
atcaggattt
gcocgtacgea
gatgatcccy
ttgtectgega
tgocataaga
tcttatgtag
tatgtatace
aggtaatgca
tgetttttcet
tttctttect
cgagetgcett
tctttacata
acatecctcta
actgccgcat
ttacctagee

tgttogtttt

480

540

600

660

720

780

840

g00

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1380

2040

2100

21460

2220

2280
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tegtettgeg aaaggeatce tcaatggett gtttcattga
gtacecagcaa aaccacttca tcageggegt actectggeg
cgte

<210> 48

<211> 8536

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética: construccion de integracion i73830

<400> 48

gacggcacgg

ctaaaaggga
aggtatagtt
tecattattt
ttaattgtcc
tatagtacac
ttcecectega
catccactca
actacctttt
cggaccttte
aaaacgaata
aggccaaggc
acacgctttt
taattaatag
ctgtaaceeg
tgtetgggtg
ctggcatcea
agttcatagg
acgggcacaa
ttgacecacg
gatttggaaa
gactaataag
acttcttaaa

agtttcgacc

ccacgegttt
gaaagttggt
ataaagtttt
tttteattet
tccatttctt
tctcaccttg
ttttattttt
tttaacacct
tttttacaac
agacgcgact
tatactagcg
aaaaagattc
tcagttcgag
tagtgatttt
tacatgecea
aacagtttat
gaaaaaaaaa
tccattctct
cctcaatgga
catgtatota
aagetgaaaa
tatataaaga
ttctactttt

tccegegace

aasaccgcecac
gattttttat
atcttaattyg
agcatactat
aacggtgacg
caactattta
caatttgatt
tatttttttt
aatttcattce
goctecateag
ttgaatgtta
cttgattacg
tttatcatta
cctaacttta
aaataggggqg
tectggeatce
gaatcccage
tagcgcaact
gtgatgcaac
teteatttte
aaaaggttga
cggtaggtat
atagttagtc

tccaaaatcyg

ccagccaagg
ctcgcecattat
ccacatacgt
tattccttgt
aaggatcacc
tctgacattt
tctaaagett
ttcgaagaca
tteatceotat
taagacoegt
gcgkhcaacaa
taagggagtt
tcaatactge
tttagtocaaa
cgggttacac
cactaaatat
accaaaatat
acagagaaca
ctgecctggag
ttacacctte
aaccagttee
tgattgtaat
ttttttttag

aactaccttc
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tcecatcagtg tggetegtag

gtttaaacge gtggcegtge

tagtctaaaa
tatatatgca
acattgacac
aacgtcccag
atacaacaac
gocttacttt
tttgecttagg
gcatccaact
gaacgctogt
tgaaaagaac
caagaagttt
agaatcattt
catttcaaag
aaattagoct
agaatatata
aatggageeco
tgttttette
ggggcacaaa
taaatgatga
tattacette
ctgaaattat
tetgtaaate
ttttaaaaca

acaatggctg

gctaatttet
agaatagtta
gtagaaggac
agtattcocat
tactazagat
tatctcecage
cataccaaac
ttatacgtte
ccaacgcegyg
ttacctgaaa
aatgacgcgg
tgaataaaaa
aatacgtaaa
tttaattetg
acatcgtagg
getttttaag
accaaccatc
caggcaaaaa
cacaaggcaa
tgetctetat
teceoctactt
tatttettaa
ccaagaactt

atttcgattce

2340

2400

2404

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

10290

1080

1149

1200

1260

1320

1380

1440



taaagaatac
tatgattttc
agatgtcaaa
cgeccacget
aggtcacggt
ttacccagaa
ccctggtggt
tgaattgggt
tgottttget
ttccattaag
cggtttcaag
gttettegaa
cgocacctac
tattcaaaat
tgttattate
tccaattgaa
ggccaccttg
cgetgatggt
gtctgctaac
gagagaatte
gagaaacatg
aaccagatte
taatgttace
tccaactggt
aggttacact
tgttgatace
gagaaatgac
taacggttat
cttcattaga
tttetectgaa

gttcactgtt

ttggagttag
ttgaagtcca
gttaaaccaa
aaccgtttga
ggtcaagtca
attactcaag
attggtteec
tactctttgt
gtegttggtyg
ttcttaaatyg
atttccaatce
ggtttgggtt
caccaattgg
gacgcocagag
gctagattge
aactcotttea
ccagaatteqg
tccttgaagyg
ccaatcaceca
gctaacgaca
gatatggecta
agattetteg
ccacgtcaat
cgtatcateg
ttgactggta
atggtcactc
tatccatcct
actcaccaag
gaatatttgce
agacataagg

gaagaagctyg
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ttgacaagtg
acccattatt
ttggteactyg
ttaacaagta
tggttactaa
acatcgaagqg
atatgacegce
cccatgettt
atggtgaageo
ccaagaacga
caaccatttt
attccecotag
ccogectaacat
agaatggtaa
caaagggttg
gagctcacca
aagattggat
atgagttgaa
acggtggtge
tcaacgacga
ctttatccaa
gtcecagatga
ggatggaaga
attcccaatt
gagttggtat
aacatttcaa
taaatttgat
accctggtat
cagocgacgy
ttaacttatt

aagtcttagce

gtggecgtgec
ctctgttact
gggtactatt
cggtctcaac
cgcecctactta
tatgtctcat
tcaaactceca
cggtgetgtt
tgaaactggt
tggtgcegtt
ttctagaatg
attcattgaa
cttagatcaa
atatcaagat
gggtggtcca
agttccatta
gaactcttac
agctattgee
tgacagatcc
taccagaggt
ctatttaggt
aaccatgtee
aatcaaggaa
gtctgaacac
ctttgecetet
gtggttgegt
cgctacetcet
gttaactcat
taactctttyg
gatcgeottet

taacgaaggt
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accaactact
aataccccaa
tecggtcaaa
atgttttacyg
gacggtgect
ttgttcaage
ggttecttge
ttggacaacc
ccatctatgg
ttgccagttt
tcotgatgaag
aatgatgaca
gcecategaag
ggtgaaattc
acccacgatg
ccattggaac
aagccagaag
ccaaagggtg
gacttgaaat
aaggaatteg
gcogtttete
aacagattgt
ccacaagatc
caagctgaag
tacgaatectt
cacgettecg
accgetttec
ttggecgaga
ttagecogttc
aaacaaccaa

ttgaagatta

tgtccgetgg
tcaaggcecga
ctttettata
ttggtggtce
acaccgaaga
gtttctettt
acgaaggtgg
cagaccaagt
coteottggea
tggatttaaa
aaattactaa
ttcacgacta
acattcaage
cagcettggece
cttctaataa
aacacgattt
aattattcaa
ataagagaat
tgccaaattg
ctgactectaa
aattgaaccc
ggggtttgtt
aattgttgte
gttggttgga
tcttgagagt
aacaagcttg
aacaagatca
agaagtctaa
aagagagagec
gacaacaatg

tcgattggge

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1520

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

25940

3000

3060

3120

3180

3240

3300



ttctactget
cattgagact
atacgttaac
cgaaagagaa
cttecggttte
cggtgatgte
gagagtctat
tgctaacggt
tttggccaaa
ctggacttgg
ttctttttat
ttcattgatt
tegocacatyg
agttaataat
gocggeogta
aacgttaage
atggtcattg
tgatcatctt
tttttttttt
tctocgagea
tatgtggtgt
aaacctgeag
ctcatecctag
tgtgtgette
gtcccaaaat
gecacagttaa
gaaaatttge
tagcagaatg
gtttgaagea
aattgtcatyg
cgaagagtga

atgaaggtta

ccatcttooyg
ttggecegect
gttgttgaat
ttatctgceyg
cacgcttacg
tatgttcacg
tcccacttgg
aaaategacc
cacttccaag
tctecattga
agctttatga
gaaagctttg
taatatctgt
ggaggcgete
cgaaaatcgt
tgatgetatg
gctegtgtta
atggaataat
ttgttetttt
gaaggaagaa
tgaagaaaca
gaaacgaaga
tcotgttget
attggatgtt
ttgtttacta
gecgetaaag
tgacattggt
ggcagacatt
ggcggegygaa
caagggctoe
caaagatttt

cgattggttyg
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atgttgatat
tatggttgat
tgttaagatt
aagqaatttaa
aaaacttgat
gttatagaga
ategtttececa
aagcegcetge
ttactagaaa
agtaagtgaa
cttagtttca
tgttttttet
agtagatace
ttaataattt
tattgtcttyg
atggaagetg
ttacttaagt
agtgagtggt
ttttgatteoe
cgaaggaagyg
tgaaattgce
taaatcatgt
gccaagotat
cgtaccaceca
aaaacacatg
gcattatecg
aatacagtca
acgaatgcac
gaagtaacaa
ctagetactyg
gttatcggct

attatgacac

tacttttget
taatcaaget
gcaaaagaaa
taagtactte
tgaatcttte
agatggtgat
tcaagccaag
cgacaccttt
tgaaggtaga
tttactttaa
atttatatac
tgatgeogeta
tgatacattg
tggggatatt
aaggtgaaat
attggtotta
tatttgtact
ttcagggtece
ggttteotttyg
agcacagact
cagtattectt
cgaaagctac
ttaatatcat
aggaattact
tggatatett
ccaagtacaa
aattgcoagta
acggtgtggt
aggaacctag
gagaatatac
ttattgctca

ceggtgtggg
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totgecggta
ttecctgacy
tctgaaccaa
caagccgaca
tttttecgaga
atcactacca
gqaageogeoeg
attgctaaga
gatattgaag
atcttgeatt
tattttaatg
ttgcattgtt
tggatgetga
ggcttateee
ttctactett
acttgeottgt
cgttttgaac
ataaagcttt
aaattttttt
tagattggta
aacccaactg
atataaggaa
gcacgaaaag
ggagttagtt
gactgatttt
ttttttacte
ctetgogggt
gggcccaggt
aggceottttyg
taagggtact
aagagacatg

tttagatgac

ctgaaccaac
ttaagtttag
acatgaacga
ctccagttat
gaaagttcac
cctacgatat
aaatcocttgte
tggacgacac
aattcactga
taaataaatt
acattttcga
cttgtetttt
gtgaaatttt
cgcgtgotty
attaatggtg
catettgeta
gtaatgctaa
tcaattecatc
gattoggtaa
tatatacgeca
cacagaacaa
cgtgotgota
caaacaaact
gaagcattag
tocatggagy
ttegaagaca
gtatacagaa
attgttageg
atgttagcag
gttgacattg
ggtggaagag

aagggagacyg

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3500

3960

4020

4080

4140

4200

4280

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5180

5220



cattgggtca
ttgttggaag
gaaaageagqg
tataagtaaa
tattaccacg
cgttaagetg
ggtcatatgg
gatcatctta
gagcaggaag
cagcgcaaaa
aaagcetttaa
atagaaatat
tttttaataa
asdataaaaaa
agaaaagaaa
cttgtgcoctg
ttgacaaatc
ttgcgaatet
agacatttge
ccaatgaggc
coaattttgt
agaatgacaa
tggtaattyge
cgaataacaa
atgagacgac
ctcctgtagt
ttgttgegaa
tgttttttet
ggtcgactat
cagactctga

cectgatgtt

acagtataga
aggactattt
ctgggaagea
tgcatgtata
aaaatcgtta
atgctatgat
ctcgtgttat
tggaataata
aatacactat
aggcttcaag
cgaacgeaga
cgaatgggaa
aaatcttaat
tattcaaaaa
aaaattgate
aactgcggta
gttgataggt
ttggaccaac
cttaccagcg
gtctaactge
tgecctttgta
catggetace
gattgaagat
aaaaccgtce
agatgcacct
atgtatagca
gtagattggg
gatctocgtag
ctctactceg
accgaccaag

cetoteotteo
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accgtggatyg
gcaaagggaa
tatttgagaa
ctaaactcac
ttgtcttgaa
ggaagctgat
tacttaagtt
gtgaacggec
actggatcta
cttacacaac
attttegagt
aaaaaaactg
aatcattaaa
ataaaataaa
tatcgattte
acggcaacaa
ttggcaaatc
ttgtatccga
actttagatc
aattcaccgt
accttgtcga
cttggctcga
aactcttcag
tcteccatact
ggtactgttt
ccagatacca
tecetgacga
aaagcgttog
gocaaattta
attatgtcgg

tcacecctctg

atgtggtcte
gggatgctaa
gatgeggeca
aaattagagc
ggtgaaattt
tggtcttaac
atttgtactc
ggocaagcac
aagagtacaa
acggtttatt
tattaaactt
cataaaggca
agataaataa
ctattatttt
aattcaattc
ctttgacgat
cctgacatat
tgtttectge
caggggcttt
cgatgtctaa
ctaattcatg
tcttgcacaa
cggtaggaca
cgcagtcagg
tgacaatctyg
aaccgtcage
ttttgteage
cgtaaccggc
cteoegaattt
caataccgtce

ccaaaacgat
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tacaggatct
ggtagagggt
gcaaaactaa
ttcaatttaa
ctactcttat
ttgcttgtca
gttttgaacg
goggggatgy
tagatggata
tcgaaataat
aaaatacgct
ttaaaagagg
tagtctatat
agcgtaaagg
aatagatctt
gtcgtegact
aggaccgatyg
ctggatgtct
caaatctgeg
gtcaggeccta
tgaggectgat
attetttgea
aacatttaca
tactgacatc
caaaccaggc
gtcacctaac
cttetccaag
ggtcttagaa
tgeggegttt
cctaataatc

tttettettg

gacattatta
gaacgttaca
asaactgtat
ttatatcagt
taatggtgaa
tcttgeotaat
taatgctaat
gatgagctty
agaatattgg
atccttcteyg
gaacacgaac
agcgaatttt
atacgtatat
atggggaaag
tatcecttgtg
gaacatccce
gctteggect
gggaagatca
accttcttaa
gcctecttag
cccatggttg
gtcteagecag
gocgecagtcag
aagaagactyg
cttaacaagt
ttgaccatca
gtgactecct
gaagtttctg
teccttaatga
tcectetgaag

teggecttgg

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
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ccaatcecgaa gatattctee atcaatttca ttgtgaaggt agttcegattt tggaggtege 7140
gggaggtcga aactaagttc ttggtgtttt aaaactaaaa aaaagactaa ctataaaagt 7200
agaatttaag aagtttaaga aatagattta cagaattaca atcaatacct accgtcttta 7260
tatacttatt agtcaagtag gggaataatt tcagggaact ggtttcaace ttttttttea 7320
gettttteea aatcagagag agcagaaggt aatagaaggt gtaagaaaat gagatagata 7380
catgegtggg tcaattgect tgtgtcatca tttactccag gecaggttgeca tcactcocatt 7440
gaggttgtge ccgttttttg cctgtttgtg ccectgttet ctgtagttge gctaagagaa 7500
tggacctatg aactgatggt tggtgaagaa aacaatattt tggtgctggg attctttttt 7560
tttctggatg ccagecttaaa aagecgggctc cattatattt agtggatgece aggaataaac 7620
tgttecaccea gacacctacg atgttatata ttetgtgtaa ccegeccect attttgggea 7680
tgtacgggtt acagcagaat taaaaggcta attttttgac taaataaagt taggaaaatce 7740
actactatta attatttacg tattetttga aatggeagta ttgataatga taaactegaa 7800
ctgaaaaagc gtgtttttta ttcaaaatga ttctaactcec cttacgtaat caaggaatct 7860
ttttgecttg gocteogegt cattaaactt cttgttgttg acgetaacat tcaacgetag 7520
tatatattcg tttttttcag gtaagttctt ttcaacgggt cttactgatg aggcagtcge 758Q
gtectgaaagg tecegeecggeg ttggacgage geteccatget ggacttacte gtegaagatt 8040
teetgetact ctetatataa ttagacacee atgttataga tttcagaaaa caatgtaata 8100
atatatggta gectectgaa actaccaagg gaaaaatcte aacaccaaga getcatatte 8160
gttggaatag cgataatatc tetttacectce aatcttatat gecatgttatt tgetcettata 822Q
attggtctect atttagggaa aaaagtcggt ttgagagett ctogegatgt gaaatctcaa 8280
tttgaactge acgcoccaaage tagecccattt cacgaacacce agaaagaaga aaktccccaag 834Q
gategeatga cagagtatge tetcteatat cgttgagtat gaatgecaat acactgatea 8400
getttacaag aaacgtaaaa tetggeacga tggtagactg aaatacttte agttaaacaa 8460
cagatteatyg ctttatacgg aaaaggataa cgttttgtta getagtgagg cggtttaaac 8520
gegtggeegt geegte 8536

<210> 49

<211> 9734

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Construccion sintética: construccion de integracion i74810

