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DESCRIPCION
Cepas de levadura manipuladas para producir etanol a partir de acido acético y glicerol

Campo de la invencién

La presente invencién se refiere a la manipulacion metabdlica en levadura. En particular, la invencién se refiere a
cepas de levadura que han sido manipuladas para producir etanol a partir de acido acético y glicerol. Ademas de
acido acético y glicerol, la cepa de levadura también puede consumir hexosas y pentosas para la produccion de
etanol. La invencién se refiere ademas a los procesos en los que las cepas manipuladas de la invencién producen
etanol a partir de acido acético y glicerol, y a partir de al menos una de una hexosa o una pentosa.

El proceso de la invencion se define por las reivindicaciones adjuntas 1-13, y las células de levadura de la invencion
se definen ademas por las reivindicaciones adjuntas 14 y 15.

Antecedentes de la invencion

El bioetanol de segunda generacién se produce a partir de, por ejemplo, fracciones lignocelulésicas de biomasa de
plantas que se hidroliza en aziicares monomeéricos libres, tales como hexosas y pentosas, para la fermentacion en
etanol. Los hidrolizados lignocelulésicos contienen altas cantidades de acido acético, que es un potente inhibidor de
las capacidades fermentativas de los microorganismos usados para la produccion de etanol, tales como levaduras.

Sonderegger et al. (2004, Appl. Environ. Microbiol. 70: 2892-2897) desvelan la expresion heterdloga de
fosfotransacetilasa y acetaldehido deshidrogenasa en la cepa fermentadora de xilosa Saccharomyces cerevisiae. En
combinacion con la fosfocetolasa nativa, Sonderegger et al. crearon una via de fosfocetolasa funcional que es capaz
de una reoxidaciéon neta de la NADH generada por la expresion heterdloga de una xilosa reductasa y xilitol
deshidrogenasa que se usan para la utilizacién de xilosa en la cepa.

Guadalupe et al. (2009, Appl. Environ. Microbiol. doi:10.1128/AEM.01772-09) desvelan una cepa de Saccharomyces
cerevisiae en la que se elimina la producciéon del producto secundario glicerol por interrupcion de los genes de
glicerol 3-fosfato deshidrogenasa dependientes de NAD enddgenos (GPD1y GPD?2). La expresion del gen mhpF de
E. coli, que codifica la acetaldehido deshidrogenasa dependiente de NAD acetilante, restaurd la capacidad de la
cepa interrumpida por GPD para crecer anaerébicamente por adicion de suplementos de acido acético en el medio.

Yu et al. (2010, Bioresour. Technol. 101(11):4157-61. Publicacion electrénica 9 de febrero de 2010) desvelan cepas
de Saccharomyces cerevisiae manipuladas metabdlicamente para la produccidon mejorada de etanol a partir de
glicerol por expresidon en exceso simultanea de glicerol deshidrogenasa (GCY), dihidroxiacetona cinasa (DAK) y la
proteina de captacion de glicerol (GUPT).

Lee y Dasilva (2006, Metab Eng. 8(1):58-65) desvelan la levadura Saccharomyces cerevisiae manipulada para
producir 1,2-propanodiol a partir de glicerol introduciendo, entre otros, la expresion de los genes mgs y gldA de
Escherichia coli.

Un objeto de la presente invencion comprende proporcionar levaduras que son capaces de producir etanol a partir
de acido acético y glicerol (y hexosas y pentosas), ademas de procesos en los que se usan estas cepas para la
produccién de etanol.