<400> 49
gacggeacgy ccacgegttt aaacegeceg ctegecteat coccacggga ataaggeage €0
cgacaaaaga aazacgaccy aaaaggaiacce agaaagaaaa aagagggtgg gogoegecgog 120
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gacgtgtaaa
cgggaacgta
gcaccgacca
accttgttag
gaggtcaagc
ttggtaatat
acatcaagaa
cgcocggegga
ctgaaaaaaa
acgcggagygc
taaaaaacac
cgtaaataat
attctgetgt
cgtaggtgte
tttaagctgg
accatcagtt
caaaaaacyq
aggraattga
ctctetgatt
ctacttgact
tocttaaactt
gaacttagtt
cgattctaaa
cgetggtatyg
ggccgaagat
cttatacgoe
tggtecaggt
cgaagattac
ctetttecet
aggtggtgaa

ccaagttget

aagatatgca
tgtaacattg
tgtgggcaaa
tcagctcaaa
ctggegtgtt
tcaattcgaa
acatctttaa
cctttcagac
cgaatatata
caaggcaaaa
gettttteag
taatagtagt
aacccgtaca
tgggtgaaca
catccagaaa
cataggtceca
gcacaacctc
cccacgceatg
tggaaaaage
dataagtata
cttaaattct
tecgacctccee
gaatacttgg
attttecttga
gtcaaagtta
caggctaace
cacggtggte
ccagaaatta
ggtggtattyg
ttgggttact

tttgetgteg
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tcecagettet
atctcoctetkt
ttegtaataa
cagcgattta
taacaagttc
gtgttcagte
catacacaaa
gcgactgect
ctagogttga
agattcettyg
ttegagttta
gattttccta
tgcecaaaat
gtttattect
aaaaaagaat
ttetettage
aatggagtga
tatctatcte
tgaaaaaaaa
taaagacggt
acttttatag
gcgacctceca
agttagttga
agtocaacec
aaccaattgg
gtttgattaa
aagtcatggt
ctcaagacat
gtteccatat

ctttgtcceca

ttggtgatgg

atatcgettt
gggaacggtg
atteggggtyg
acggttgagt
ttgatatcat
ttttacttct
cacatactat
catcagtaag
atgttagegt
attacgtaag
tcattatcaa
actttattta
agggggcggyg
ggocatceact
cccagcacca
gcaactacag
tgcaacctge
attttcttac
ggttgaaacc
aggtattgat
ttagtctttt
aaatcgaact
caagtggtgy
attattctet
tcactggggt
caagtacggt
tactaacgee
cgaaggtatg
gaccgetcaa
tgettteggt

tgaagetgaa
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aactttaccy
agtgcaacga
agggggatte
aacacatcaa
atataaatgt
cttgttttat
cagaatacac
acccgttgaa
caacaacaag
ggagttagaa
tactgacatt
gtcaaaaaat
ttacacagaa
aaatataatg
aaatattgtt
agaacagggqg
ctggagtaaa
accttctatt
agttccctga
tgtaattctg
ttttagtttt
accttcacaa
cgtgccacca
gttactaata
actatttccg
ctcaacatgt
tacttagacg
totcatttgt
actecaggtt
gctgttttgg

actggtecat

ttttgggcat
atgcgatata
aagacaagca
aacaccgttce
aataagaagt
agaagaaaaa
getogtaocaa
aagaacttac
aagtttaatg
tcattttgaa
tcaaagaata
tagcctttta
tatataacat
gagaccgett
ttcttcacca
cacaaacagg
tgatgacaca
accttetget
aattattccc
taaatctatt
aaaacaccaa
tggectgattt
actacttgtc
ccccaatcaa
gtcaaacttt
tttacgttgyg
gtgectacac
tcaagogttt
cettgeacga
acaacccaga

ctatggecte

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1149

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980



ttggecattce
tttaaacggt
tactaagtte
cgactacgcc
tcaagctakt
ttggcctgtt
taataatececa
cgatttggec
attcaacget
gagaatgtct
aaattggaga
ctetaagaga
gaacccaace
tttgtttaat
gttgtctcca
gttggaaggt
gagagttgtt
agcttggaga
agatcataac
gtctaactte
gagagcttte
acaatgqgtte
ttgggettct
accaaccatt
gtttagatac
gaacgacgaa
agttatette
gttcaceggt
cgatatgaga
cttgtetget
cgacactttg

cactgactgyg

attaagttet
ttcaagattt
ttegaaggtt
acctaceacc
caaaatgacg
attateogcta
attgaaaact
accttgecag
gatggttoct
gctaacceaa
gaattcgeta
aacatggata
agattcagat
gttacceocac
actggtegta
tacactttga
gataccatgg
aatgactatc
ggttatacte
attagagaat
tctgaaagac
actgttgaag
actgectecat
gagactttgg
gttaacgttg
agagaattat
ggtttcocacy
gatgtctatg
gtoetattoce
aacggtaaaa
gccaaacact

acttggtcte
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taaatgeccaa
ccaatccaac
tgggttatte
aattggecege
ccagagagaa
gattgccaaa
ctttcagage
aattcgaaga
tgaaggatga
tcaccaacgg
acgacatcaa
tggctacttt
tctteggtec
gtcaatggat
tcatcgattc
ctggtagagt
tcactcaaca
catccttaaa
accaagaccc
atttgcecage
ataaggttaa
aagctgaagt
cttccgatgt
cocgeckttatg
ttgaattgtt
ctgoogaaga
cttacgaaaa
ttcacggtta
acttggatcy
tegaccaage
tccaagttac

cattgaagta

gaacgatggt
cattttttct
coctagatte
taacatctta
tggtaaatat
gggttggggt
tcaccaagtt
ttggatgaac
gttgaaaget
tggtgctgac
cgacgatace
atccaactat
agatgaaacc
ggaagaaate
ccaattgtct
tggtatcttt
tttcaagtgg
tttgateget
tggtatgtta
cgacggtaac
cttattgate
cttagctaac
tgatattact
gttgattaat
aagattgeaa
atttaataag
cttgattgaa
tagagaagat
tttocatcaa
cgectgecgac
tagaaatgaa

agtgaattta
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gccgttttge
agaatgtctg
attgaaaatg
gatcaagcca
caagatggtg
ggtccaacce
ccattacecat
tcttacaage
attgccoocaa
agatcocgact
agaggtaagqg
ttaggtgeeg
atgtccaaca
aaggaaccac
gaacaccaag
goectettacy
ttgcgtcacg
acctctaceg
actcatttgg
tctttgttag
gcttctaaac
gaaggtttga
tttgettetg
caagctttcec
aagaaatctyg
tacttccaag
tetttetttt
ggtgatateca
gocaaggaaqg
acctttattg
ggtagagata

ctttaaatct

cagttttgga
atgaagaaat
atgacatteca
tcgaagacat
aaattccagc
acgatgette
tggaacaaca
cagaagaatt
agggtgataa
tgaaattgec
aattegetga
tttcteaatt
gattglgggy
aagatcaatt
ctgaaggttg
aatctttctt
ctteogaaca
ctttccaaca
cogagaagaa
ccgttcaaga
aaccaagaca
agattatcga
ccggtactga
ctgacgttaa
aaccaaacat
ccgacactee
toegagagaaa
ctaccaccta
cogocgaaat
ctaagatgga
ttgaagaatt

tgcatttaaa

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2540

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3300



taaattttct
tttegattea
tetttttege
aattttagtt
tgettggeeg
gttagaggeg
goagococega
cgtetggacy
gacattacta
actttgcagt
tgtcacctta
tcgaaaaaag
tatacgtgat
gttctggtce
tagattcega
accoeggttat
ctocgaaata
tcaatgatta
aagagttcct
tactcagtge
gtgggacagg
gocococgaaag
cgettagatt
taaaagacte
agtagtattt
taaaagatct
tggectttttyg
caccgcaatg
acggcoggcoe

ttattaacta

atgtggegaa

ttttatagcet
ttgattgaaa
cacatgtaat
aataatggag
goagtacact
gtggagatat
tctaaaagag
cgecgetcac
tatatataat
tatgacgcca
cgtacaatet
aaaaggagag
taagcacaca
attggtgaaa
tgetgacttyg
tgcaaggaaa
cttggttgge
cggcattgat
cggtttgeca
agettcacag
tgaacttttg
cttacatttt
aaatggegtt
taacaaaata
atttaagtat
aaacataaaa
attgattgta
gaatcaaact
aagcacgcgy
aaattteact

aaagacaaga
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ttatgactta
getttgtgtt
atctgtagta
gegetettaa
gagtaatggt
tecttatgge
ctgacaggga
cogeacggea
ataggaagca
gatggcagta
tgatccggag
ggccaagagy
aaggecagctt
gtttgecgget
ctgggtatta
atttcaagtce
gtgtttegta
atcgtccaac
gttattaaaa
aaacctcatt
gattggaact
atgttagetg
attggtgttyg
goaaattteg
tgtttgtgea
tctgtaaaat
caggaaaata
tgttgaagag
ggataageca
cagcateccac

acaatgcaat

gtttcaattt
ttttettgat
gatacctgat
taattttggg
agttataaga
atgtetggeg
aatggtcaga
gagaccaatce
tttaatagaa
gtggaagata
ctttteotttt
gagggcattyg
ggagtatgtc
tgcagagcac
tatgtgtgee
ttgtaaaagce
atcaacctaa
tgcatggaga
gactegtatt
cgtttatteoc
cgatttetga
gtggactgac
atgtaagegg
tcaaaaatge
cttgeetgea
aacaagatgt
tacatcgcag
aatgttcaca
atatccccaa
aatgtateaqg

agogeatcaa
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atatactatt
gegetattge
acattgtgga
gatattgget
aagagaccga
atgataaaac
aaaagaaacqg
agtaaaaatce
cagcatcgta
ttctttattg
tttgcegatt
gtgactattg
tgttattaat
agaggccgea
caatagaaaqg
atataaaaat
ggaggatgtt
tgagtcgtgg
tccaaaagac
cttgtttgat
ctgggttgga
gccagaaaat
aggtgtggag
taagaaatag
ggcettttga
aaagataatg
ggggttgact
ggcgcatacg
aattattaag
gtatctacta

gaaaaaacac

ttaatgacat
attgttettg
tgctgagtga
tatcocegeyg
gttagggaca
ttttecaaacyg
tgcaccogeoo
aacggttaac
atatatgtgt
aaaaatagct
aagaattegg
agcacgtgag
ttcacaggta
gaatgtgctc
agaacaattyg
agttcaggca
ttggetetgg
caagaatace
tgcaacatac
tcagaagecag
aggcoaagaga
gttggtgaty
acaaatggtyg
gttattactg
aaagcaagea
ctaaatcatt
tttaccattt
ctacaatgac
agogecteca
cagatattac

aaagctttca

3960

4020

4080

4140

4200

4280

4320

4280

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760



atcaatgaat
taaaaagaaa
caagtccagt
ttggccaaag
ccgttagecag
tagactcteca
acatcaccgy
aaaccgaaga
tctetttegt
ttaacgtatc
gtetcaatgg
gcagtagaag
acagtgaace
tcagagaaag
ctaatgaagt
taaccgttat
tcatttetec
gtatcaacaa
gtgtaacett
ccagttggag
gtaacattaa
aatctggttyg
atgtttctet
aattctetece
ttagcagaca
ccatcagcgt
aaggtggeca
tcaattggat
ataataacag
ttttgaatag
taggtggegt

tcgaagaackt

cgaaaatgte
atttatttaa
cagtgaattec
tgteogtccat
acaagatttec
tatcgtaggt
tgaactttet
taactggagt
cgttcatgtt
taaacttaac
ttggttcagt
cccaatcgat
attgttgtot
ctctetettyg
tagacttctt
gatottgttyg
aagcttgtte
ctctcaagaa
ccaaccaace
acaacaattqg
acaaacccca
ggttcaattg
tagagtcage
aatttggcaa
ttotettate
tgaataattc
aategtgttyg
tattagaagc
gcocecaagetgg
cttgaatgte
agtcgtgaat

tagtaatttc
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attaaaatag
atgcaagatt
ttcaatatect
cttagcaata
ggcggettee
ggtagtgata
ctcgaaaaag
gtcggettgg
tggttcagat
gtcagggaaa
accggcagaa
aatcttcaaa
tggttgttta
aacggctaac
ctecggecaaa
gaaageggta
ggaagcegtga
agattcgtaa
tteoagettgg
atoettgbggt
caatctgttg
agaaacggca
gaattectta
tttcaagtcyg
accctttggg
ttctggettg
ttocaatggt
atcgtgggtt
aattteacca
ttogatgget
gtcatecattt

ttcatcagac

tatataaatt
taaagtaaat
ctaccttecat
aaggtgtogy
ttggettgat
tcaceatctt
aaagattcaa
aagtacttat
ttcttttgea
gcttgattaa
gcaaaagtaa
ccttegttag
gaagcgatca
aaagagttac
tgagttaaca
gaggtagega
cgcaaccact
gaggcaaaga
tgttecagaca
tocttgattt
gacatggttt
cotaaatagt
cetetggtat
gatctgtcag
gcaatagctt
taagagtteca
aatggaactt
ggaccacccco
tcttgatatt
tgatctaaga
tcaatgaatc

attctagaaa
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gaaactaagt
tcacttactt
ttetagtaac
cagoggetty
ggaaacgatc
ctctataacc
tcaagtttte
taaattcttc
atcttaacaa
tcaaccataa
tatecaacatc
ctaagacttc
ataagttaac
cgtoggetgg
taccagggtc
tcaaatttaa
tgaaatgttyg
taccaactct
attgggaatce
cttccateca
catctggace
tggataaagt
cgtogttgat
caccaccgtt
tcaactcate
tccaatcttc
ggtgagectcet
aaccctttgg
tacecattectco
tgttageggo
taggggaata

aaatggttgg

cataaagcta
caatggagac
ttggaagtgt
gtcogatttta
caagtgggaa
gtgaacatag
gtaagcegtgg
ggcagataat
ttcaacaacg
ggcggocaaa
ggaagatgga
agcttcttca
cttatgtott
caaatattet
ttggtgagta
ggatggatag
agtgaccatyg
accagtcaaa
gatgatacga
ttgacgtggg
gaagaatctyg
agccatateoc
gtcgttageyg
ggtgattggg
cttcaaggaa
gaattotgge
gaaagagttt
caatctagcg
tctggogtca
caattggtgg
acccaaacct

attggaaatc

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

£300

6360

6420

6480

€540

£6C0

6660

6720

6780

6840

€900

£960

7020

7080

7140

7200

72860

7320

7380

7440

7500

7580

7620

7680



ttgaaaccgt
ttaatggaat
gcaaaagcaa
cocaattcac
coeaccaggga
tetgggtaat
cogtgacetyg
gegtgggogt
ttgacatctt
aaaatcatac
tattetttag
gtcgaaacta
ttaagaagtt
ttattagtca
ttccaaatca
gtgggtcaat
tgtgoccegtt
ctatgaactg
ggatgccagc
acccagacac
gggttacagc
tattaattat
aaagegtgtt
cettggecte
attcgttttt
aaaggtcoge
aaaatacttt
attaaaaaat
aagcgataca
catcccacac

ctatatccaa

ttaaatccaa
gocaagagge
cttggtetgg
caccttegtyg
aagagaaacy
ctteggtgta
gaccaccaac
ataagaaagt
cggecttgat
cageggacaa
aatcgaaatc
agttcttggt
taagaaatag
agtaggggaa
gagagagcag
tgcettgtgt
ttttgecetgt
atggttggtg
ttaaaaagcg
ctacgatgtt
agaattaaaa
ttacgtatte
ttttattcaa
cgegteatta
ttcaggtaag
cggegttaga
catataaact
ttggttttat
atccatgaaa
aaaatcatat

agaaaactaa
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aactggcaaa
catagatgga
gttgtecaaa
caaggaacct
cttgaacaaa
ggcacecgtet
gtaaaacatg
ttgaceggaa
tggggtatta
gtagttggtg
agccattgtg
gttttaaaac
atttacagaa
taatttcagg
aaggtaatag
catcatttac
ttgtgeecct
aagaaaacaa
ggctccatta
atatattctyg
ggctaatttt
tttgaaatgyg
aatgattcta
aacttettgt
ttotttteoaa
cgagegtgta
tacttggtct
atttttacaa
2aagagaaaa
tgaattgaat

cgtggaccgeo

acggcaccat
ccagtttcoag
acagcaccga
ggagtttgag
tgagacatac
aagtaggcgt
ttgagaccgt
atagtacocoe
gtaacagaga
gcacgaecace
aaggtagttc
taaaaaaaag
ttacaatcaa
gaactggttt
aaggtgtaag
tccaggeagg
gttctetgta
tattttggtg
tatttagtgg
tgtaacccge
ttgactaaat
cagtattgat
acteccettac
tgttgacget
cgggtcttac
ccaacctgea
tacgtcataa
aaagaatcgt
agagagaaca
tttacatctt

ttttagagtt
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cgttettgge
cttcaccatc
aagcatggga
cggteatatg
cttogatgte
tagtaaccat
acttgttaat
agtgaccaat
ataatgggtt
acttgtcaac
gattttggag
actaactata
tacctacegt
caaccttttt
aaaatgagat
ttgcatcact
gttgegetaa
ctgggattet
atgccaggaa
cccctatttt
aaagttagga
aatgataaac
gtaatcaagg
aacattecaac
tgatgaggca
tttettteeg
ataaatatgt
ttactteatt
ggcttgtgee
aagctagtgt

gagaaaaagqg

atttaagaac
accaacgaca
caaagagtaa
ggaaccaata
ttgagtaatt
gacttgacca
caaacggtta
tggtttaact
ggacttcaag
taacteocaag
gtegcgggag
aaagtagaat
ctttatatac
tttcagettt
agatacatge
ccattgaggt
gagaatggac
ttttttttet
taaactgttc
gggcatgtac
aaatcactac
tcgaactgaa
aatctttttyg
getagtatat
gtogogtoetyg
tcatatacac
atacatataa
tcocteceotttt
ttctttaaaa
acaacaactg

tttgaaaaaa

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

3000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540
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atagraatac aaagacttgt ttcatatata aaatacaggg
cataaacact gcgaaccaat tccaatcaaa aggtacacat
tgecattteg ccatcagaga tcatataata acatcocttet
gtggccgtge cgte

<210> 50

<211> 7980

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética: construccion de integracion i76221

<400> 50

gacggcacygyg
atcatctcgg
tccatttcege
gecgtggeaa
taaaaaaaaa
tattgcagtt
actgggegge
gttcttatat
gccccactgt
taagaccegt
gegtcaacaa
taagggagtt
tcaatactge
tttagtcaaa
cgggttacac
cactaaatat
accaaaatat
acagagaaca
ctgcctggag
ttacaccttc
aaccagttecc
tgattgtaat

ttttttttag

ccacgegttt
acgaacggcg
cggatgtcga
atgattgggg
aggttggggt

ggggtatagt

tattctaagc
tttctatcta
gttcocgetegt
tgaaaagaac
caagaagttt
agaatcattt
catttcaaag
aaattagect
agaatatata
aatggageco
tgttttette
ggggcacaaa
taaatgatga
tattacctte
ctgaaattat
tetgtaaate

ttttaaaaca

azaccgccge
tagtactcte
gatgacccce
tcatcctttt
acgaattgce
tecteggtgg
atatttctcec
taagcaaaac
ccaacgoccgg
ttacctgaaa
aatgacgegqg
tgaataaaaa
aatacgtaaa
tttaattctg
acatcgtagyg
getttttaag
accaaccate
caggcaaaaa
cacaaggcaa
tgctectetet
tcceoetactt
tatttettaa

ccaagaactt

acgtgtatgt
catcccctaa
ccccctcaaa
tttetgttat
gccgagecto
caaatagtte
cttaggttat
caaacatatc
cggaccttte
aaaacgaata
aggocaagge
acacgetttt
taattaatag
ctgtaaccecy
tgtctgggtg
ctggeateca
agttecatagyg
acgggcacaa
ttgacccacyg
gatttggaaa
gactaataag
acttcttaaa

agtttegace
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agcacattga gctaatataa

gagagcatte cccegagtac

tegaacggeg gtttaaacqge

acggctgtgt
aaatgttecac
aggcactcac
ctctaagatc
cgatgeocatt
tocccttoatt
ctggtagtac
aaaactacta
agacgcgact
tatactageg
aaaaagattc
tocagttegag
tagtgatttt
tacatgecececa
aacagtttat
gaaaaaaaaa
tocattetet
cotcaatgga
catgtatcta
aagctgaaaa
tatataaaga
ttetactttt

tcocegegace

aaatatgata
gtgtgactgc
ctgctgacat
caaagaaaagqg
attcaatggg
ttgtatataa
gttatatectt
gaaagacatt
gectecatecag
ttgaatgtta
ottgattacyg
tttatcatta
cetaacttta
aaataggggg
tecectggeate
gaatceccage
tagqegqeaact
qtgqatgcaac
tctcatttte
aaaaggttga
cggtaggtat
atagttagte

toecaaaateg

8600

96460

8720

9734

60

120

180

240

300

360

420

480

54Q

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1240

1320

1380



aactaccttc
catgtttgac
cttageoocaa
agtggccgga
gggtagggtyg
agaatgttta
cocottgggga
taatgecaatc
caaaaacgte
cccagaaaat
cagatatcoog
taggaageat
ggacgaaact
caacaacata
actattggca
actactacec
ttatgttgga
tactcgtcta
gatgccagtg
taagcetagag
aaatagaatg
aggtttgggt
aggtgttaca
tcggattget
ctecttatttt
tcatataggg
attttacaaa
cgaaacaaaa
ctaaagaaac
ttctactaac

aaatttaccc

acaatggaac
gctccatctyg
caacaactaa
gaaaggtatg
gtggataagt
tcggcogagg
gtogtagett
tcaatgattg
tecactaagga
ttactagtta
ggtattggat
acagataaaa
gctgacatac
atttgtgetg
gaaatgcaaa
getettttgt
agagatgecgg
cteeotggeag
ttaccagtaa
teaggotgea
gctaatgeca
ttaggeggtg
agcgcteogta
taagcggecg
tatgtattag
ggggttggtyg
gggttttttt
aaaaaaaaaa
catgtcageg
gtttteatta

agtaggccag
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attctgtaat
gtatttttag
gttcagttga
cacaagtttt
acattaagaa
ttettacggy
cagtcacgce
cagcygggaa
ctattteottt
gtgtggcaaa
tgttagttgt
ggttaattge
ctaaagoege
atgaaaaagt
gaaataacgc
ccgatattga
ctaaattagc
agacagacgc
taagagtcaa
gacacacage
tcaataccte
aaggttggac
cctttgtcag
cgagtaataa
ttaattaagt
ttttettgee
gtaagagaag
tggaaaaagc
tatgtatata
ttcectatacte

caaataaaga

cgaaccaact
ctetttggac
gttgogteag
ggctgaaaty
tgtctetcaa
tgataatgge
aagcacaaat
ttcagtegty
actcaacaag
cectaacate
gacaggtggt
ageeggogot
aagagcaatt
tttgattgtg
cgtcttactt
cgaacaggge
agcggectatt
tgatcatcca
gaatgtagat
tgegatgeac
tatectttgta
ttcaatgact
attaagaagg
ttattgettc
atttttatet
catcagattg
gagaagacag
tgctatcaac
ccttgtaatt
tatgaccaat

aaattatacc
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gtgeccatge
gacgctgtge
caagtaatca
gcagttgctyg
gectogteata
ctaacattga
ccagcagcta
ttegeaccac
gocattgteg
gaaactgcac
gaagecgteg
ggtaateocte
gtoaagggtyg
gtagacagag
acacccgaac
aaaggacgtg
ggtctggaag
ttcocgeegtga
gatgcaatcg
tetactaata
daaaatggtec
attagcacte
tgtgtecttag
catataatat
atectgettat
atgtcctcca
atactaaacc
aaaagacggc
tacgtttect
aaaaacagac

agattactte

cgctaccage
aagcagccac
aagccataag
aaactggtat
cgectggtat
ttgaaaatge
cggtaattaa
atccttetge
ctaccggegyg
agagattatt
ttgaagooge
ctgttgttgt
cttetttega
ttgecagatge
agaccgaaag
tgaatagaga
ttagcgaaca
cggagctgat
cattggcagt
taagaaactt
catgtattge
cgaceggtga
tecgacatgtt
ttttatatac
cattttcttt
actcggecact
atacgttact
ctcatcaaac
taaatcttct
tgtactttea

tgaaacacat

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1380

2040

2100

21a0

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240



taatcccaac
goegtttete
tagcatgtac
cccattgttt
ttttettaat
tgaacacgge
attactettg
tttttttttt
taatgaatta
gcaggcaaga
aaatgaaacc
ctcgatette
gattaacgtce
ttecggetgg
cactgaagac
tggagtaaaa
ggtagatctt
aggagatctc
aattacccte
gttecaagget
toccteocace
tatatataca
atgatactga
gotttoottt
gcacgcgggg
tcagaagtaa
acagtctgtt
ttaaggaaac
gaggecgtct
tatggtttag
agttggagga

atgataagca

aacaagtatg
gacgtgggoee
gtgagoegtat
ttttctacta
tetegtttta
attagtcagyg
gectecteta
tecacctage
tacattatat
taaacgaagg
aagattcaga
ccagaaaaag
cacacaggta
tegetaateg
tgegggattg
aggtttggat
tcgaacagge
tcttgogaga
cacgttgatt
cttgecggttg
aaaggtgtte
tgtgtatata
agatgacaag
tttoetttttg
atggggtage
tctggtataa
tttattggte
gtaaattaca
tttgttgata
tatctgtett
catcaatctyg

gatagataaa
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ccattaatce
ttttteottge
ttccttttaa
ttgctttget
agagettggt
gaagtcataa
gtacactcta
ggatgactot
aaagtaatgt
caaagatgac
ttgogatete
aggcagaagc
tagggtttet
ttgagtgeat
ctctcggteoa
caggatttge
cgtacgecagt
tgatccegea
gtctgcgagg
ccataagaga
ttatgtagtg
tgtatacecta
gtaatgcate
ctttttettt
gacggattaa
ttttotttat
atagagtata
aggtatatac
gecagettitt
ctccttetet
atgggcaaga

aatacttaat

gtcocgetacceo
catatggatc
accaggacgeo
gtgggaaaaa
gagcgotagg
cacagtcectt
tattttttta
tttttttteot
gatttctteg
agagcagaaa
tttaaagggt
agtagcagaa
ggaccatatg
tggtgactta
agcttttaaa
gcctttggat
tgtcgaactt
tttteottgaa
caagaatgat
agccacctoeg
acacogatta
tgaatgtcag
attctatacg
ttttttetet
tggcatactt
ttgctggect
gaataatgaa
atacgctgac
cecatttitet
tacaaaaaaa
aaacaccaac

taactaatac
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catccocogeg
cgotgecacyg
tttgtcttca
cttatcgaaa
agtcactgec
tocogcaatt
tgccteggta
tagogattgg
aagaatatac
gcectagtaa
ggteoooctag
caggecacac
atacatgecte
cacatagacg
gaggeccectag
gaggeacttt
ggtttgcaaa
agctttgeag
catcacegta
cccaatggta
tttaaagetg
taagtatgta
tgtecattetg
tgaactegac
gttgttggga
actgggtaaa
aacgttagta
atggttteott
tttttttgtt
ccctttgtaa
ccecectata

ataaaaataa

tgcttggeocg
tectgttece
ttcaacgttt
gatgacgact
aggtategtt
ttetttttet
atgattttca
cattatcaca
taaaaaatga
agcgtattac
cgatagagoa
aatcgcaagt
tggccaagea
accatcacac
gggcegtgeg
ccagageggt
gggagaaagt
aggectagcag
gtgagagtge
ccaacgatgt
cageatacga
tacgaacagt
aacgaggegce
ggecggecaa
ttaatgtgtt
ttttgaaagt
gaaagaagat
taggtttgat
tcgagtaacyg
aatagtgeccyg
tgaaaagaaa

gaggtatata

3300

3360

3420

3480

3540

3800

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160



aaaatattat
cgactaagac
toggagtget
atggaccatt
ttatattagt
atgoegattge
ccgtcacgge
taacttccag
tcacacgtec
tctgttoggy
caactctgte
aagcaccctt
caggaggatt
caacgacggc
tctgtgcagt
tagcgacaat
gatgtggtgc
cogtagetge
caatcaatgt
gcgtatgacg
tttcagecaac
ctttgattac
cttgcacage
geggeatggy
dgaggtcgeyg
tataaaagta
ccegtetttat
tttttttecag
agatagatac
cactccattg

ctaagagaat

atggaagcaa
acaccttctt
aatagteatt
ttttacaaag
agagtgcatc
atcatctaca
gaatggatga
accaatagec
tttgecctgt
tgtaagtaag
taccacaatce
gacaattget
accagoegecyg
ttcaccacet
ttcgatgtta
ggcecttgttyg
gaacacgact
tggatttgtyg
taggccatta
agcttgagag
tgccatttcea
ttgctgacgc
gtegtccaaa
cacagttggt
ggaggtcgaa
gaatttaaga
atacttatta
ctttttocaa
atgegtgggt
aggttgtgcc

ggacctatga
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taattattac
aatctgacaa
gaagteecaac
atagaggtat
gecagetgtgt
ttettgacte
tcagegtetg
getgctaatt
tegtcaatat
acggcegttat
aaaacttttt
cttgeggett
gotgecaatta
gtcacaacta
gggtttgcca
agtaaagaaa
gaattccccg
cttggoegtga
tcacccgtaa
acattcttaa
gocaaaactt
aactcaactg
gagctaaaaa
tegattacag
actaagttct
agtttaagaa
gtcaagtagg
atcagagaga
caattgoctt
cgttttttge

actgatggtt

tecgeggecge
aggtacgage
ctteacegeoao
tgatggecatt
gtctgcagee
ttattactgg
tctctgccag
tagecgeate
ocggacaaaag
ttetttgeat
catcagcaca
taggtatgtc
accottttate
acaatccaat
cactaactag
tagtccttag
ctgcaatcat
ctgaagetac
gaacctcgge
tgtacttatc
gtgcatacat
aacttagttg
taccagatgyg
aatgttocat
tggtgtttta
atagatttac
ggaataattt
gocagaaggta
gtgtcatcat
ctgtttgtgc

ggtgaagaaa

118

ttaagcaatec
gcttgtaaca
taaacccaaa
agcecattecta
tgactctage
taacactggce
gagtagacga
tctteccaaca
agegggtagt
ttctgccaat
aattatgttyg
agcagtttcg
tgtatgette
acccggatat
taaattttct
tgagacgttt
tgagattgca
gactcceocaa
cgataaacat
caccacceta
ttetecggee
ttgttgggct
agcgtcaaac
tgtgaaggta
aaactaaaaa
agaattacaa
cagggaactg
atagaaggty
ttacteecagy
ccectgttete

acaatatttt

cgaaacatgt
ccttcaccgy
cctgeaatac
tttaagttte
ttaactgecca
atcatcaget
gtatgttcge
taatctctat
agtetttegg
agtgcatctg
ttgtegaaag
tccacaacaa
ctageggett
ctgaataatc
gggccgecygyd
ttggcagaag
ttattaatta
ggggcatttt
tctataccag
cccataccag
actcttatgg
aaggtggctg
atggctggta
gttogatttt
aaagactaac
tcaataccta
gtttcaacct
taagaaaatg
caggttgeat
tgtagttgcg

ggtgetggga

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

63960

7020
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ttocktttttt
ggaataaact
ttttgggeoat
aggaaaatca
aaactcgaac
aaggaatctt
caacgctagt
ggcagtogog
atattgacga
attattattt
tacaagaaac
getatcaaca
accaccacta
tacacaagac
cttgcgaaag

cagcaaaacc

ttctggatge
gttcacccag
gtacgggtta
ctactattaa
tgaaaaageg
tttgecttgg
atatattcgt
tctgaaaggt
cttttttttt
caccttetet
tettttetae
acaaatttga
cttgktgaagt
cataatccat
gcatcctcaa

acttecatcag
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cagcttaaaa
acacctacga
cagcagaatt
ttatttacgt
tgttttttat
ceteagegte
ttttttecagy
ccgcocggegt
ttogtgtgtt
ttttatttat
attaattgca
caaacetgee
ccctggagtt
ccatgctatc
tggctEgttt

cggegtacte

agcegggctce
tgttatatat
aaaaggctaa
attctttgaa
teaaaatgat
attaaactte
taagttcttt
tggacgageyg
tttgttctet
acttataatt
taaagtgtea
tatatcttea
taatatgecac
gecagtatatyg
cattgatcca

ctggeggttt

<210> 51

<211> 13266

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética: construccion de integracion 84022

<400> 51

gacggeacgyg ccacgegttt

aaattaacgt
cgcaagtcct
aaatgatcca
gtcecacatta
acccactagt
aggtgtgaaa
agctattget
acgcactatt
atggetttta

aattctatet

accttttttg
gtttectatge
cgaaaatcat
acatcattge
actaccattg
ccacgaaaag
actcaaatga
catcattaaa
tttetattac

atactttaaa

aaaccgecaa
tgogtgtatt
ctttctetta
gttattattt
agagcaacaa
gtacctacta
ttcaccataa
ggtttgecaga
tatttaaagc
aactattage

cgetogteca

gtgatgtaac
gaaatattat
gtaattcacg
acatcaacat
tteoattttea
octttgaattyg
cttcgaataa
agcttgttga
tcataaaatt

totaaatcca

acgocggegyg

119

attatattta
tctgtgtaac
ttttttgact
atggeagtat
tetaactece
ttgttgttga
tcaacgggtc
tgatgatttc
tataaccgag
atttattett
atcageacat
ggaacaactyg
tgaaatttac

attttgtgtt

tcagtgtage

aaacgegtyyg

taaatacacg
gacatattac
aaataaacct
atcgogaaaa
tagagaaatt
tactaceget
agtcgcggaa
agcatgatga
gtattcaatt
tatecctecata

acetgatgtyg

gtggatgeca

ccgoccocta
aaataaagtt
tgataatgat
ttacgtaate
cgcetaacatt
ttactgatga
tttcocttttt
ctgcttactt
tacatactgt
cctetatate
cegeateget
ctagcegttt
cgtttttegt
tcgtaggtac

cegtgeegte

attaccatgg
agaaagggtt
atggtttacg
ttcatgtcat
tgotactate
gggegttatt
aaaagtaaac
agcgttctaa
cctattctaa
agcageaate

tattactagt

7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920

7980

60
129
180
240
300
360
420
480
540
600

660



gtcgacgaca
tatttacata
ttaattttte
tecctteoogga
cattttaaga
ttagtagtat
agaagcccaa
cgaagcgcaqg
ttgagcaact
acagtcttca
aggacgeggt
aacaccgcat
ttacegtgag
tgecgeogega
ttccgtttct
gcatcttgag
tgcccacgat
tgecagtccta
tgatgcttta
attgtattct
tctattacca
tcettgteac
cctoctacaa
atttgecegag
gtgtgtatag
aaaacacgat
cgatttacca
agcttgataa
tetgecaacga
gtacgacggc

agcttaaatg

gecattegeee
attctgtate
ctattgttac
tccagatttt
gaggacctce
tgagecaggeyg
atgtgcgaaa
tccecttace
ttteocttett
agacattaag
gacggacecge
ttcogeecacg
tatcgatagt
cgececttgecac
taagaccgat
aagtatcggt
gatcaccgac
cttgaacaac
caacaatcaa
tgcgatcggyg
gaacgccaag
ggcgcttcac
cttececattece
tagtttttee
ttgggaaatt
tagttttece
cggtattate
gacggtgacca
aatcgaagaa
ccttacgaac

gaagcaactt
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agtatttttt
agtttaatca
tteogggeoctt
cagcttcate
cgcgacctee
tgtgacatct
tgccttaaaa
cgcgeogcace
atctteccea
gcgettetta
cttgeecagtg
agtagtagtg
geggeocaco
gggttcgact
cocgaataaca
ttcaageoceg
cgctatacce
ttoccateocgt
atcgagattyg
gecgtggtgea
agtcacctta
ttgcttagta
ttcagtatte
gactectcea
cagcttagte
agtagtgtygg
gagacggcgc
geggagaagt
gtcagtegee
cttcttaaag

agtttgatta

ttattctaca
ccataatatce
tttetgtttt
tocagattgt
aaaatcgaac
gtagattgaa
ataattggga
ttacggaggt
gagaggattt
cggggetttt
tcgaaaccga
aggaatcctec
acgacaatag
ggagtgagga
acggtttttt
agaactatac
ttgccagtey
attgtoccat
ccagtaaaga
ttgaaggtga
cctccaaagt
gatacacgca
gcatggegat
teettgagea
ttttgtacgyg
atgacgtcca
gcttgettea
cecccatttyg
aagcgccgaa
agcateccctg

tectacgtget
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aaccttetat
gttttctttg
atgagctatt
gtctacgtaa
taccttcaca
gaaattgaaa
atgcagatat
cgagagtege
ggatatgate
cgtgeaggac
catgceccett
caataagggg
tacgateccoce
agacgatatg
cggtgatggy
caatagtaat
cagtacgacg
tgtecatagt
ccagtggcag
gagtaccgac
gtttgaaagt
atggcgccaa
tagtcttggt
gcgcagaaga
gagaagtatt
aagaacgacy
ggtctttacg
cgogaagaayg
attectteag
gcttagttte

tecgegactte

aatttcaaag
tttagtgeaa
ttttoegtea
tgcacgecat
atgaaacttc
tgtagtaagg
agtccgaaga
cttgagegece
cttaagatgg
aacgtcaaca
acgctteogec
cagcgcocaac
cttgacttea
agtgacggtec
agtttgettt
gtecaatcget
agtagacttt
cccaccckta
attttgttca
attgacgtct
gggagtatta
aagacgaaca
cttaaccygcy
atctggtgga
caattgagtc
acggggccga
aagatttacg
tgtettatga
atggacatca
acgcgetttg

tttaccaact

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1300

1860

1520

1580

2040

2100

21860

2220

2280

2340

2400

2450

2520



tcacgcaaaa
agagatgtag
acatggataa
acgeggtget
atgaaacgge
cgaccttcaa
cctteocttet
ggtocgogat
aagagaacgt
ccgteceget
cgecgagtag
cccccttect
tttteggggg
cctttaccaa
tgagtcageoo
cctecaagat
cogectacaa
tgtacaatta
attggtgegg
ttttecgaac
atcgagaaaa
gocogtagtta
tggaagaaat
tgtgettett
cotgtttage
caatgteogge
gteeccctttg
caacggogge
cggccctage
attcaatggt

aatgteccggt

ctgttgecgac

gaaaagtcag
tattatgott
ccacaacgkyg
tgtgeccgatt
goagottoett
gattcaaacc
tagteaatge
caagaacatc
gaataacatt
taagagtggyg
aaatagtccg
tggtcageaa
tgegaactte
ttectccaat
gatcogegagt
cgacgacggg
tgectteoggyg
cctttttgac
caattgataa
gtttttactt
cgogatggtyg
tgacaattac
tatgacgtac
tttcaagaga
cotggegaca
teoceggtggea
gatteccoteg
agtaacctgg
tgtagggtga
accgaccaac
cctggeggeg