Descripcion de la invencién

Definiciones

Identidad de secuencia se define en el presente documento como una relaciéon entre dos o mas secuencias de
aminoacidos (polipéptido o proteina) o dos o mas secuencias de acidos nucleicos (polinucledtido), como se
determina por comparacion de las secuencias. En la materia, "identidad" también significa el grado de relacion de
secuencias entre secuencias de aminoacidos o de acidos nucleicos, segun sea el caso, como se ha determinado por
la coincidencia de las cadenas de tales secuencias. La "similitud" entre dos secuencias de aminoacidos se determina
por comparacion de la secuencia de aminoacidos y sus sustitutos de aminoacidos conservados de un polipéptido
con la secuencia de un segundo polipéptido. La "identidad" y la "similitud" pueden calcularse facilmente por métodos
conocidos. Los términos "identidad de secuencia" o "similitud de secuencia" significan que dos secuencias de
(poli)péptidos o dos secuencias de nucleétidos, cuando se alinean de manera 6ptima, preferentemente sobre la
longitud completa (de al menos la secuencia mas corta en la comparaciéon) y se maximiza el numero de
coincidencias y se minimiza el nimero de huecos, tal como por los programas ClustalW (1.83), GAP o BESTFIT
usando los parametros por defecto, comparten al menos un porcentaje determinado de identidad de secuencia como
se define en cualquier parte en el presente documento. GAP usa el algoritmo de alineamiento global de Needleman
y Wunsch para alinear dos secuencias sobre su longitud completa, maximizar el nimero de coincidencias y
minimizar el nimero de huecos. Generalmente, usan parametros por defecto de GAP, con una penalizaciéon por
creacion de hueco = 50 (nucleodtidos) / 8 (proteinas) y penalizacion por extension de hueco = 3 (nucledtidos) / 2
(proteinas). Para nucledtidos, la matriz de puntuacion por defecto usada es nwsgapdna y para proteinas la matriz de
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puntuacion por defecto es Blosum62 (Henikoff & Henikoff, 1992, PNAS 89, 915-919). Un programa de alineamientos
multiples preferido para alinear secuencias de proteinas desvelado en el presente documento es (1.83) que usa una
matriz blosum y parametros por defecto (penalizacion por abertura de hueco: 10; penalizacién por extension de
hueco: 0,05). Es evidente que cuando se dice que secuencias de ARN son esencialmente similares o tienen un
cierto grado de identidad de secuencia con secuencias de ADN, la timina (T) en la secuencia de ADN se considera
igual al uracilo (U) en la secuencia de ARN. Pueden determinarse alineamientos de secuencias y puntuaciones para
el porcentaje de identidad de secuencia usando programas informaticos, tales como the GCG Wisconsin Package,
Version 10.3, disponible de Accelrys Inc., 9685 Scranton Road, San Diego, CA 92121-3752, EE.UU., o el software
de fuente abierta Emboss for Windows (versiéon actual 2.7.1-07). Alternativamente, el porcentaje de similitud o
identidad puede determinarse por busqueda por comparaciéon con bases de datos tales como FASTA, BLAST, etc.

Métodos preferidos para determinar la identidad estan disefiados para obtener la mayor coincidencia posible entre
las secuencias probadas. Los métodos de determinacién de identidad y similitud estan codificados en programas
informaticos publicamente disponibles. Métodos con programas informaticos preferidos para determinar la identidad
y similitud entre dos secuencias incluyen, por ejemplo, el paquete de programas GCG (Devereux, J., et al., Nucleic
Acids Research 12 (1): 387 (1984)), BestFit, BLASTP, BLASTN y FASTA (Altschul, S. F. et al., J. Mol. Biol. 215:403-
410 (1990). El programa BLASTX esta publicamente disponible de NCBI y otras fuentes (BLAST Manual, Altschul,
S., et al., NCBI NLM NIH Bethesda, MD 20894; Altschul S., et al., J. Mol. Biol. 215: 403-410 (1990)). También puede
usarse el muy conocido algoritmo de Smith-Waterman para determinar la identidad.

Parametros preferidos para la comparacion de secuencias de polipéptidos incluyen los siguientes: Algoritmo:
Needleman y Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443-453 (1970); matriz de comparacion: BLOSSUM62 de Henikoff y Henikoff,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 89:10915-10919 (1992); penalizacidon por hueco: 12; y penalizacion por longitud de
hueco: 4. Un programa util con estos parametros esta publicamente disponible como el programa "Ogap" de
Genetics Computer Group, situado en Madison, WI. Los parametros anteriormente mencionados son los parametros
por defecto para las comparaciones de aminoacidos (junto con sin penalizacion para huecos terminales).

Parametros preferidos para la comparacion de acidos nucleicos incluyen los siguientes: Algoritmo: Needleman y
Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443-453 (1970); matriz de comparaciéon matriz: correspondencias=+10, discordancias=0;
penalizacion por hueco: 50; penalizacion por longitud de hueco: 3. disponible como el programa Gap de Genetics
Computer Group, situado en Madison, Wis. Anteriormente se dan los parametros por defecto para las
comparaciones de acidos nucleicos.