gacgactggg
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cttgagcaag
tcogacgegyg
acgccgtact
aaaaceccttt
cagcagatca
tgcgagaagt
gegattooge
gtggggagtyg
tcegtecaagt
gogtootttt
gtcacgattec
cagcaactte
aaccagtccg
gggcoccaatt
agtaatgtece
aacaacagta
attaccacgg
gacgaggaca
taacgaaaat
tatatatata
gggtgacttt
aacaacagaa
aaactataaa
ataccaatga
gatacgtete
ccggocatga
gttgocaagg
gccaactcag
gtcttggtgg
ctacogtegt
taggegtggg

tcaattcegt

accagaacga
agoagageac
togoegtggaa
tgagtaatag
ataccgtect
atatccaggt
tteocccacat
cgaccattge
acgtcagtce
cogacettgt
cgegeteccac
agagtettgt
gtaacatcgc
tgattacgac
acgacaattt
agccgettag
gtatgtteaa
cgocgecgaa
gtcttttaat
tatacatgta
caacteggog
ttctttctat
gtaaatattt
cgtatgacta
cggetteaac
ttgegatgtt
ccectaattge
tageggtttco
ctcocteoctac
tggecaacte
ctcoagette

tcataattcc

121

ccaccagtcc
cgtcatgagt
ctgcagttac
taagagtaac
tatgottett
gcttgaggaa
ttectacaat
gcagtatccoo
cggtagtgtyg
gaaacttett
gcccagtcac
cocgettacyg
cgactccagt
ccagacgaac
tatgaacaac
teccegggtgyg
cacgaccacy
tcegaagaag
gatctgggta
acatatatte
tatcccogog
atatgcacga
tacgtaacac
agtttatgta
gatgaccetg
ccttgegtgt
ggecatatte
gacctgeatt
caaacccaag
ccaccttgte
gatggecececte

cttgttatgg

tacgaggtca
gtgteectact
tatcttttta
gcocgaaaaca
aagaagettyg
gtgtgogece
aactocaacyg
accttgoooyg
ggtcccagte
agtaatagac
agaagtgtga
cecagtgoos
cttagtttta
agtcaggcct
gagattaceog
accgatcaga
atggacgacyg
gaatgagoca
taatgaggaa
tatacgetat
tgettggecy
acttgtaata
atggtgotgt
ttttccaaaa
gtgacecctgt
aaggtcatgt
tgagccaaac
aaggccaaag
gccaaaggca
aaagaggtgt
cagtcgttac

gttgcggecce

2580

2640

2700

2760

2829

2880

29490

3000

3060

3120

31840

3240

3300

3360

3420

3480

35490

3800

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440



tgtaagggtc
catcgtatcc
tcaagtegge
cctotggage
catcaacaat
cctecaatgte
cttccatgaa
atccgacaac
cgttetetet
ctgccatagg
gcaactcaaa
caccgttace
taactaacet
cgatgtgace
taagtataga
taatacaaac
tatatctgtt
taaaaaacta
tgtggggcca
atctttattg
tgaagaccaqg
ttectaatceg
agaaggtttt
attagatatg
cgteccateca
tctecagaacyg
ctatccteca
gttccagaat
gccaatttgg
atcgttgcaa

gctcaatcca

gactattget
ctgggtggtc
caagttagac
taacctttca
caagtgcaat
tectgeaacca
agcagecctta
ttggatttgg
agctatecett
tattaagtag
tttteocgata
ggccaatgea
ctgageagga
tgtctttcea
ggtatattaa
cgaaaatgtt
aatagatcaa
atcgcattat
ggttactgce
tteggagecag
gacgcacgga
tacttcaata
tttaggctaa
gatatgtata
aaaaaaaagt
tttacattgt
agacagcagt
tggatgeatce
gccaagctee
gcacagttaa

tcaaatgtgg
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aaggcycaygy
aaagtctcag
aaaatcctea
gccatggtgt
acgaccattg
ccacctaaac
tgggccaaca
gccctcatta
gcocatatatg
tcectteegt
acattctega
gaaatggctt
tecaagtece
gtcattgtaa
caattttttyg
gaaagtatta
aaatcatcge
tatcectatgg
aatttttcct
tgcggcgoga
ggagagtctt
tagcaatgag
gataatgggy
tggtggtatt
aacgcacgca
atcgactgee
ggaattgggt
caaggatttt
ggccagacaa
caaggtetgt

taatgectgat

cttcaaccat
gggctaactce
acctgacggt
taactgtgtt
caccaacagg
caaccaaaac
accttitgect
aaggtgcagt
aggctgegge
tgacggtgaa
tecatacegtt
caggttcecaa
teatettote
agttagttgg
ttgatacttt
gttaaagtgg
ttcgetgatt
ttgttaattt
cttcataacec
ggcacatctg
cogtoggagy
cagttaagcg
ctctttacat
gccatgtaat
cactceccgac
agaaccccaa
gctgttgett
gacgaaatta
gttgetttgg
gcatccgecta

gttgtcgtag

122

tecccttgea
aaccctgget
tecaccageg
ggcacccatyg
ggtgtcoccta
tggatctacyg
agcteceottet
tccgtgtgeg
aacaacagat
gttggtggcy
ggocaatgac
tecctgegget
gatcottgag
ttgogegact
tatgacattt
ttatgcagct
aattacccca
gattcgttga
ataaaagcta
cgtttcagga
gctgtcogece
tattactgaa
ttccacaaca
atgattatta
agacaactag
ttggtteatt
taaaaggcgce
tttttggtaa
ctgoeggttt
tgaaggcaat

ctggtggttg

acgtcggcac
cttaccaace
atcectcteta
gogtocteotga
aaaacatgga
gcatctgetyg
gggtctecta
gtgaatccac
ggttectega
acacccaatg
aaaggcaaag
teggecaaccee
ttcaateoogt
tcgggtgggg
gaataagaag
tttgecattta
gaaataaggc
tttgaaggtt
gtattgtaga
acgcgaccgg
gcteggegge
agttccaaag
tataagtaag
aacttctttg
cttgataatg
ccagggttet
cttggctaag
cgttetttet
gagtaatcat
cattttgggt

tgaatctatg

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4820

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5840

6000

6060

6120

6180

6240

6300



actaacgcac
cttgttgatg
gtacacgcag
gecatogaat
attgtacctg
gaggaacctyg
gaaaacggta
atcttggttt
gottggggty
ccaaaggett
aatgaagoct
aaggttaatg
agagtggttyg
gcoccatttgta
totgegattt
taacaggcat
aggtgtgcct
gaegecgatac
acgttaagct
tggtecattgg
gatcatctta
tttttttttt
ctocgageoag
atgtggtgtt
aacctgeagg
teatecetagt
gtgtgcttca
toccaaaatt
cacagttaag
aaaatttget
agcagaatgg

tttgaagcag

catactacat
gtgtcgaaag
aazagtgtge
cctaccaaaa
ttaccattaa
ctagattaca
ctgttactgc
cogaaaaagt
aggcogetca
tgaaacatge
tttogottgt
tatatggtygg
ttacactget
atggtggtgg
totcatgate
aatttaaagt
tttgacttac
gaaaatoegtt
gatgctatga
ctogtgttat
tggaataata
tgttcttttt
aaggaagaac
gaagaaacat
aaacgaagat
cctgttgetg
ttggatgttc
tgtttactaa
cogetaaagg
gacattggta
gcagacatta

gcggcggaag
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gccagcagcco
agatgggttg
cegtgattag
atctcaaaaa
gggatttaga
cgttgaaaaa
cgctaacgct
tttgaaggaa
tcaaccaget
tggeateogaa
cggttiggty
tgotgttget
atccatctta
tggtgettec
tttttecataa
tttatttgeg
ttttecocgect
attgtettga
tggaagctga
tacttaagtt
gtgagtggtt
tttgatteceg
gaaggaagga
gaaattgcee
aaatcatgtce
ccaagctatt
gtaccaccaa
aaacacatgt
cattatceoge
atacagtcaa
cgaatgcaca

aagtaacaaa

cgtgcgggtg
aacgatgcgt
gatattacta
totocaaaagg
ggtaagectg
ttgagatetyg
tetecaatca
aagaatttga
gattttacat
gacatecaatt
aacactaaga
ctaggteaca
cagcaagaag
tctattgtea
aatacataaa
attcategtt
tggcaagcktg
aggtgaaatt
ttggtettaa
atttgtacte
teagggtoca
gttteotttga
geacagactt
agtattctta
gaaagctaca
taatatecatg
ggaattactg
ggatatecttyg
caagtacaat
attgcagtac
cggtgtggtg

ggaacctaga
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ccaaatttgg
acgatggtct
gagaacaaca
aaggtaaatt
atactcaagt
caaggactgt
acgatggtgc
agectttgge
gggctcoeate
ctgttgatta
ttttgaageot
cattgggttg
gaggtaagat
ttgaaaagat
tatataaatyg
tttcaggtac
googaacckg
tctacteotta
cttgettgte
gttttgaacyg
taaageotttt
aatttttttg
agattggtat
acccaactge
tataaggaac
cacgaaaagc
gagttagttg
actgattttt
tttttactct
tctgegggtyg

ggcccaggta

ggocttttga

ccaaactgtt
agccatgggt
agacaatttt
cgacaatgaa
cacgaaggac
ttteccaaaaa
tgecagecegto
tattatcaaa
tcttgeagtt
ctttgaatte
agacccatct
ttetggtget
cggtgttgee
atgattacgt
goctttatgta
tcaaacgctg
caggccgega
ttaatggtga
atcttgctaa
taatgectaat
caattcatct
attcggtaat
atatacgeat
acagaacaaa
gtgetgetac
aaacaaactt
aagcattagg
ccatggaggy
tcgaagacag
tatacagaat
ttgttagcgg

tgttagcaga

€360
€420
6480
€540
€600
6660
6720
6780
€840
€900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
B040
8100
8160

8220



attgtcatgc
gaagagtgac
tgaaggttac
attgggtcaa
tgttggaaga
aaaagcagygc
ataagtaaat
attaccacga
gttaagctga
gtcatatggc
atcatecttat
aaatcggttg
atagatatac
gttttectag
tgccaaaaaa
ttatttttta
accactttge
ttctecteoaat
tttgttagta
atatagagat
gtocgtcagat
catgttacct
cttagcaaca
gcegagtaget
atatagtaat
gtagtcgaaa
tttagaaata
agttaatgaa
atcgtaggeg
accgatccac

gatggcaata

aagggctcece
aaagattttg
gattggttga
cagtatagaa
ggactatttg
tgggaagecat
gcatgtatac
aaatcgttat
tgctatgatg
togtgttatt
ggaataatag
ggcttaactt
aattetttat
tatatagatt
ataaagcatt
acatcgtaag
aaatgctcaa
tcgatggeag
atatctaatt
gcagctaaac
ccaacatagt
gtgtttgttg
ttaacaaaag
aattcggegt
ctaccgtatyg
tatttcaaaa
geottettgyg
aaatgaccat
tgttecatgt
atagcaacag

tocacogcaaa
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tagctactgg
ttatcggett
ttatgacacc
cogtggatga
caaagggaag
atttgagaag
taaactcaca
tgtcttgaag
gaagctgatt
acttaagtta
tgaacggeeg
taaagaaaaa
aaaaaaaata
aaaaaactac
tatgaagggg
atcttctaaa
tggaaccttyg
cttecgtaate
ccttgataat
cggaaccgta
ttaatagaga
gaacaatcaa
ttttttcaat
caacttctgg
attttgtgac
cgttcaaage
aataactcett
cgacgtaagg
aagaagctet
taccggcacc

ctacaatgge

agaatatact
tattgctcaa
cggtgtggyt
tgtggtctet
ggatgctaag
atgcggcocag
aattagagect
gtgaaatttec
ggtcttaact
tttgtacteg
gocaageacy
agttgagatt
tatatatata
tetattaaat
gttcagcaag
tttgtcatcg
aggtttgaag
ctttggagtt
atgttggacg
agzaaataaa
tgcaaaggcg
agattgggca
gttcttateg
gaacaattga
caatttacag
atccgaacca
gtaaacttga
atattcgctg
tacagagtca
accggttggt

gtotctacca

124

aagggtactg
agagacatgyg
ttagatgaca
acaggatctyg
gtagagggtg
caaaactaaa
tcaatttaat
tactcttatt
tgettgteat
ttttgaacgt
cggggattga
agatttattg
tecattgttat
gagagctaaa
atgcaatcga
atgttggtca
ttcttcttca
toggtgatte
tcaccaacaa
ccaacacgct
gcataaacag
actctetett
gttaaagatt
ggattggcte
gttggaacat
gogggatcoge
tcaagagoct
gtgaaatctg
aatacaattg
cttgeggeac

toacatgogt

ttgacattge
gtggaagaga
agggagacygce
acattattat
aacgttacag
aaactgtatt
tatatcagtt
aatggtgaac
cttgctaatg
aatgctaatg
atgagaaaaa
tgttataaat
taaataaaga
aaaagcaggc
tgggggaaga
agtagtaaac
aatgggcatt
tcttggetaa
ttttgcaaga
tgcecttgtaa
atgcggtgta
tgtggaatgg
cgtcataatc
tgaaatcgtt
ggaaaacgtt
taaccaaccc
tgacgtaaca
gcttgtaaaa
gagcatcagyg
ccttategta

tagattcaat

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

3660

9720¢

8780

9840

9900

9960

10020

10080



ccagttcaaa
accttogacyg
cttgtcaatc
gtaactcttg
attgacaaaa
atcaaatttc
tttaataccg
agtecatttge
aataccacac
gtegegggag
ggcaatacca
gagcccocatt
ctgcteattg
cggaagacte
gectegegee
aagaggaaaa
caaccatagg
gaagcogatga
aactaatact
caacaaaaaa
actttacaat
tgagggactt
ctgaagcecat
tgatogagaa
tcaacggaag
cctcatatat
ctttaatgag
gattgttggc
teggtttagg
gtgcaatggt
ttaacaccat

ggttgaggat

gagttgaaca
tecagtgtttt
agagtttcag
atcaacttag
gacatgttgg
tctagetcag
acattttgag
aagtttgtat
caacaaagtt
gttacttttt
ccatatacat
atcttagcect
ctatattgaa
tecctecegtge
geactgetoo
attggcagta
ataataatgc
tttttgatet
ttcaacattt
ttgttaatat
gactggaaag
ggatcctgcet
ttctgeoattg
tgttategga
ggactactta
ggcaaggata
ggcccaaatc
ccataaggct
tggtggttgc
cgtattgecac
ggctgaaagy

tttgtctaac
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acgcgttggt
caccaaacaa
taccgactte
acaaaacagt
tttggeccag
attggttgac
gtctggtttt
tgtgtaattg
tagttgagag
ttttggatgg
atccatatet
aaaaaaacct
gtacggatta
gtootggtcet
gaacaataaa
acctggececce
gattagtttt
attaacagat
teggtttgta
acctctatac
acaggtcaca
cagaggttag
gcocggtaacg
aaatttgagt
atacctatgg
gotagagaga
caagttgteg
gchitcatgg
agagacattyg
ttgattgttg
ttagctccag

ttggcecgact

accaccgtaa
ttgeatcaag
taatctacca
tagggacatc
accaattgtg
acattgagtt
ttgttcagcg
ttgttgottt
tttcattgtyg
acgcaaagaa
aatcttactt
totetttgga
gaagccgceg
tcaccggteg
gattetacaa
acaaacctte
ttagccttat
atataaatge
ttacttectta
ttacceccacc
tegacggatt
ttagggttge
gtgctttgee
tgeccattggg
cagtocgagga
acggtggatt
gattaggaga
aagcagcaga
aggtccatgt
atgtcagaga
aggtagagaqg

tgaggttggt

125

caggcattaa
acagacttga
attttgttgg
gagtagatat
tatttacett
gggatgtaaa
gtcttttgtt
tgoggoctaa
aaggtagtte
gtttaataat
atatgttgtg
actttcagta
agcegggcegac
cgtteoctgaa
tactagottt
aaatcaacga
ttctggggta
aaaagctgoa
ttcaaatgte
cgaagtcgcg
gaactcaagg
cgaagccgca
tttgtcattg
tgtegocace
accatctgtt
caccgcacac
cccagaagga
tgccgtagat
ttttagggac
cgocatgggt
gatcgectggt

aagagccagg

gcgtgtcaat
cagacttgga
tgtocgatgtt
cttctctgte
gagaaacgoe
tttggatacec
tttttagtte
gtettoottt
gattttggag
catattacat
gaaatgtaaa
atacgcttaa
agcecctcocga
acgcagatgt
tatggttatg
atcaaattaa
attaatcagce
taaccacttt
ataaaagtat
caaccaacta
atecgagaaga
ggattggaac
gccaacggta
aacttcaccg
gttgccgcag
ggaactgecac
gctaggcaaa
ccagttttgg
acccectgttyg
gccaacacag
ggaacogteca

gttgagttag

10140

10200

10260

10320

10380

104440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10980

11040

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11460

11520

11580

11640

11700

11760

11820

11880

11540

12000



10

cocctgagac
aagocctgege
tgaacggaat
gageccacge
ccaacgacgg
gagccaccaa
ctactgagtt
gggoettgge
caatcatgge
ccggagacgt
acgtcattgg
tactttatag
gaattctgtt
tattagttta
catttttaga
aaaagcgtta
caactttcct
caaatatttt
aaacaaaatt
cgagaagaca
tcageagatyg

gccgte

<210> 52
<211> 13712
<212> ADN

tttgaccace
cttagcaata
tgacccagte
ctacgcogece
taggttggte
gactcaccct
ggccecaggtt

aaccgaggga
cggtgccace
atctgtcgee
tattctcttg
tttgtacgtce
gttgtaattg
aaaagttgta
atttttetta
ccggcactga
cagacatatc
aattgtgata
tatatacaat

tggecttggt

ggtecttegat

<213> Secuencia Artificial

<220>
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cagggatacg
gtegacectt
gtegteogeaa
aggaccggac
ggtaccattg
acagctaggg
actgecgeeg
atccaaaggyg
ggagccgaca
agggctaaac
aaaaagaagc
ataatttcett
tcataactag
tgtaataaaa
actagaatgce
tttgtttcaa
agtaacagtt
cttgtgaatt
ataagtaata
gacaactete

ttgcaaagca

atggtgccega
acagggccgce
caggtaacga
attacaccte
aattgccttt
ccgetttgge
ttggtttgge
gacacatgac
ttgacagggt
aggttttgga
acaacagcac
ccatattaca
gtcegeegge
gtaaaattta
tggagtagaa
ccagtatata
atcaagctaa
ttattttatt
ttcatatata

ttcaaacecaa

gocaaagegyg

<223> Construccion sintética: construccion de integracion 84024

<400> 52

cgttgcaagg
aacccataac
ctggagggeco
tttgacaagg
ggcctigggt
cttaatgcag
tcagaatatg
cttacacgea
caccagggtce
aaatacataa
catgtgttac
agttcgtgeca
gttggacgag
atattttgga
atacgeecatce
gattattatt
atatttacgc
aaggatacaa
tgtgatgaat
cttcagectt

cggtttaaac

ggaatggttg

aagggaatta
atcgaagetg
tgggagttgg
ttggtaggag
gtcgaaaccg
gecogcaatta
aggaacatcg
atcgttgaag
acttagtcat
gtaaaatatt
tatatagaaa
cgaatgtgta
tgaaaaaaac
tcaagataca
gggtcttgat
gaaagaaaaa
agttaagaga
geagtettaa

tetecaattea

gcgtggecgt

gacggcacgg ccacgeghttt aaaccgecaa gtgatgtaac taaatacacg attaccatgg

aaattaacgt accettttttg tgoegtgtatt gaaatattat gacatattace agaaagggtt

cgeaagtect gtttotatge ctttototta gtaatteacy aaataaaccet atggtttacy

aaatgatcca cgaaaatcat gttattattt acatcaacat atcgcgaaaa tteatgtcat

126

12060

12120

12180

12240

12300

123260

12420

12480

12540

12600

12660

12720

12780

12840

12500

12960

13020

13080

13140

13200

13260

13266

60

120

180

240



gtccacatta
acccactagt
aggtgtgaaa
agctattget
acgcactatt
atggoetttta
aattctatet
gtegacgaca
tatttacata
ttaattttte
teoetteogga
cattttaaga
ttagtagtat
agaagcccaa
cgaagegcag
ttgagcaact
acagtecttca
aggacgceggt
aacaccgeat
ttaccgtgag
tgcococgoegoega
ttecegtttet
gcatcttgag
tgoccacgat
tgcagtccta
tgatgecttta
attgtattct
tctattacca
tecttgtecac
cctectacaa
atttgecgag

gtgtgtatag

acatcattge
actaccattg
coacgaaaay
actcaaatga
catcattaaa
tttetattac
atactttaaa
geattogeoe
attetgtate
ctattgttac
tocagatttt
gaggacctee
tgagcaggey
atgtgcgaaa
teccacttace
tttecttett
agacattaag
gacggaccgc
tteccgececacyg
tatcgatagt
cgcecttgeac
taagaccgat
aagtatcggt
gatcacogac
cttgaacaac
caacaatcaa
tgcgateggy
gaacgocaag
ggecgetteac
ctteecattee
tagtttttee

ttgggaaatt
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agagcaacaa
gtacctacta
ttecaccataa
ggtttgcaga
tatttaaage
aactattage
cgctegtcea
agtatttttt
agtttaatca
ttecgggectt
cagectteate
cgcgacctec
tgtgacatct
tgecttaaaa
cgocgcgcacc
atctteecececa
gcgettctta
cttgeccagtg
agtagtagtg
geggeccace
gggttcgact
ccgaataaca
ttcaagcceg
cgectatacoe
ttccatcegt
atcgagattg
gegtggtgca
agtcacctta
ttgcttagta
ttcagtatte
gactcoctoca

cagcttagte

ttcattttea
ctttgaattg
cttegaataa
agcttgttga
tcataaaatt
tctaaatoca
acgccggegg
ttattetaca
ccataatate
tttetgtttt
tccagattgt
aaaatcgaac
gtagattgaa
ataattggga
ttacggaggt
gagaggattt
cggggectttt
tcgaaaccga
aggaatecctc
acgacaatag
ggagtgagga
acggtttttt
agaactatac
ttgecagteg
attgtecceat
ccagtaaaga
ttgaaggtga
coetocaaagt
gatacacgea
gcatggcgat
tcettgagoa

ttttgtacgg
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tagagaaatt
tactaccgct
agtegoggaa
agcatgatga
gtattcaatt
tatcctoata
acctgatgtg
aaccttetat
gttttetttg
atgagctatt
gtctacgtaa
taccttcaca
gaaattgaaa
atgcagatat
cgagagtcge
ggatatgatc
cgtgcaggac
catgcccctt
caataagggg
tacgatceccc
agacgatatg
cggtgatggg
caatagtaat
cagtacgacg
tgteccatagt
ccagtggcag
gagtaccgac
gtttgaaagt
atggcgecaa
tagtcttggt
gogoagaaga

gagaagtatt

tgectactatc
gggegttatt
aaaagtaaac
agcgttctaa
cotattetaa
agcagcaatc
tattactagt
aatttcaaag
tttagtgcaa
ttttccgtca
tgcacgeeat
atgaaactte
tgtagtaagg
agtccgaaga
cttgagcgec
cttaagatgg
aacgtcaaca
acgcttcgoce
cagcgccaac
cttgacttca
agtgacggtc
agtttgettt
gtcaatcget
agtagacttt
cccaccctta
attttgttca
attgacgtct
gggagtatta
aagacgaaca
cttaacegecg
atctggtygga

caattgagtc

300

360

420

480

540

600

660

720

780

340

800

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1%20

1980

2040

2100

2160



aaaacacgat
cgatttacca
agcettgataa
tctgcaacga
gtacgacgge
agcttaaatg
tcacgcaaaa
agagatgtag
acatggataa
acgcggtget
atgaaacgge
cgaccetteaa
ccttecttet
ggtcegegat
aagagaacgt
cegteceget
agecagagtag
cccecttect
tttteggggg
cetttaccaa
tgagtecagce
cetecaagat
ccgectacaa
tgtacaatta
attggtgcgg
ttttecgaac
atcgagaaaa
gccgtocecgea
gtaaagctca
tgtaatatgg

gtgctgttgt

tagttttcec
cggtattatc
gacggtgace
aatcgaagaa
cottacgaac
gaagcaactt
gaaaagtcag
tattatgett
coacaacgtyg
tgtgccgatt
gcagettett
gattcaaacc
tagtcaatge
caagaacatc
gaataacatt
taagagtggg
aaatagtceg
tggtcagcaa
tgegaactte
ttecteocaat
gatcgegagt
cgacgacyggy
tgeectteggg
cctttttgac
caattgataa
gtttttactt
cgcgatggtyg
tgactcaaga
atagttatga
aagaaattat

gecttcttttt
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agtagtgtgg
gagacggcgc
goggagaagt
gtcagtcgce
cttcttaaag
agtttgatta
cttgageaag
tcecgacgegg
acgoeegtact
aaaacccttt
cagcagatca
tgcgagaagt
gcgattooge
gtyggggagtg
tcegtecaagt
gegtectttt
gteacgatte
cagcaactte
aaccagtceg
gggcecaatt
agtaatgtee
aacaacagta
attaccacgg
gacgaggaca
taacgaaaat
tatatatata
gggtgacttt
gaagcatgtg
caattacaac
gacgtacaaa

caagagaata

atgacgtcca
gcttgetteca
coecccatttg
aagcgccgaa
agcatccetg
tctacgtget
accagaacga
cgcagcgcac
togoegtggaa
tgagtaatag
ataccgteoet
atateccaggt
ttecccacat
cgaccattge
acgtecagtee
cegacettgt
cgageteocac
agagtcttgt
gtaacatege
tgattacgac
acgacaattt
agcecgettag
gtatgttcaa
cgocgeoogaa
gtcttttaat
tatacatgta
caactcoggoy
gtttttgagt
aacagaattc
ctataaagta

ccaatgacgt
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aagaacgacqg
ggtctttacg
cgegaagaag
attccttcag
gecttagttte
tcgegactte
cecaccagtec
cgtcatgagt
ctgeoagttac
taagagtaac
tatgettett
gettgaggaa
ttoctacaat
gcagtateece
eggtagtgtg
gaaacttectt
gcacagtcac
cccgettacg
cgactccagt
ccagacgaac
tatgaacaac
tceegggtgg
cacgacecacqg
tccgaagaag
gatctgggta
acatatattc
tatcccogeg
ttttttegtt
tttectatata
aatattttac

atgactaagt

acggggecga

aagatttacg
tgtcttatga
atggacatca
acgcgctttg
tttaccaact
tacgaggtea
gtgtcctcct
tatcttttta
gccgaaaaca
aagaagettyg
gtgtgegeec
aacktcraacyg
accttgeceg
ggtcecagte
agtaatagac
agaagtgtga
cccagtgcee
cttagtttta
agtcaggecet
gagattaceg
accgatcaga
atggacgacg
gaatgagcca
taatgaggaa
tatacgctat
tgettggecy
gaattttcag
tgcacgaact
gtaacacatg

ttaggattta

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3800

3960

4020



atgcaggtga
tttgttggtt
gctagggeag
aattgacgtyg
aacatggcac
ggcatggata
gaactttcga
ttagectgeat
ttagcaatgt
tcaccaggaa
gcagctggtt
cagccatact
atacccattyg
caagtttgaa
gegttttgte
gggaaacgga
cogoecageat
gttgeceattg
ggcaaaggea
taatttttat
gectteactac
aaaggtaact
ttteccactac
tcaatatcge
geagatgata
gtagaagcct
tggtetgeag
gtatattaac
gaaaatgttg
atagatcaaa
tcgeattatt

gttactgceca

cggaccecate
cagcaggttt
cacataagga
cgttggtace
cttgtggtte
cggaaattct
cattttgtge
gtgegttaaa
tcaactcaac
tagtagette
ttttgtcggt
cttctaccat
cgtcaccagt
tatgttgcag
cctettetga
ctactgggea
tgattgoctt
gtatatgata
tgtaacctat
atggtaaacyg
gtaccegcaac
taccgtgaat
ttaataatgc
gggaatcate
aacttttgac
tttgtacagg
ccattgtaaa
aattttttgt
aaagtattag
aatcatoget
atcctatggt

atttttccte
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tttcaaacga
cctgttgtgg
taattcacect
aggageggta
tagaacagta
caaatcaccg
aggatcttgt
tcoccaccaaca
caatgcggaa
tgecgacgaca
acagtagtta
ttgetttaat
agttgttcta
acgtgcaaat
gtctaaccat
tottgteoata
acagcocacge
agatgtacca
aacattttca
atcagatget
cgctetegta
aaccaaggoa
ttctaattct
ttcoctecacta
tttogatoca
agcagtaaaa
gttagttggt
tgatactttt
ttaaagtggt
tegotgatta
tgttaatttg

ttcataacca

tttatatcag
gtcatatgac
gccaagacgg
gecatgtgggc
ccaccacega
tccacttett
cctaatgeea
gacccageca
acatcacttt
ctcttacecac
ccagaaacgg
gagtattcga
aatcteatga
cttgatgtag
atcttacagg
ceatcoottag
atggragaay
tcgataacca
caacaagege
aatacaggag
gtatcaceta
gegacotett
tctaaaggac
gatgatgaag
gaaatgactg
gacttcttgg
tgogogactt
atgacatttg
tatgcagctt
attacccocag
attecgttgat

taaaagctag
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tggegtecaa
tttgaaccaa
cacaggcaac
ctecttacace
tggtacctac
tcatcaatgt
agaaaacagec
ttgecagatee
ttaacacttt
gaccttogat
agacaaccte
cacccttaga
agagtaaatc
agttaaaage
caccagatct
ttaaaacagt
ctaccaaaca
aggggecctat
caaatacgeg
cttetgccaa
attttttete
tgttettcaa
gtattttctt
gtectgatga
ttttattgot
tgacttcagt
cgggtggggt
aataagaagt
ttgcatttat
aaataagget
ttgaaggttt

tattgtagaa

attgttaggt
atggceogget
tattcttget
taataagtce
ttcgatggat
tatacagttg
tgtcactaaa
aaccaaatte
tctgacaaca
ccagttgatg
catatcttec
aatcatattc
tectgotaga
ttttttaatt
tttcaaagtt
tgttgoacca
acectotgta
aacaccaacq
gtogtagtea
aattgaaaga
caaagcgtac
ttgttttgta
atccaagett
gcteogattge
taaaactggt
cttcaccaat
aagtatagag
aatacaaacc
atatctgtta
aaaaaactaa

gtggggccag

tctttattgt

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4380

5040

5100

51¢60

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940



tcggageagt
acgoacggag
acttcaatat
ttaggctaag
atatgtatat
aaaaaaagta
tttcagaate
tggtgeteca
aagatgggect
cttgaagget
tccagataga
tactgctget
cgccggtace
cagaatecttyg
tatggttttg
cacctttggt
ggacactgac
acgtttegte
tgacgctget
agtttttggt
taataccggt
tagaccaggt
cttgattgaa
tcaaaataga
tatccttgge
gqtettgaagqyg
aagcotgattg
ttaagttatt
agtggtttcoa
gattcecggtt

ggaaggagea

goggcgegag
gagagtette
agcaatgagc
ataatgggge
ggtggtattyg
acgoacgeac
atcggtaceyg
getggtgttg
gctgatgacc
gotggtakta
cCdcaaccac
ttcgacgtta
ttggtctaca
aatccagecty
ggtccaactt
ggtttaaccyg
ggtttggacyg
actgaacatt
gatatttcte
gaattgcatt
gctgetteca
gaattggtet
tggtagatgc
aaacgattct
taagaggcac
tgaaatttet
gtottaactt
tgtactegtt
gggtcocataa
tetttgaaat

cagacttaga
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gceacatectge
cgteggaggyg
agttaagegt
tetttacatt
ccatgtaata
acteccgaca
gtgcctatgt
atgacgactyg
aagctactte
ctccagaaca
ctaccgetge
acgctgtttyg
gaggtggtta
acagaaagac
ctactggtac
atttgattag
ccggtttgea
tgccacaatt
atttegtcece
tgccaagage
ttccaattac
tattggctgg
tatgtaatag
gtacaaggag
taacctgcag
actcttatta
goettgteate
ttgaacgtaa
agctttteaa
ttttttgatt

ttggtatata

gtttcaggaa
ctgtegeeceg
attactgaaa
tccacaacat
tgattattaa
gacaactage
tccagaaaga
gatcaccaga
tgacttagect
attgactgtt
ctacgttcaa
ttecggtact
tgetttggtt
cgttgttttyg
tggtccaate
agttccaget
atactttgee
gatcaaaggt
acatcaagcec
taccatgcac
tatggacgct
ttttggtggt
acaataaaac
tatttttttt
gcocgegageg
atggtgaacg
ttgetaatgg
tgcoctaatgat
ttecatctttt
cggtaatcte

tacgoatatg
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cgegaceggat
cteggegget
gttocaaaga
ataagtaaga
acttcetttge
ttgataatga
attgtttcecta
aagactggta
actgctgetg
ategetgttyg
caccacttgg
gttttegect
ateggtgetg
tteggtgatg
gttagaagag
ggtggttcta
atggacggta
ttettgeatg
aacggtgtta
agaactgttg
gctgttagag
ggtatggeeg
catgtttata
ttgttectagt
ccgatacgaa
ttaagetgat
teattggete
catcttatgg
ttttttttgt
cgagcagaag

tggtgttgaa

gaagaccagyg
tcetaatecgt
gaaggttttt
ttagatatgg
gtccatcocaa
ctgatgtteg
acgacgaagt
tcagacaaag
gtagageccge
ctacctecac
gtgetactgg
tatecttetgt
acttgtacte
gtgctggtgce
tocgetttaca
gacaacecatt
gagaagttag
aagetggtgt
tgttggacga
aaacttacgg
ccggttectt
cctetttcege
taaaaaaaat
gtgtttatat
aatcgttatt
gotatgatgg
gtgttattac
aataatagtg
tetttttttt
gaagaacgaa

gaaacatgaa

6000

6060

€120

6180

6240

6300

6360

6420

€480

6540

€600

6660

€720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800



attgoeocagt
tcatgtcgaa
agctatttaa
coagcaagga
cacatgtgga
tatcegecaa
cagtcaaatt
atgcacacgyg
taacaaagga
ctactggaga
toeggcectttat
tgacacccgy
tggatgatgt
agggaaggga
tgagaagaty
actcacaaat
cttgaaggtg
gotgattggt
taagttattt
acggecggec
agaaaaaagt
aaaaatatat
aaactactct
gaagggggtt
ttctaaattt
aaccttgagy
cgtaatcctt
tgataatatg
aaccgtaaga
atagagatgc
caatcaaaga

tttcaatgtt

attottaaco
agctacatat
tatcatgcac
attactggag
tatcttgact
gtacaatttt
gcagtactet
tgtggtggge
acctagagge
atatactaag
tgctcaaaga
tgtgggttta
ggtectctaca
tgctaaggta
cggocageaa
tagagctteca
aaatttctac
cttaacttge
gtactcgttt
aagcacgegg
tgagattaga
atatatateca
attaaatgag
cagcaagatg
gtecatcgatg
tttgaagttc
tggagtttcg
ttggacgtca
aaataaacca
aaaggoggea
ttgggcaact

cttatcggtt
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caactgoaca
aaggaacgtg
gaaaagcaaa
ttagttgaag
gatttttcca
ttactetteg
gegggtgtat
ccaggtattyg
cttttgatgt
ggtactgttyg
gacatgggty
gatgacaagqg
ggatctgaca
gagggtgaac
aactaaaaaa
atttaattat
tcttattaat
ttgtcatctt
tgaacgtaat
ggattgaatg
tttattgtgt
ttgttattaa
agctaaaaaa
caatcgatgg
ttggtecaagt
ttcttcaaat
gtgattetet
ccaacaattt
acacgecttge
taaacagatg
ctctetttgt

aaagattcgt

gaacaaaaac
ctgctactca
caaacttgtg
cattaggtee
tggagggcac
aagacagaaa
acagaatage
ttageggttt
tagcagaatt
acattgogaa
gaagagatga
gagacgeatt
ttattattgt
gttacagaaa
ctgtattata
atcagttatt
ggtgaacgtt
gotaatggte
gctaatgatc
agaaaaaaaa
tataaatata
ataaagagtt
agcaggetgo
gggaagatta
agtaaacacc
gggecattttc
tggctaattt
tgcaagaata
cttgtaagtc
cggtgtacat
ggaatggctt

cataatcgeg
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ctgeaggaaa
tcoctagtoct
tgecttcattg
caaaatttgt
agttaagccyg
atttgctgac
agaatgggea
gaagcaggcyg
gtecatgeaag
gagtgacaaa
aggttacgat
gggtcaacag
tggaagagga
agcaggctgg
agtaaatgea
accacgaaaa
aagctgatge
atatggcteg
atcttatgga
teggttggge
gatatacaat
ttceotagtat
caaaaaaata
ttttttaaca
actttgcaaa
tctcaatteg
gttagtaata
tagagatgca
gtecagatcca
gttacctgtg
agcaacatta