Opcionalmente, en la determinacion del grado de similitud de aminoacidos, el experto también puede tener en
cuenta las llamadas sustituciones de aminoacidos "conservativas", como sera evidente para el experto.
Sustituciones de aminoacidos conservativas se refiere a la intercambiabilidad de restos que tienen cadenas laterales
similares. Por ejemplo, un grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales alifaticas es glicina, alanina, valina,
leucina e isoleucina; un grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales de hidroxilo alifatico es serina y treonina;
un grupo de aminoacidos que tienen cadenas laterales que contienen amida es asparagina y glutamina; un grupo de
aminoacidos que tienen cadenas laterales aromaticas es fenilalanina, tirosina y triptéfano; un grupo de aminoacidos
que tienen cadenas laterales basicas es lisina, arginina e histidina; y un grupo de aminoacidos que tienen cadenas
laterales que contienen azufre es cisteina y metionina. Grupos de sustitucién de aminoacidos conservativa preferidos
son: valina-leucina-isoleucina, fenilalanina-tirosina, lisina-arginina, alanina-valina y asparagina-glutamina. Variantes
sustitucionales de la secuencia de aminoacidos desveladas en el presente documento son aquellas en las que al
menos un resto en las secuencias desveladas ha sido eliminado y se ha insertado un resto diferente en su lugar.
Preferentemente, el cambio de aminoacido es conservativo. Sustituciones conservativas preferidas para cada uno de
los aminoacidos que existen de forma natural son las siguientes: Ala por ser; Arg por lys; Asn por gin o his; Asp por
glu; Cys por ser o ala; GIn por asn; Glu por asp; Gly por pro; His por asn o gin; lle por leu o val; Leu por ile o val; Lys
por arg; gln o glu; Met por leu o ile; Phe por met, leu o tyr; Ser por thr; Thr por ser; Trp por tyr; Tyr por trp o phe; vy,
Val por ile o leu.

Las secuencias de nucleétidos de la invencion también pueden definirse por su capacidad para hibridarse con partes
de secuencias de nucledtidos especificas desveladas en el presente documento, respectivamente, en condiciones
de hibridacion moderadas, o preferentemente rigurosas. Condiciones de hibridacion rigurosas se definen en el
presente documento como condiciones que permiten que una secuencia de acidos nucleicos de al menos
aproximadamente 25, preferentemente aproximadamente 50 nucleétidos, 75 o 100 y lo mas preferentemente de
aproximadamente 200 o mas nucledtidos, se hibride a una temperatura de aproximadamente 65°C en una
disolucién que comprende sal aproximadamente 1 M, preferentemente 6 x SSC o cualquier otra disolucién que tiene
una fuerza iénica comparable, y lavado a 65 °C en una disoluciéon que comprende sal aproximadamente 0,1 M, o
menos, preferentemente 0,2 x SSC o cualquier otra disolucion que tiene una fuerza iénica comparable.
Preferentemente, la hibridacion se realiza durante la noche, es decir, al menos durante 10 horas y preferentemente
el lavado se realiza durante al menos una hora con al menos dos cambios de la disolucion de lavado. Estas
condiciones normalmente permitiran la hibridacion especifica de secuencias que tienen aproximadamente el 90 % o
mas identidad de secuencia.

Condiciones moderadas se definen en el presente documento como condiciones que permiten que una secuencia de
acidos nucleicos de al menos 50 nucleétidos, preferentemente de aproximadamente 200 o mas nucledtidos, se
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hibride a una temperatura de aproximadamente 45 °C en una disolucién que comprende sal aproximadamente 1 M,
preferentemente 6 x SSC o cualquier otra disolucion que tiene una fuerza iénica comparable, y lavado a temperatura
ambiente en una disolucién que comprende sal aproximadamente 1 M, preferentemente 6 x SSC, o cualquier otra
disolucién que tiene una fuerza idénica comparable. Preferentemente, la hibridacién se realiza durante la noche, es
decir, al menos durante 10 horas, y preferentemente el lavado se realiza durante al menos una hora con al menos
dos cambios de la disolucion de lavado. Estas condiciones normalmente permitiran la hibridacion especifica de
secuencias que tienen hasta el 50 % de identidad de secuencia. El experto en la materia sera capaz de modificar
estas condiciones de hibridacién con el fin de identificar especificamente secuencias que varian en identidad entre el
50 % y el 90 %.