agtagctaat

cgaagataaa
gttgctgeca
gatgttcgta
ttactaaaaa
ctaaaggcat
attggtaata
gacattacga
gcggaagaag
ggcteectag
gattttgtta
tggttgatta
tatagaaceg
ctatttgcaa
gaagcatatt
tgtatactaa
togttattgt
tatgatggaa
tgttattact
ataatagtga
ttaactttaa
totttataaa
atagattaaa
aagcatttat
tcgtaagatce
tgctecaatgg
atggcagcett
tetaattect
gctaaaccgg
acatagttta
tttgttggaa
acaaaagttt

tecggegtcaa

7860

7520

7580

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

9580

3640

8700

8760

8820

3880

8940

9000

2060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

2480

2540

9600

9660

8720



cttetgggaa
ttgtgaccaa
tcaaagcatc
aactettgta
cgtaaggata
aagctcttac
cggcaccacc
caatggegte
cgttggtace
caaacaattg
cgacttctaa
aaacagttag
ggcccagace
ggttgacaca
tggttttitg
gtaattgttg
ttgagagttt
tggatggacg
catatctaat
aaaaccttct
cggattagaa
ctggtcttca
caataaagat
tggocoecaca
tagtttttta
aacagatata
gtttgtatta
tectatactta
ttggtgaaga
ccagttttaa

caategagcet

caattgagga
tttacaggtt
cgaaccagcg
sacttgatca
tteogetggtg
agagtcaaat
ggttggtett
tetaccatec
accgtaacag
catcaagaca
tctaccaatt
ggacatcgag
aattgtgtat
ttgagttggg
ttcagcggtc
ttgettttge
cattgtgaag
caaagaagtt
cttacttata
ctttggaact
googecgagc
ceggtegegt
tctacaatac
aaccttcaaa
geettattte
taaatgcaaa
cttettatte
coccaccaga
ctgaagteac
ccaataaaac

catcaggacce
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ttggetcectga
ggaacatgga
ggatcgctaa
agagecttga
aaatctgget
acaattggag
goggcaccoct
catgegttag
gocattaageg
gacttgacag
ttgttggtgt
tagatatctt
ttaccttgag
atgtaaattt
tttbgttttt
ggcctaagtc
gtagttecgat
taataatcat
tgttgtggaa
ttcagtaata
gggcgacage
tectgaaacg
tagcttttat
tocaacgaatc
tggggtaatt
agctgrataa
aaatgtcata
agtogogeaa
caagaagtet
agtcatttet

ttecateatet

aatcgttata
aaacgttgta
ccaacccttt
cgtaacaagt
tgtaaaaatc
catcaggacc
tatcogtagat
attcaatecca
tgtcaatace
acttggactt
cgatgttgta
ctctgtcatt
aaacgccatc
ggataccttt
ttagttcagt
ttcctttaat
tttggaggte
attacatgge
atgtaaagag
cgcttaactg
cctoogacgy
cagatgtgece
ggttatgaag
aaattaacaa
aatcagcgaa
ccactttaac
aaagtatcaa
ccaactaact
tttactgete
ggatcgaaag

agtgaggaag
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tagtaatcta
gtcgaaatat
agaaatagcc
taatgaaaaa
gtaggcgtgt
gatccacata
ggcaatatca
gttcaaagag
ttcgacgteoa
gtcaatcaga
actcttgatc
gacaaaagac
aaatttctet
aataccgaca
catttgcaag
accacaccaa
gcgggaggtt
aataccacca
ccccattate
ctcattgcta
aagactetee
tcgegeocogea
aggaaaaatt
ccataggata
gcgatgattt
taatacttte
caaaaaattg
ttacaatgge
ctgtacaaaa
tcaaaagttt

atgattoeeg

ccgtatgatt
ttecaaaacgt
ttecttggaat
tgacecatega
tccatgtaag
gcaacagtac
ccgcaaacta
ttgaacaacg
gtgttttcac
gtttcagtac
adacttagaca
atgttggttt
agctcagatt
ttttgaggtc
tttgtattgt
caaagtttag
actttttttt
tatacatatc
ttagcctaaa
tattgaagta
toegtogegte
ctgcteocgaa
ggcagtaacc
ataatgogat
ttgatctatt
aacatttteg
ttaatatace
tgcagaccaa
ggettetaca
atcatctgeg

cgatattgaa

9780

9840

9500

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

103520

10980

11040

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11460

11520

11580



agcttggata
acaaaacaat
tacgetttgg
ctttcaattt
gactacgace
gttggtygtta
acagagggtt
ggtgcaacaa
actttgaaaa
attaaaaaaqg
ctagoaggag
aatatgattt
gaagatatgg
atcaactgga
gttgtecagaa
aatttggttg
ttagtgacag
aactgtataa
tccatcgaag
gacttattag
goaagaatag
gcecggecatt
cctaacaatt
aaatcctaaa
atgtgttacg
gttecgtgecat
tgaaaattca
gocggegtty
aatttaatat
gtagaaatac
tatatagatt

agctaaatat

agaaaatacg
tgaagaacaa
agaaaaaatt
tggcagaagc
gegtatttag
taggcccctt
gtttggtage
ctgttttaac
gatctggtge
cttttaacte
atttactctt
ctaagggtgt
aggttgtcte
tegaaggteg
aagtgttaaa
gatctgcaat
ctgttttctt
cattgatgaa
taggtaccat
gtgtaagagyg
ttgectgtge
tggttcaaag
tggacgecac
cttagtoata
taaaatattt
atatagaaag
acgaaaaaaa
gacgagcgaa
tttggatgaa
gccatctcaa

attattgggt

ttacgcgaaa
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tectttagaa
agaggtcgct
aggtgatact
tecctgtatta
cgettgttgt
ggttatogat
ttctgecatg
taaggatggt
ctgtaagata
tacatcaaga
catgagattt
cgaatactca
cgtttetggt
tggtaagagt
aagtgatgtt
ggctgggtet
ggcattagga
agaagtggac
cggtggtggt
cocacatget
cgtottggea
tecatatgace
tgatataaat
cgtcattggt
actttatagt
aattctgttyg
ctcaaaaacec
tgtgtatatt
aaaaaccatt
gatacaaaaa
cttgatcaac

gaaaaacdaa

gaattagaag
gocttggtta
acgagagoegyg
gcatctgatc
gaaaatgtta
ggtacatectt
cgtggetgta
atgacaagag
tggttagact
tttgcacgte
agaacaacta
ttaaagcaaa
aactactgta
gtcgtegeag
teogeattgg
gttggtggat
caagatcctg
ggtgatttga
actgttctag
accgctoctg
ggtgaattat
cacaacagga
cgtttgaaag
attcteottga
ttgtacgtca
ttgtaattgt
acatgcttct
agtttaaaaa
tttagacttt
gcgttaccgg
tttecctecaga

tattttaatt
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cattattaag
ttcacggtaa
ttgcggtacg
gtttaccata
taggttacat
atcatataca
aggcaatcaa
goccagtagt
cagaagaggyg
tgcaacatat
ctggtgacge
tggtagaaga
ccgacaaaaa
aagctactat
ttgagttgaa
ttaacgcaca
cacaaaatgt
gaatttoogt
aaccacaagg
gtaccaacgc
cottatgbge
aacctgctga
atgggtcoegt
daaagaagea
taatttctte
cataactatt
cttgagtcat
gttgtatgta
ttcttaacta
cactgatttg
catatcagta

gtgatacttg

tagtggaaat
gttacctttg
taggaaggct
taaaaattat
gectttgoce
aatggcaact
tgctggeggt
cegttteocca
acaaaacgca
tecaaacttgt
aatgggtatyg
gtatggctgg
accagctgec
tcctggtgat
cattgetaag
tgcagctaat
cgaaagttce
atcecatgoca
tgccatgttg
acgtcaatta
tgcectagea
accaacaaaa
cacctgeatt
caacagcaca
catattacaa
gagetttace
gcggaggtce
ataaaagtaa
gaatgectgga
tttcaaccag
acagttatca

tgaattttat

11640

11700

11760

11820

11880

11940

12000

12080

12129

12180

12240

12300

12360

12420

12480

12540

12600

12660

12720

12780

12840

12500

12960

13020

13080

13140

13200

13260

13320

13380

13440

13500
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tttattaagg atacaaagtt aagagaaaac aaaatttata tacaatataa gtaatattca 13560
tatatatgtg atgaatgcag tcttaacgag aagacatggc cttggtgaca actctcttcea 13620
aaccaacttc agoctttctc aattcatcag cagatgggtce ttcgatttgeo aaagocagceca 13680
aagoggeggt ttaaacgegt ggecghtgeceg te 13712

<210> 53

<211> 13964

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Construccion sintética: construccion de integracion i84026

<400> 53
gacggcacgg ccacgcgttt aaaccgccaa gtgatgtaac taaatacacg attaccatgg 60
aaattaacgt accttttttg tgegtgtatt gaaatattat gacatattac agaaagggtt 120
cgecaagtecct gtttctatge ctttctcectta gtaattcacg aaataaacct atggtttacg 180
aaatgatcca cgaaaatcat gttattattt acatcaacat atcgegaaaa ttcatgtcat 240
gtccacatta acatcattgc agagcaacaa ttcatttteca tagagaaatt tgctactate 300
acccactagt actaccattg gtacctacta ctttgaattg tactaceget gggegttatt 360
aggtgtgaaa ccacgaaaag ttcaccataa cttcegaataa agtegceggaa aaaagtaaac 420
agetattget actcaaatga ggtttgeaga agettgttga agecatgatga agegttetaa 480
acgcactatt catcattaaa tatttaaagc tcataaaatt gtattcaatt cctattctaa 540
atggctttta tttctattac aactattage tctaaatcca tatcctcata agcagcaatc 600
aattctatct atactttaaa cgctegteca acgeceggegg acctgatgtg tattactagt 660
gtcgacgaca gecattcgeoec agtatttttt ttattctaca aaccttctat aattitcaaag 72Q
tatttacata attetgtate agtttaatca ccataatate gttttetttg tttagtgeaa 780
ttaattttte ctattgttac ttegggectt tttotgbtttt atgagetatt ttttecgtea 840
tceetteegga tecagatttt cagetteate tocagattgt gteotacgtaa tgeacgecat 900
cattttaaga gaggacctec cgocgacctcc aaaatcgaac taccttcaca atgaaacttce 360
ttagtagtat tgagcaggeg tgtgacatct gtagattgaa gaaattgaaa tgtagtaagg 1020
agaagcccaa atgtgcgaaa tgeccttaaaa ataattggga atgcagatat agtccgaaga 1080
cgaagegeag tececttace cgegegeace ttacggaggt cgagagtege cttgagegec 1140
ttgagcaact tttecttett atetteccoca gagaggattt ggatatgate cttaagatgg 1200
acagtettea agacattaag gegettetta cggggetttt cgtgeaggac aacgtcaaca 1260
aggacgcggt gacggaccgce cttgeccagtg tcgaaaccga catgooecctt acgecttegece 1320



aacacogoat
ttaccgtgag
tgcocgogega
ttoogtttet
gcatcttgag
tgcoccacgat
tgcagtacta
tgatgcttta
attgtattet
tetattacca
teccttgtcac
cotcotacaa
atttgcegag
gtgtgtatag
aaaacacgat
cgatttacca
agcettgataa
tetgeaacga
gtacgacggc
agcttaaatg
tcacgcaaaa
agagatgtag
acatggataa
acgeggtget
atgaaacgge
cgaccttcaa
ccttccttet
ggtcegegat
aagagaacgt
cegtocoget
cgccgagtag

cccectteet

tteocgocacyg
tatcgatagt
cgecttgeac
taagacoegat
aagtatoggt
gatcaccgac
cttgaacaac
caacaatcaa
tgcgateggy
gaacgocaag
ggcgetteac
cttocatteo
tagtttttce
ttgggaaatt
tagtttteoce
cggtattate
gacggtgace
aatcgaagaa
ccttacgaac
gaagcaactt
gaaaagtcag
tattatgett
ccacaacgtyg
tgtgecgatt
gcagettett
gattecaaace
tagtecaatge
caagaacate
gaataacatt
taagagtggg
aaatagtccyg

tggtecagcaa
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agtagtagtyg
goggoccace
gggtteogact
cogaataaca
ttcaagcecy
agetataccea
ttecatoogt
atcgagattyg
gogtggtgea
agtcacctta
ttgcttagta
tteagtatte
gactccktceca
cagcttagte
agtagtgtgy
gagacggcge
geggagaagt
gteagtogee
cttcttaaag
agtttgatta
cttgageoaag
toegacgegy
acgecgtact
aaaacccttt
cagcagatca
tgcgagaagt
gogattcege
gtggggagtyg
tccgtcaagt
gogtectttt
gtcacgatte

cagcaactte

aggaatecte
acgacaatag
ggagtgagga
acggtttttt
agaactatac
ttgccagteq
attgtoccat
ccagtaaaga
ttgaaggtga
cctecaaagt
gatacacgeca
geatggegat
teocttgagea
ttttgtacgg
atgacgtoca
gettgcecttea
cccccatttg
aagcgecgaa
agcatccctg
tetacgtget
accagaacga
cgcagogoac
tegogtggaa
tgagtaatag
ataccgteoct
atatccaggt
ttccccacat
cgaccattge
acgtcagtec
ccgacottgt
cgecgetecac

agagtcttgt
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caataagggy
tacgatcece
agacgatatg
cggtgatggy
caatagtaat
cagtacgacg
tgtocatagt
ccagtggcag
gagtacegac
gtttgaaagt
atggegecaa
tagtettggt
gcgcagaaga
gagaagtatt
aagaacgacyg
ggtctttacg
cgcegaagaaqg
attcoceottcag
gecttagtttc
tegogactte
ccaccagtec
cgtcatgagt
ctgragttac
taagagtaac
tatgettott
gcttgaggaa
ttcctacaat
gcagtatcec
cggtagtgtg
gaaactteott
gcccagteac

ceccgettacg

cagogocaac
cttgacttca
agtgacggte
agtttgottt
gtcaatcget
agtagacttt
cocacoctta
attttgttca
attgacgtet
gggagtatta
aagacgaaca
cttaacegeg
atctggtgga
caattgagtc
acggggocga
aagatttacg
tgtettatga
atggacatca
acgcgctttg
tttaccaact
tacgaggtca
gtgtoctect
tatcttttta
googaaaaca
aagaagcettyg
gtgtgcgece
aactccaacg
accttgececg
ggtcceagte
agtaatagac
agaagtgtga

cccagtgeece

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1320

1580

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240



ttttcogggg
ccetttaccaa
tgagtcagecec
ccteocaagat
ccocgectacaa
tgtacaatta
attggtgcgyg
tttteecgaac
atcgagaaaa
gecegteocgea
gtaaagctca
tgtaatatgg
gtgectgttgt
atgcaggtga
tttgttggtt
gctagggcag
aattgacgtg
aacatggeac
ggcatggata
gaactttcga
ttagctgeat
ttagcaatgt
tcaccaggaa
gcagetggtt
cagccatact
atacccattg
caagtttgaa
gogttttgte
gggaaacqgga

cagoccageat

gttgeocattyg

tgogaactte
tteoctecaat
gatcgecgagt
cgacgacggg
tgecttoggg
cotttttgac
caattgataa
gtttttactt
cgcgatggtg
tgactcaaga
atagttatga
aagaaattat
gettettttt
cggacccatc
cagcaggttt
cacataagga
cgttggtacc
cttgtggtte
cggaaattct
cattttgtge
gtgcghttaaa
tcaactcaac
tagtagcttc
ttttgteggt
cttoctacecat
cgtcaccagt
tatgttgeag
cctottetga
ctactgggeoe
tgattgecett

gtatatgata
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aaccagtoog
gggcccaatt
agtaatgtccec
aacaacagta
attaccacgg
gacgaggaca
taacgaaaat
tatatatata
gggtgacttt
gaagcatgtg
caattacaac
gacgtacaaa
caagagaata
tttcaaacga
cetgttgtgg
taattcacct
aggagcggta
tagaacagta
caaatcaccyg
aggatecttgt
tccaccaaca
caatgecggaa
tgcgacgaca
acagtagtta
ttgctttaat
agttgttcta
acgtgcaaat
gtctaaccat
tettgteata
acagccacgc

agatgtacca

gtaacatcoge
tgattacgac
acgacaattt
agcegettag
gtatgttcaa
cgoogacgaa
gtottttaat
tatacatgta
caactcggcg
gtttttgagt
aacagaattc
ctataaagta
ccaatgacgt
tttatatcag
gtcatatgac
goccaagacygg
gcatgtggge
coaccacoga
tccacttctt
cctaatgeoea
gacccagcca
acatcacttt
ctcttaccac
cragaaacgg
gagtattcga
aatctcatga
cttgatgtag
atecttacagg
ccatecttag
atggcagaag

tegataacca
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cgactocagt
ccagacgaac
tatgaacaac
tceegggtgy
cacgaccacyg
toecgaagaag
gatctgggta
acatatatte
tatecceegeg
ttttttegtt
tttctatata
aatattttac
atgactaagt
tggcgtccaa
tttgaaccaa
cacaggcaac
ctcttacacc
tggtacctac
tcatcaatgt
agaaaacage
ttgcagatce
ttaacacttt
gaccttogat
agacaacetce
cacccttaga
agagtaaatc
agttaaaagc
caccagatct
ttaaaacagt
ctaccaaaca

aggggecctat

cttagtttta
agtcaggect
gagattacecg
accgatcaga
atggacgacg
gaatgagceca
taatgaggaa
tatacgetat
tgcttggecg
gaattttcag
tgcacgaact
gtaacacatg
ttaggattta
attgttaggt
atggoogygct
tattettget
taataagtce
ttocgatggat
tatacagttg
tgtcactaaa
aaccaaattc
tctgacaaca
ccagttgatg
catatectteoe
aatcatatte
tocctgetaga
ttttttaatt
tttcaaagtt
tgttgeacea
acactetgta

aacaccaacg

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100



ggcaaaggca
taatttttat
gectteoctac
aaaggtaact
tttecactac
tcaatatcge
gcagatgata
gtagaagoet
tggtctgeag
gtatattaac
gaaaatgttg
atagatcaaa
tcgeattatt
gttactgcca
tcggagcagt
acgcacggag
acttcaatat
ttaggctaag
atatgtatat
aaaaaaagta
ttacattgta
gacagcagtg
ggatgcatec
ccaagctocyg
cacagttaac
caaatgtggt
atactacatg
tgtogaaaga
aaagtgtgcec
ctaccaaaaa
taccattaag

tagattacac

tgtaacctat
atggtaaacy
gtaccgcaac
taccgtgaat
ttaataatge
gggaatcatc
aacttttgac
tttgtacagy
ccattgtaaa
aattttttgt
aaagtattag
aatcateoget
atcctatggt
atttttececte
gcggogogag
gagagtcttc
agcaatgage
ataatggggce
ggtggtattg
acgoacgeac
togactgoca
gaattgggtg
aaggattttyg
goccagacaaqg
aaggtctgtg
aatgetgatg
ccagcageccc
gatgggttga
cgtgattggg
tctcaaaaat
ggatttagag

gttgaaaaat

ES 2 628 847 T3

aacattttea
atcagatget
cgctetegta
aaccaaggoa
ttctaattet
ttcetcacta
tttogateca
agcagtaaaa
gttagttggt
tgatactttt
ttaaagtggt
tegotgatta
tgttaatttg
ttcataacca
goacatotge
egtcggaggg
agttaagegt
tetttacatt
ccatgtaata
actocogaca
gaaccocaat
ctgttgettt
acgaaattat
ttgetttgge
catccgetat
ttgtegtage
gtgcgggtge
acgatgcegta
atattactag
ctcaaaagga
gtaagoctga

tgagatctge

caacaagege
aatacaggag
gtatcaccta
gegacctett
toctaaaggac
gatgatgaag
gaaatgactyg
gacttcttgy
tgegogactt
atgacatttyg
tatgeagett
attacceocag
attcgttgat
taaaagctag
gtttcaggaa
ctgtegeceg
attactgaaa
tccacaacat
tgattattaa
gacaactage
tggttcatte
aaaaggcgcec
ttttggtaac
tgceggtttg
gaaggcaatc
tggtggttgt
caaatttggc
cgatggteta
agaacaacaa
aggtaaattc
tactcaagte

aaggactgtt
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caaatacgeg
cttetgeocaa
attttttcte
tgttotteaa
gtattttett
gtcoctgatga
ttttattggt
tgacttcagt
cgggtagggt
aataagaagt
ttgoatttat
aaataagget
ttgaaggttt
tattgtagaa
cgcgaccggt
ctcggegget
gtteocaaaga
ataagtaaga
acttectttge
ttgataatgt
cagggttcte
ttggctaagg
gttotttetg
agtaatcata
attttgggtg
gaatctatga
caaactgttc
gccatgggtg
gacaattttg
gacaatgaaa
acgaaggacg

ttccaaaaag

gtegtagtca
aattgaaaga
caaagegtac
ttgttttgta
atccaagett
gctogattge
taaaactggt
cttcaccaat
aagtatagaqg
aatacaaacc
atatctgtta
aaaaaactaa
gtggggccag
tetttattgt
gaagaccagyg
tctaatcegt
gaaggttttt
ttagatatgg
gtccatccaa
ctcagaacgt
tatcocteocaa
tteccagaatt
ccraatttggg
tegttgeaag
ctecaatececat
ctaacgcace
ttgttgatgg
tacacgeaga
ccategaatco
ttgtacctgt
aggaacctge

aaaacggtac

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6500

6960

7020



tgttactgce
cgaaaaagtt
ggcocogetoat
gaaacatgct
ttecggttgte
atatggtggt
tacactgcta
tggtggtggt
ctcatgatct
atttaaagtt
ttgacttact
aaaatecgtta
atgctatgat
tegtgttatt
ggaataatag
gttetttttt
aggaagaacg
aagaaacatg
aacgaagata
ctgttgetge
tggatgttcg
gtttactaaa
cgctaaaggce
acattggtaa
cagacattac
cggcggaaga
agggcteoect
aagattttgt
attggttgat
agtatagaac

gactatttge

gctaacgett
ttgaaggaaa
caaccagetyg
ggcatcgaag
ggtttggtga
gectgttgete
tccatcttac
ggtgcttcoct
ttttecataaa
ttatttgcga
tttoegectt
ttgtettgaa
ggaagctgat
acttaagtta
tgagtggttt
ttgatteegg
daggaaggag
aaattgccca
aatcatgtcg
caagcetattt
taccaccaag
aacacatgtyg
attatcegece
tacagtcaaa
gaatgcacac
agtaacaaag
agctactgga
tatcggettt
tatgacacce
cgtggatgat

daagggaagd
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ctccaatcaa
agaatttgaa
attttacatg
acatcaattc
acactaagat
taggtcacec
agcaagaagg
ctattgtcat
atacataaat
ttcategttit
ggcaagetygy
ggtgaaattt
tggtcttaac
tttgtacteg
cagggtccat
tttetttgaa
cacagactta
gtattettaa
aaagctacat
aatatcatge
gaattactgg
gatatecttga
aagtacaatt
ttgcagtact
ggtgtggtgg
gaacctagag
gaatatacta
attgctcaaa
gagtgtgggtt

gtggteteta

gatgctaagyg

cgatggtget
gcectttgget
ggctocatet
tgttgattac
tttgaageta
attgggttgt
aggtaagatc
tgaaaagata
atataaatgg
ttcaggtact
cogaacctge
ctactettat
ttgocttgtea
ttttgaacgt
aaagctttte
atttttttga
gattggtata
cccaactgea
ataaggaacg
acgaaaagea
agttagttga
ctgattttte
ttttactectt
ctgegggtgt
gcccaggtat
gecttttgat
agggtactgt
gagacatggg
tagatgacaa
caggatctga

tagagggtga
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gcagccgtca
attatcaaag
cttgecagtte
tttgaatteca
gacccatcta
tctggtgecta
ggtgttgccg
tgattacgtt
ctttatgtat
caaacgctga
aggccgegay
taatggtgaa
tcttgectaat
aatgctaatg
aattcatctt
tteggtaate
tatacgcata
cagaacaaaa
tgctgetact
aacaaacttg
agcattaggt
catggaggge
cgaagacaga
atacagaata
tgttagcggt
gttagcagaa
tgacattgeg
tggaagagat
gggagacgca
cattattatt

acgttacaga

tecttggttte
gttggggtga
caaaggettt
atgaagcctt
aggttaatgt
gagtggttgt
ccatttgtaa
ctgcgatttt
aacaggcata
ggtgtgcctt
cgecgatacg
dgttaagetyg
ggtcattgge
atcatcttat
tttttttttt
tcegageaga
tgtggtgttg
acctgcagga
catcctagte
tgtgetteat
cccaaaattt
acagttaage
aaatttgctg
gcagaatggg
ttgaagcagg
ttgtcatgea
aagagtgaca
gaaggttacg
ttgggtcaac
gttggaagag

aaagcaggcet

7080

7140

7200

7260

7320

1380

7440

1500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

2160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880



gggaageata

catgtatact
aategttatt
gotatgatgg
cgtgttatta
gaataatagt
gcttaacttt
attctttata
atatagatta
taaagcattt
catcgtaaga
aatgctcaat
cgatggcage
tatctaattc
cagctaaace
caacatagtt
tgtttgttgg
taacaaaagt
attcggegtce
tacegtatga
atttcaaaac
ccttcttgga
aatgaccatc
gtteocatgta
tagcaacagt
caccgcaaac
agttgaarcaa
cagtgtttte
gagtttcagt
tcaacttaga
acatgttggt

ctagctcaga

tttgagaaga
aaactcacaa
gtcettgaagy
aagctgattg
cttaagttat
gaacggccgyg
aaagaaaaaa
aaaaaaatat
aaaaactact
atgaaggggg
tctteotaaat
ggaaccttga
ttcgtaatcce
cttgataata
ggaaccgtaa
taatagagat
aacaatcaaa
tttttecaatg
aacttctggg
ttttgtgace
gttcaaagca
ataactckttg
gacgtaagga
agaagctctt
accggcacca
tacaatggcg
cgcgttggta
accaaacaat
accgacttct
caaaacagtt
ttggcccaga

ttggttgaca
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tgocggeocoage
attagagctt
tgaaatttet
gtottaactt
ttgtactegt
ccaagcacge
gttgagatta
atatatatat
ctattaaatg
ttcagcaaga
ttgtcatcga
ggtttgaagt
tttggagttt
tgttggacgt
gaaaataaac
gcaaaggcegyg
gattgggcaa
ttettatogg
aacaattgag
aatttacagg
toocgaaccag
taaacttgat
tattegetgg
acagagtcaa
coeggttggho
tctectaccat
ccaccgtaac
tgcatcaaga
aatctaccaa
agggacatcg

ccaattgtgt

cattgagttg

aaaactaaaa
caatttaatt
actettatta
gettgteate
tttgaacgta
ggggattgaa
gatttattgt
cattgttatt
agagctaaaa
tgcaategat
tgttggtcaa
tettettcaa
cggtgattct
caccaacaat
caacacgett
cataaacaga
ctoctetettt
ttaaagatte
gattggectct
ttggaacatg
cgggateget
caagagccktt
tgaaatctgg
atacaattgg
ttgoggecacc
cccatgegtt
aggcattaag
cagacttgac
ttttgttggt
agtagatatc
atttacettg

ggatgtaaat
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aactgtatta
atatcagtta
atggtgaacyg
ttgeotaatgg
atgetaatga
tgagaaaaaa
gttataaata
aaataaagag
aaagcagget
gggggaagat
gtagtaaaca
atgggcattt
cttggctaat
tttgcaagaa
gocttgtaag
tgeggtgtac
gtggaatggc
gtcataateg
gaaatcgtta
gaaaacgttg
aaccaaccct
gacgtaacaa
cttgtaaaaa
agcatcagga
cttatcgtag
agattcaatc
cgtgtcaata
agacttggac
gtegatgttg
ttotetgtea
agaaacgcca

ttggatacct

taagtaaatg
ttaccacgaa
ttaagotgat
tcatatggct
tcatottatyg
aatcggttgyg
tagatataca
ttttoctagt
gecaaaaaaa
tattttttaa
ccactttgea
tetctecaatt
ttgttagtaa
tatagagatg
tegtecagate
atgttacctg
ttagcaacat
cgagtageta
tatagtaatc
tagtegaaat
ttagaaatag
gttaatgaaa
tegtaggegt
ccgateocaca
atggcaatat
cagttcaaag
cettegacgt
ttgtcaatca
taactettga
ttgacaaaag
tcaaatttet

ttaataccga

8940

8000

9060

9120

9180

9240

9300

89360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

92900

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800



cattttgagg
agtttgtatt
aacaaagttt
ttactttttt
catatacata
tettagecta
tatattgaag
coteogtgog
cactgctccg
ttggcagtaa
taataatgcg
ttttgatcta
tcaacatttt
tgttaatata
gctgcagace
aaggcttcta
ttatcatctg
cgogatattg
agtagtggaa
aagttacctt
cgtaggaagy
tataaaaatt
atgecctttge
ccaatggeaa
aatgctggeyg
gtoogttteo
ggacaaaacqg
attcaaactt
geaatgggta
gagtatggct

aaaccagetg

totggttttt
gtgtaattgt
agttgagagt
tttggatgga
tcoccatatcta
aaaaaacctt
tacggattag
tectggtett
aacaataaag
cotggoooca
attagttttt
ttaacagata
cggtttgtat
cctctatact
aattggtgaa
caccagtttt
cgcaatcgag
aaagettgga
atacaaaaca
tgtacgecttt
ctctttcaat
atgactacga
cecgttggtgt
ctacagaggg
gtggtgcaac
caactttgaa
caattaaaaa
gtctageragg
tgaatatgat
gggaagatat

ccatcaactyg
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tgttcagogg
tgttgetttt
tteocattgtga
cgcaaagaaqg
atcttactta
ctetttggaa
aagccgooga
caccggtoge
attctacaat
caaaccttca
tagecettatt
tataaatgca
tacttettat
taccccacce
gactgaagtc
aaccaataaa
ctcatcagga
taagaaaata
attgaagaac
ggagaaaaaa
tttggcagaa
cogegtattt
tataggccce
ttgtttggta
aactgtttta
aagatctggt
agettttaac
agatttacte
ttetaagggt
ggaggttgtc

gatcgaaggt

tottttgttt
gcggoctaag
aggtagttcg
tttaataatce
tatgttgtgg
ctttcagtaa
gcgggcgaca
gtteoectgaaa
actagctttt
aatcaacgaa
tctggggtaa
aaagctgeat
tcaaatgtca
gaagtcgege
accaagaagt
acagtcattt
ccttcatcat
cgtoctttag
aaagaggtcg
ttaggtgata
gctectgtat
ggegettgtt
ttggttatcyg
gottotgeca
actaaggatg
gcoctgtaaga
tctacatcaa
ttcatgagat
gtegaatact

tcegtttetg

agtggtaaga
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ttttagttca
tetteettta
attttggagg
atattacatg
aaatgtaaag
tacgettaac
gcectecgac
cgeagatgtyg
atggttatga
tcaaattaac
ttaatcageg
aaccacttta
taaaagtatc
aaccaactaa
cttttactge
ctggatcgaa
ctagtgagga
aagaattaga
ctgcettggt
ctacgagage
tagcatctga
gtgaaaatgt
atggtacatc
tgoegtyggeoty
gtatgacaag
tatggttaga
gatttgeacy
ttagaacaac
cattaaagca

gtaactactg

gtgtegtege

gteatttgea
ataccacacc
tcgegggagg
gcaataccac
agcececatta
tgeteattge
ggaagactct
cotegegoeyg
agaggaaaaa
aaccatagga
aagcgatgat
actaatactt
aacaaaaaat
ctttacaatg
tcctgtacaa
agtcaaaagt
agatgattcc
agcattatta
tattcacggt
ggttgcggta
tcgtttacca
tataggttac
ttatcatata
taaggraate
aggceccagta
ctcagaagag
tetgeaacat
tactggtgac
aatggtagaa
taccgacaaa

agaagctact

10850

10%20

10980

11040

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11480

11520

11580

11640

11700

11760

11820

11880

11540

12000

12060

12120

12180

12240

12300

12360

12420

12480

12540

12600

12660
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attcctggtg
aacattgecta
catgcagcta
gtcgaaagtt
gtatccatgec
ggtgccatgt
gcacgtcaat
gctgceoctag
gaaccaacaa
gtcacctgca
cacaacagca
tccatattac
ttgagcttta
atgeggaggt
taataaaagt
tagaatgetg
tgtttcaace
taacagttat
tgtgaatttt
aagtaatatt
caactctett

gcaaagcage

atgttgtcag
agaatttggt
atttagtgac
ccaactgtat
catccatcga
tggacttatt
tagcaagaat
cagccggeca
aacctaacaa
ttaaatccta
ccatgtgtta
aagttcgtge
cctgaaaatt
cegecggegt
aaaatttaat
gagtagaaat
agtatataga
caagectaaat
attttattaa
catatatatg
caaaccaact

caaagcggeg
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aaaagtgtta

tggatctgeca
agctgtttte
aacattgatg
agtaggtace
aggtgtaaga
agttgoctgt
tttggttcaa
tttggacgcee
aacttagtca
cgtaaaatat
atatatagaa
caacgaaaaa
tggacgageg
attttggatg
acgccatecte
ttattattgg
atttacgega
ggatacaaag
tgatgaatge
tcagecttte

gtttaaacgc

aaaagtgatg
atggctgggt
ttggcattag
aaagaagtgyg
ateggtggtg
ggcccacatg
geegtottgg
agtcatatga
actgatataa
tacgtcattg
ttactttata
agaattctgt
aactcaaaaa
aatgtgtata
aaaaaaacca
aagatacaaa
gtcttgateca
aagaaaaaca
ttaagagaaa
agtcttaacyg
tecaatteate

gtggccgtge

<210> 54

<211> 13963

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Construccion sintética: construccion de integracion i85207

<400> 54

gacggcacgyg

caattcaaga
aactgaccca
ggggecttet

aggtattaac

ccacgcgttt
tacagaacct
atattgactg
tccaatgecta

ttcttcacta

aaaccgeeag
cctecagatg
ccactggace
atccggtcac

taagaaaatc

ggcaaggttyg
gaateccette
tgaagacatg
tgccactget

acacgagcgc
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tttccgecatt
ctgttggtgy
gacaagatcce
acggtgattt
gtactgttct
ctaccgctee
caggtgaatt
cccacaacaqg
atcgtttgaa
gtattctett
gtttgtacgt
tgttgtaatt
ccacatgett
ttagtttaaa
tttttagact
aagcgttace
actttcctea
aatattttaa
acaaaattta
agaagacatg
agecagatgqg

cgte

gecteotactt
catagagaga
caacaaagtyg
gctacggaaa

ccggacgatyg

ggttgagttg
atttaacgca
tgcacaaaat
gagaatttcc
agaaccacaa
tggtaccaac
atccttatgt
gaaacctget
agatgggtcc
gaaaaagaagq
cataatttct
gtcataacta
ctettgagte
aagttgtatg
ttttettaac
ggcactgatt
gacatatcag
ttgtgatact
tatacaatat

gecttggtga

tettegattt

actcecatecga
aggagcaagc
caagcatagt
accaacctaa

tectetgttta

12720

12780

12840

12300

12360

13020

13080

13140

13200

13260

13320

13380

13440

13500

13580

13620

13480

13749

13800

13860

13920

13964

60

120

180

240

300



aatggegeaa
atataatagt
tctcgocega
ttttttttga
tatacaatcet
gcggacctte
tcaaagattyg
gcgaagttca
aaaatcataa
gtaatttttec
aagctatact
cttaacccaa
cgaaggacty
ttcagttagt
atgeagagea
caatgactge
tgcaaaacca
aaagacctaa
ctggteatga
acgataatge
agggtttact
tacaacaaag
cteatecact
agggcgetat
aaactaagac
atgaaccatg
aaaacttgac
atgatttgaa
tttgcgagaa
atgacaggeoa

tcataataac

gtttteeget
ttaattctaa
acgacctcaa
acctgaatat
cgatagttgg
acatgtaggg
aaaatctatg
tttegttact
ggaaaagttg
ccctttattt
toggageact
aaataaggga
gctatacagt
ttggctagea
tecaacatgat
cgacaacaat
aacacctgaa
tacccgatcet
tgaggagecaa
tattggtgeco
acategtgea
agcecactgaa
atgtattgat
tactgecggeg
aaggggtaag
gggtgaacat
tgtcaaccca
aactatgttt
ttacttattc
aattcataga

tttgttatca
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ttgtaatata
tattaataat
aatgtctget
atatacatca
tttecegtte
accgaattgt
gaaagatatg
tttgatatcg
taaatattat
tgttecataca
gttgagegaa
aagggtccaa
gttcacaaaa
aagatataaa
aaaaaaacct
agtatgcocce
gacattttgg
agtgagacgt
attaagttaa
ggtaccaaga
tteteagtet
aaaataactt
gacgaattag
gtgagaaaac
tttcactttt
gaaattgatt
aacgtcaaty
getgacecaa
aactggtggy
atgetataac

tagcaaaatg

tatttatace
atcctatatt
acattcataa
catgtcactg
tttecactee
ttacaagttc
gacggtagcea
ctcacaacta
tggtagtatt
ttcttaaatt
ggcteattag
aaagcgetog
tagccaaget
agcaggtcgg
cocgegacet
atggtgcagt
aagagtttee
caaatgacga
tgaatgaaaa
aagtttgtca
ttattttcaa
tocetgatet
gtttgaaggg
tagatcatga
taaacagaat
acatcctatt
aagttagaga
gttacaagtt
agcaattaga
aacgegtoaa