Una "construccion de acidos nucleicos" o "vector de acido nucleico" se entiende en el presente documento que
significa una molécula de acidos nucleicos sintética resultante del uso de tecnologia de ADN recombinante. El
término "construccion de acidos nucleicos", por tanto, no incluye moléculas de acidos nucleicos que existen de forma
natural, aunque una construccion de acidos nucleicos puede comprender (partes de) moléculas de acidos nucleicos
que existen de forma natural. Los términos "vector de expresion" o "construccion de expresion" se refieren a
secuencias de nucledtidos que son capaces de afectar la expresiéon de un gen en células hospedadoras u
organismos hospedadores compatibles con tales secuencias. Estos vectores de expresion normalmente incluyen al
menos secuencias reguladoras de la transcripcion adecuadas y opcionalmente sefiales de terminacion de la
transcripcion de 3'. También puede estar presentes factores necesarios adicionales o Utiles en efectuar la expresion,
tales como elementos potenciadores de la expresion. El vector de expresién se introducira en una célula
hospedadora adecuada y sera capaz de efectuar la expresion de la secuencia codificante en un cultivo celular in
vitro de la célula hospedadora. El vector de expresién sera adecuado para la replicacion en célula hospedadora de
levadura de la invencion.

Como se usa en el presente documento, el término "promotor” o "secuencia reguladora de la transcripcion” se refiere
a un fragmento de acido nucleico que funciona controlando la transcripcion de una o mas secuencias codificantes, y
se localiza en la direccion 5' con respecto a la direccion de transcripcion del sitio de iniciacion de la transcripcion de
la secuencia codificante, y es estructuralmente identificado por la presencia de un sitio de unién para ARN
polimerasa dependiente de ADN, sitios de iniciacion de la transcripcion y cualquier otra secuencia de ADN, que
incluye, pero no se limita a, sitios de unién al factor de transcripcion, sitios de uniéon a la proteina represora y
activadora, y cualquier otra secuencia de nucledtidos conocida para un experto en la materia por actuar directamente
o indirectamente para regular la cantidad de transcripcion del promotor. Un promotor "constitutivo" es un promotor
que es activo en la mayoria de los tejidos en la mayoria de las condiciones fisioldgicas y de desarrollo. Un promotor
"inducible" es un promotor que esta regulado desde el punto de vista fisioldgico o del desarrollo, por ejemplo, por la
aplicacion de un inductor quimico.

El término "marcador de seleccion" es un término familiar para un experto habitual en la materia y se usa en el
presente documento para describir cualquier entidad genética que, cuando se expresa, puede usarse para
seleccionar una célula o células que contienen el marcador de seleccion. El término "indicador" puede usarse
indistintamente con marcador, aunque principalmente se usa para referirse a marcadores visibles, tales como
proteina verde fluorescente (GFP). Los marcadores de seleccion pueden ser dominantes o recesivos o
bidireccionales.

Como se usa en el presente documento, el término "operativamente unido" se refiere a un enlace de elementos de
polinucleétido en una relacién funcional. Un acido nucleico esta "operativamente unido" cuando se pone en una
relacion funcional con otra secuencia de acidos nucleicos. Por ejemplo, una secuencia reguladora de la transcripcion
esta operativamente unida a una secuencia codificante si afecta la transcripcién de la secuencia codificante.
Operativamente unido significa que las secuencias de ADN que se unen normalmente son contiguas y, donde sea
necesario unir dos regiones codificantes de proteina, contiguas y en marco de lectura.

Los términos "proteina" o "polipéptido" se usan indistintamente y se refieren a moléculas que consisten en una
cadena de aminoacidos, sin referencia a un modo especifico de accién, tamafio, estructura tridimensional u origen.

"Hongos" (singular hongo) se entienden en el presente documento como microorganismos eucariotas heterotroficos
que digieren su alimento externamente, absorbiendo moléculas nutrientes en sus células. Los hongos son un reino
separado de organismos eucariotas e incluyen levaduras, mohos y setas. Los términos hongos, hongo y fungico,
como se usan en el presente documento, incluyen asi expresamente levaduras, ademas de hongos filamentosos.