tgatataaaa
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cetttettet
ttettcattt
taaccaaaag
ctggtcettg
cgtecgeteg
tectgtaccac
acaagaatat
ttgegaageg
cgtttggtaa
gctttgecte
atatattttc
gacaactgtt
gaaaataatg
aaatatttat
ccaaaatega
atctagttac
tgaaattatt
aagcggagaa
ttgtattgtt
tttaatggaa
tgaacaaggt
ttggactaac
taagctagac
attaggtatt
ccattacatyg
ttataagatc
cttcaaatgg
tacgeettgg
tgacctttct
taatatagge

cgtttcattt

ctocectgea
accggcgcac
ctecataactt
ccgaccagcg
tecaacgeceyg
catggagaca
agoacgageo
cttcagtgaa
agtagagggyg
tecettttgga
tgtcatttte
gacecgtgate
tgtagetatyg
gggcattatt
actaccttea
gccaaattag
ccattacaac
acatgttttt
ttggattggg
aatattgaaa
gaattacttt
acatgetget
gataagatta
ccagaagatg
gcaccaagea
aacgctaaag
gtttcaccaa
tttaagatta
gaagtggaaa
tacataaaaa

cacctgaaaa

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1520

1980

2040

2100

2140



atagtaaaaa
ttacagaact
ttgattatat
tggceggecg
agttactcaa
cacttatttt
aaacgaccat
gagtgaaacc
gcattaacaa
aggegtotte
ccttagaata
agacaatate
aagaaaccca
cagtgatcaa
gcatgtaace
ccatttectt
ttteaacgtyg
ccaaacaaga
taccgtagtt
acattetggt
cgacaactct
tgecagatgtg
ccaacttcaa
aagcettogat
ttcttaagga
attccaaage
aggccaagat
taaagtecett
acaaggagat
tatgttgtaa
cagcattgat

taatcaattc

taggogacaa
ctgaatatac
tcaaaaggtt
tggagogaco
gaataagaat
ttttataact
tggatggaca
atcgttaaca
agggaatgga
gactttteta
acattcgatg
atccatcaat
tttaaaagtg
accgtaggta
ttctttcaac
aacgtagtgg
caagttaace
aatggaccae
gtcgaaggta
tetggeatgt
atcacgaacyg
agacaattect
caaaaccteg
tctggccaat
agagtcacaa
gttgtceaag
accttgageg
gaaaacacca
agattgtaaa
agcttetteg
taattcgatc

cttcttaact
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aaatoottag
attgattgtt
attggoctet
toatgotata
tttegtttta
tatttaataa
aagaaggact
gagtataaaa
acggoggttyg
gagatgtatt
gaggaggcaa
ctaatgataa
tcectegttaa
ccggtaacca
catctggett
atttgataag
aattettggt
tteotcaacgg
tcatccaaaa
tgtggttecat
aatggcaatt
ttocttatgea
tegtgagaag
cttottetea
gatggatcct
atggtttecat
tcgttacaca
gaggagacat
ttttcoettat
atttettett
aacttaacat

tcectecttta

taatatgtaa
cacatttttt
tgaatgttte
cotgagaaag
aaacctaaga
taaaaatcat
tcatgtaaga
cttcacacat
gtctcaaaga
cacaggetto
catgacctct
cacaagaagc
caatgtcacc
tggaaacaga
caaccaagta
ccttaccttc
agatcaactt
cttgagtgaa
cgaccaacca
agtaaataga
tgttttgeaa
tggattgecaa
tttettgttg
atggttgett
tggcaataat
cttcgactect
aagattcctt
tgaaaccttyg
cgacccattyg
caaaatggta
gttgecatagyg

actcttegac

143

actttatttt
ttttctette
ccactgaate
caacctgace
gtcactttaa
aaatcataayg
tttcatgteca
tctagccaag
ttetetgtta
ttoettcagaa
ttettgttet
ttcaacaata
totaccaacg
catgtactct
gtttctgace
cttttctaaza
catgtattet
aatttcecaat
catacaagac
caaaateccag
gtotaaatcot
aacagagaaa
gtaaattgge
caaggoettgyg
gtccaagtga
catgaaagca
aaatttacct
ttgacgcaac
ttcacecgtaa
agcaatacct
ttecgttagaa

taattgettce

ctttatttat
tcaatttcee
caagagtget
tacaggaaag
aatttgtata
aaattegecte
cetteggogt
ttgatagctg
ataaccttcc
geaccggatt
tctttatgag
ggtgggtagg
taagatctag
tccaaagtag
aattcettag
gattectteeca
ggeaacatgt
tottegtagg
ttcatcaaga
aagtaacctt
ttccacecact
tetaacttag
atatagtgta
tggatttggg
accttagaga
gettegtaca
ttttegteca
aaacgaaacc
gtgacatgga
aaacgttgaa
cccttaatag

ttcataacca

22290

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3500

3960

4020

4080



agtcctetgg
cggtatgtet
tagatggaga
gegegactte
tgacatttga
atgoagottt
ttacceccaga
ttogttgatt
aaaagectagt
tttcaggaac
tgtogeocoge
ttactgaaag
ccacaacata
gattattaaa
acaactagct
ttecetaaat
gcatgtgact
ggtttgtecg
caagaagaat
ttettggteg
tacaaggtte
atctacaage
ttgtteceatg
cctgaagaca
ttcaagactg
atcacagatg
ttccaaatte
ggtacagata
tcogocagaac
gcocaaatgea

gagtctgttg

ttcatcgtaa
aataacgtct
ggaagaaaca
gagtggggta
ataagaagta
tgcatttata
aataaggcta
tgaaggtttyg
attgtagaat
gcgaccggtg
teggeggett
ttccaaagag
taagtaagat
cettetttgeg
tgataatgge
tagtagagga
ggtatgccca
ttgtggacac
acgaaaaggt
cegatgatat
ctgqaagttgg
ttttgaaate
aagtcacectt
aagtcgactt
cttactattec
aaaaggattt
aagatgacta
tccaagataa
aaagaaagac
aaaagatttt

ccaaggattt
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gtcaaaaatt
ggcttggtag
gaggaaatag
agtatagagg
atacaaaccg
tatctgttaa
aaaaactaat
tggggccagy
ctttattgtt
aagaccagga
ctaatcegta
aaggtttttt
tagatatgga
tecatcocaaa
ttcagaaaaa
attgaacgea
ctcattgaac
gtatgctatt
tgctattcta
gatggacaag
ggaaattgecc
tecacttcaga
ccadactgaa
gagtaagttc
tttctacttg
gaaacaagce
cttagactgc
caaatgttct
tttagacgaa
caatgacttyg

gaaggccaag

gatcaccecea
aatccttatce
gcaaagtgga
tatattaaca
aaaatgttga
tagatcaaaa
cgcattatta
ttactgccaa
cggagcagtyg
cgcacggagyg
cttcaatata
taggctaaga
tatgtatatg
aaaaaagtaa
gaaattagga
tegettttgg
tacaacactec
ctctecaaca
ggttggtgea
tcocattacea
atcaatgacg
aacgaaaaat
ttgggeccaat
tcecoctaaaga
cctgtegeat
agagatgtct
ttoggtacee
tgggtaatca
aattacggta
aaaatcgace

atcteocccaag
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aatggaageg
atcgacaaca
cattgtaaaqg
attttttgtt
aagtattagt
atcatcgett
tectatggtt
ttttteetet
cggegcgagy
agagtcttce
goaatgagoa
taatgggget
gtggtattge
cgeacgoaca
gagagagatt
cttacggtat
caggcggtaa
agaccgttga
ttgagttgtt
gaagaggoca
cattcatgtt
actacataga
tgatggactt
agcactcectt
tggectatgta
tgattccatt
cagaacagat
acaaggcatt
agaaggacte
agttatacea

tcgacgagte

ttgaagttag
attggggaay
ttagttggtt
gatactttta
taaagtggtt
cgetgattaa
gttaatttga
tcataaccat
cacatctgeg
gteggaggge
gttaagogta
ctttacattt
catgtaatat
ctecegacag
cttgaacgtt
goctaaggaa
gttaaataga
acaattgggg
gcaggcttac
adcatgttgg
agaggctgct
tatcaccgaa
aatcactgea
catagttact
cgttgceggt
gggtgaatat
cggtaagate
agaacttgct
agtcogcagaa
cgaatatgaa

tegtggette

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

S640

5700

5760

5820

5880

5940



aaagccgacg
cgetaatega
cttccactat
actagtccaa
tgaaatttet
gtettaactt
tgtactoegtt
gggtccataa
tctttgaaat
cagacttaga
attcttaacc
agetacatat
tatcatgeac
attactggag
tatcttgact
gtacaatttt
gcagtactct
tagtggtggge
acctagaggc
atatactaag
tgctcaaaga
tgtgggttta
ggtetotaca
tgctaaggta
cggecageaa
tagagecttca
aaatttectac
cttaacttge
gtactegttt
gcggoctgca
catgcegecy

gcggteoactt

tcttaactge
taaaacatta
aatatagtat
gaacctgeag
actottatta
getighcate
ttgaacgtaa
agcttttcaa
ttttttgatt
ttggtatata
caactgcaca
aaggaacgtg
gaaaagcaaa
ttagttgaaqg
gattttteoca
ttactctteg
gegggtgtat
craggtattg
cttttgatgt
ggtactgttg
gacatgggtg
gatgacaagg
ggatctgaca
gagggtgaac
aactaaaaaa
atttaattat
tcttattaat
ttgtecatett
tgaacgtaat
ggtttecctea
aaaggaacaa

caaacttcac
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gtttttgaac
gatttcagat
aagcttacag
geegegageg
atggtgaacg
ttgctaatgg
tgetaatgat
ttcatetttt
cggtaatcte
tacgcatatg
gaacaaaaac
ctgotactea
caaacttgtg
cattaggtcc
tggagggcac
aagacagaaa
acagaatagc
ttagoggttt
tagcagaatt
acattgegaa
gaagagatga
gagacgcatt
ttattattgt
gttacagaaa
ctgtattata
atcagttatt
ggtgaacgtt
gctaatggtce
gctaatgatc
tectagtatg
tttcaagtac

atttataaag

aaggtttaca
tagataagga
atagtatcte
cegatacgaa
ttaagotgat
tcattggecte
catcttatgg
ttttttttgt
cgagcagaag
tggtgttgaa
ctgraggaaa
tectagtoct
tgctteattg
caaaatttgt
agttaagceg
atttgctgac
agaatgggea
gaagcaggeg
gtcatgcaag
gagtgacaaa
aggttacgat
gggtcaacag
tggaagagga
agcaggcotgyg
agtaaatgeca
accacgaaaa
aagctgatge
atatggcteg
atcttatgga
tatagcttgt
tatcggaaga

atgtcacatg
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agagaagtaa
ccatgtataa
tegatotace
aatogttatt
getatgatgg
gtgttattac
aataatagtg
tettttbttt
gaagaacgaa
gaaacatgaa
cgaagataaa
gttgetgoca
gatgttegta
ttactaaaaa
ctaaaggcat
attggtaata
gacattacga
gceggaagaag
ggctccctag
gattttgtta
tggttgatta
tatagaaccg
ctatttgoaa
gaagcatatt
tgtatactaa
tegttattgt
tatgatggaa
tgttattact
ataatagtga
acccattaaa
tgaatggtta

gaccactatt

atagaactaa
gaaatatata
gttocacgtyg
gtettgaagg
aagctgattg
ttaagttatt
agtggtttca
gattooggtt
ggaaggagca
attgoccagt
tcatgtcogaa
agcotatttaa
ccaccaagga
cacatgtgga
tatcogcocaa
cagtcaaatt
atgcacacgg
taacaaagga
ctactggaga
teggetttat
tgacaccegyg
tggatgatgt
agggaaggga
tgagaagatyg
actcacaaat
cttgaaggtg
gotgattggt
taagttattt
atcggcgcte
cgaattttat
gatgttaage

atctacctta

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7280

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860



agttatttat
gttacatcca
tcaacatett
caagtaagaa
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REIVINDICACIONES
1. Una célula de levadura modificada genéticamente capaz de producir un isoprenoide, comprendiendo la célula:

(a) uno o mas acidos nucleicos heterélogos que codifican una o0 mas enzimas de una ruta de mevalonato (MEV)
para fabricar isopentenil pirofosfato; y
(b) un acido nucleico heterélogo que codifica una acetilaldehido deshidrogenasa de acilacion (ADA).

2. La célula de levadura modificada genéticamente de la reivindicacion 1, en la que:

(a) dichas una o mas enzimas de la ruta de MEV comprenden una enzima que condensa acetil-CoA con malonil-
CoA para formar acetoacetil-CoA;

(b) dichas una o mas enzimas de la ruta de MEV comprenden una acetil-CoA:malonil-CoA aciltransferasa;

(c) dichas una o mas enzimas de la ruta de MEV comprenden una enzima que usa NADH que convierte 3-
hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA) en mevalonato; y/o

(d) dichas una o mas enzimas de la ruta de MEV comprenden una HMG-CoA reductasa que usa NADH.

3. La célula de levadura modificada genéticamente de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, que comprende
ademas un acido nucleico heterdlogo que codifica una fosfocetolasa (PK).

4. La célula de levadura modificada genéticamente de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende
ademas un acido nucleico heterdlogo que codifica una fosfotransacetilasa (PTA).

5. La célula de levadura modificada genéticamente de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que comprende
ademas una alteracién funcional de una o mas enzimas del bypass de la piruvato deshidrogenasa (PDH) nativa.

6. La célula de levadura modificada genéticamente de la reivindicacién 5, en la que dichas una o mas enzimas del
bypass de PDH se seleccionan entre acetil-CoA sintasa 1 (ACS1), acetil-CoA sintasa 2 (ACS2) y aldehido
deshidrogenasa 6 (ALDG).

7. La célula de levadura modificada genéticamente de la reivindicacion 6, en la que:

(a) ACS1 esta alterada funcionalmente;

(b) ACS2 esta alterada funcionalmente;

(c) ALDG esta alterada funcionalmente;

(d) ACS1 y ACS2 estan alteradas funcionalmente; o

(e) ACS1, ACS2 y ALDG estan alteradas funcionalmente.

8. La célula de levadura modificada genéticamente de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, que comprende
ademas una alteracion funcional de una o mas enzimas que tienen actividad alcohol deshidrogenasa (ADH).

9. La célula de levadura modificada genéticamente de la reivindicacion 8, en la que dichas una o mas enzimas que
tienen actividad ADH se seleccionan entre alcohol deshidrogenasa 1 (ADH1), alcohol deshidrogenasa 3 (ADH3),
alcohol deshidrogenasa 4 (ADH4) y alcohol deshidrogenasa 5 (ADH5).

10. La célula de levadura modificada genéticamente de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en la que:

(a) dichas una o mas enzimas de la ruta de MEV comprenden una enzima que condensa dos moléculas de
acetil-CoA para formar acetoacetil-CoA;

(b) dichas una o mas enzimas de la ruta de MEV comprenden una enzima que condensa acetoacetil-CoA con
acetil-CoA para formar HMG-CoA,;

(c) dichas una o mas enzimas de la ruta de MEV comprenden una enzima que convierte HMG-CoA en
mevalonato;

(d) dichas una o mas enzimas de la ruta de MEV comprenden una enzima que fosforila mevalonato para dar
mevalonato 5-fosfato;

(e) dichas una o mas enzimas de la ruta de MEV comprenden una enzima que convierte mevalonato 5-fosfato en
mevalonato 5-pirofosfato;

(f) dichas una o mas enzimas de la ruta de MEV comprenden una enzima que convierte mevalonato 5-pirofosfato
en isopentenil pirofosfato; y/o

(g) dichas una o mas enzimas de la ruta de MEV se seleccionan entre HMG-CoA sintasa, mevalonato quinasa,
fosfomevalonato quinasa y mevalonato pirofosfato descarboxilasa.

11. La célula de levadura modificada genéticamente de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en la que la

célula de levadura comprende una pluralidad de acidos nucleicos heterélogos que codifican todas las enzimas de la
ruta de MEV.
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12. La célula de levadura modificada genéticamente de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en la que:

(a) dichos uno o mas acidos nucleicos heterdlogos que codifican una o mas enzimas de la ruta de MEV estan
bajo el control de un solo regulador de la transcripcion; o

(b) dichos uno o mas acidos nucleicos heterdlogos que codifican una o mas enzimas de la ruta de MEV estan
bajo el control de multiples reguladores de la transcripcion heterélogos.

13. La célula de levadura modificada genéticamente de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, que
comprende ademas:

(a) un acido nucleico heterélogo que codifica una enzima que puede convertir isopentenil pirofosfato (IPP) en
dimetilalil pirofosfato (DMAPP);

(b) un acido nucleico heterélogo que codifica una enzima que puede condensar moléculas de IPP y/o DMAPP
para formar un compuesto de poliprenilo; y/o

(c) un acido nucleico heterélogo que codifica una enzima que puede modificar IPP o un poliprenilo para formar un
compuesto de isoprenoide.

14. La célula de levadura modificada genéticamente de la reivindicacion 13, en la que la enzima que puede modificar
IPP o un poliprenilo para formar un compuesto de isoprenoide se selecciona del grupo que consiste en careno
sintasa, geraniol sintasa, linalool sintasa, limoneno sintasa, mirceno sintasa, ocimeno sintasa, a-pineno sintasa, B-
pineno sintasa, y-terpineno sintasa, terpinoleno sintasa, amorfadieno sintasa, a-farneseno sintasa, [-farneseno
sintasa, farnesol sintasa, nerolidol sintasa, patchouliol sintasa, nootkatona sintasa y abietadieno sintasa.

15. La célula de levadura modificada genéticamente de la reivindicacion 13, en la que:

(a) el isoprenoide se selecciona del grupo que consiste en un hemiterpeno, monoterpeno, diterpeno, triterpeno,
tetraterpeno, sesquiterpeno y politerpeno;

(b) el isoprenoide es un sesquiterpeno;

(c) el isoprenoide es un isoprenoide Cs-Czg; 0

(d) el isoprenoide se selecciona del grupo que consiste en abietadieno, amorfadieno, careno, a-farneseno, 8-
farneseno, farnesol, geraniol, geranilgeraniol, isopreno, linalool, limoneno, mirceno, nerolidol, ocimeno,
patchoulol, B-pineno, sabineno, y-terpineno, terpinoleno y valenceno.

16. Un método para producir un isoprenoide que comprende:
(a) cultivar una poblacion de la célula de levadura modificada genéticamente de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 15 en un medio con una fuente de carbono en condiciones adecuadas para fabricar dicho

compuesto isoprenoide; y
(b) recuperar dicho compuesto isoprenoide del medio.
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