El término "gen" significa un fragmento de ADN que comprende una region (region transcrita), que se transcribe en
una molécula de ARN (por ejemplo, un ARNm) en una célula, operativamente unida a regiones reguladoras
adecuadas (por ejemplo, un promotor). Un gen normalmente comprendera varios fragmentos operativamente unidos,
tales como un promotor, una secuencia conductora de 5', una regién codificante y una secuencia no traducida de 3'
(extremo 3') que comprende un sitio de poliadenilacion. "Expresion de un gen" se refiere al proceso en el que una
region de ADN que esta operativamente unida a regiones reguladoras apropiadas, particularmente un promotor, se
transcribe en un ARN, que es biolégicamente activo, es decir, que es capaz de ser traducido en una proteina o
péptido biolégicamente activo.
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El término "homdlogo", cuando se usa para indicar la relaciéon entre una molécula de acido nucleico (recombinante)
dada o de polipéptido y un organismo hospedador dado o célula hospedadora, se entiende que significa que en la
naturaleza el acido nucleico o molécula de polipéptido se produce por una célula hospedadora u organismos de la
misma especie, preferentemente de la misma variedad o cepa. Si es homdloga a una célula hospedadora, una
secuencia de acidos nucleicos que codifica un polipéptido normalmente se unira operativamente (pero no
necesariamente) a otra secuencia promotora (heteréloga) y, si es aplicable, otra secuencia sefial secretora
(heterdloga) y/o secuencia terminadora distinta de en su entorno natural. Se entiende que las secuencias
reguladoras, secuencias sefal, secuencias terminadoras, etc., también pueden ser homodlogas a la célula
hospedadora. En este contexto, el uso de solo elementos de secuencia "homdlogos" permite la construccion de
organismos genéticamente modificados (OGM) "auto-clonados" (la auto-clonacion se define en el presente
documento como en la Directiva europea 98/81/CE, Anexo Il). Cuando se usa para indicar la vinculacion de dos
secuencias de acidos nucleicos, el término "homdlogo" significa que una secuencia de &acidos nucleicos
monocatenaria puede hibridarse con una secuencia de acidos nucleicos monocatenaria complementaria. El grado de
hibridacion puede depender de varios factores, que incluyen la cantidad de identidad entre las secuencias y las
condiciones de hibridacion, tales como la temperatura y concentracion de sales como se trata después.

Los términos "heterdlogo” y "exdgeno”, cuando se usan con respecto a un acido nucleico (ADN o ARN) o proteina,
se refieren a un acido nucleico o proteina que no se produce naturalmente como parte del organismo, célula,
genoma o secuencia de ADN o ARN en la que esta presente, o que se encuentra en una célula o localizacion o
localizaciones en el genoma o secuencia de ADN o ARN que se diferencian de aquella en la que se encuentra en la
naturaleza. Los acidos nucleicos heterdlogos y exdgenos o proteinas no son endégenos a la célula en la que se
introducen, pero han sido obtenidos de otra célula o producidos sintéticamente o recombinantemente.
Generalmente, aunque no necesariamente, tales acidos nucleicos codifican proteinas, es decir, proteinas exégenas,
que normalmente no son producidas por la célula en la que el ADN se transcribe o expresa. Similarmente, el ARN
exogeno codifica proteinas que normalmente no se expresan en la célula en la que esta presente el ARN exdgeno.
Los acidos nucleicos heterélogos/exdgenos y proteinas también pueden denominarse acidos nucleicos o proteinas
extrafos. Cualquier acido nucleico o proteina que un experto en la materia reconoceria como extrafio a la célula en
la que se expresa esta englobado en el presente documento por el término acido nucleico heterélogo o exégeno o
proteina. Los términos heterdlogo y exdgeno también se aplican a combinaciones no naturales de secuencias de
acidos nucleicos o aminoacidos, es decir, combinaciones donde al menos dos de las secuencias combinadas son
extrafas la una con respecto a la otra.

Se entiende en el presente documento que la "actividad especifica" de una enzima significa la cantidad de actividad
de una enzima particular por la cantidad de proteina de célula hospedadora total, normalmente expresada en
unidades de actividad enzimatica por mg de proteina de célula hospedadora total. En el contexto de la presente
invencion, la actividad especifica de una enzima particular puede aumentar o disminuir en comparacién con la
actividad especifica de esa enzima en una célula hospedadora no mutada (por lo demas idéntica).

"Condiciones anaerobias" o un proceso de fermentacion anaerobia se define en el presente documento como
condiciones o un proceso de fermentacion realizado en ausencia de oxigeno o en el que sustancialmente no se
consume oxigeno, preferentemente menos de 5, 2,5 o 1 mmol/l/h, mas preferentemente se consumen 0 mmol/l/h (es
decir, el consumo de oxigeno no es detectable), y en el que las moléculas organicas sirven de tanto donante de
electrones como aceptores de electrones.

Descripcion detallada de la invencion

La expresion de una acetaldehido deshidrogenasa exdgena en levadura permite que la levadura convierta acido
acético, que puede estar presente en altas cantidades en hidrolizados lignocelulésicos, en etanol. La reduccion
dependiente de NADH del acido acético a etanol ha sido propuesta como una sustitucion para la formaciéon de
glicerol como un disipador de redox en cultivos anaerobios cultivados en glucosa de S. cerevisiae, proporcionando
asi una base estequiométrica para la eliminaciéon de la produccion de glicerol (como subproducto) durante la
produccion industrial del etanol y, por consiguiente, un rendimiento de etanol mas alto (Guadalupe et al., arriba). Sin
embargo, la estequiometria de estas reacciones es tal que la reduccién de una molécula de acido acético a etanol
requeriria que no se produjeran dos moléculas de glicerol. Los presentes inventores han encontrado, sin embargo,
que en la practica la cantidad de acido acético que normalmente esta presente en hidrolizados lignoceluldsicos
industriales es tal que la cantidad de NADH requerida para que se reduzca a etanol supera la cantidad de NADH que
estaria disponible para prevenir la produccion de glicerol en levaduras cultivadas en condiciones anaerobias. Los
presentes inventores han encontrado ahora sorprendentemente que cantidades mucho mas altas de acido acético
pueden reducirse a etanol por consumo simultaneo de glicerol por la levadura, en vez de previniendo su produccion.

Se generan grandes cantidades de glicerol como subproducto en la producciéon de biodiésel a partir de reacciones
de transesterificacion usando aceites vegetales o grasas animales y un alcohol. Por tanto, se predice que la
disponibilidad del glicerol bruto aumentara durante los siguientes afios como resultado del crecimiento en la
produccion de biodiésel en el mundo. Por consiguiente, estaran disponibles grandes cantidades de glicerol a bajo
coste. La presente invencion proporciona medios y métodos de valorizacion del glicerol, obtenido, por ejemplo, como
subproducto de la produccién de biodiésel, convirtiéndolo en etanol que puede usarse como biocombustible. Al
mismo tiempo, la presente invencion trata el problema de altas cantidades de acido acético que estan presentes en
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hidrolizados lignocelulésicos y que inhiben las capacidades fermentativas de las levaduras para producir etanol a
partir de estos hidrolizados. Una ventaja adicional de la presente invencion es que dejando intacta la via de
respuesta de glicerol de alta osmolaridad en las células de levadura de la invencion (a diferencia de las cepas en las
que (todos) los genes de glicerolfosfato deshidrogenasa se inactivan como se describe por Guadalupe et al., arriba),
se obtienen cepas de levadura mas robustas que son mas capaces de manipular el choque osmético que puede
producirse bajo condiciones de fermentaciones industriales.

En un primer aspecto, la invencidon se refiere a una célula de levadura segun la reivindicacion 14 adjunta, que
comprende un gen exdgeno que codifica una enzima con la capacidad para reducir acetilCoA en acetaldehido, gen
que confiere a la célula la capacidad para convertir acido acético en etanol. Una enzima con la capacidad para
reducir acetilCoA en acetaldehido se entiende en el presente documento como una enzima que cataliza la reaccion
(ACDH; EC 1.2.1.10):

acetaldehido + NAD" + Coenzima A « acetil-Coenzima A + NADH + H".

Asi, la enzima cataliza la conversion de acetilCoA en acetaldehido (y viceversa) y también se denomina una
acetaldehido deshidrogenasa (dependiente de NAD acetilante) o una acetil-CoA reductasa. La enzima puede ser
una enzima bifuncional que cataliza ademas la conversion de acetaldehido en etanol (y viceversa; véase mas
adelante). Por comodidad, los presentes inventores deben referirse en el presente documento a una enzima que
tiene al menos la capacidad de reducir acetiCoA en ya sea acetaldehido o etanol como "acetaldehido
deshidrogenasa". Se entiende ademas en el presente documento que la célula hospedadora de levadura tiene
actividades de acetil-CoA sintetasa y alcohol deshidrogenasa enddgenas que permiten que la célula, que esta
provista de actividad de acetaldehido deshidrogenasa, complete la conversion de acido acético en etanol.

El gen exdgeno puede codificar una enzima monofuncional que tiene solo actividad de acetaldehido deshidrogenasa
(es decir, una enzima solo que tiene la capacidad de reducir acetilCoA en acetaldehido) tal como, por ejemplo, la
acetaldehido deshidrogenasa codificada por el gen mhpF de E. coli. Un gen exdgeno adecuado que codifica una
enzima con actividad de acetaldehido deshidrogenasa comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una
secuencia de aminoacidos con al menos el 45, 50, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 98, 99 % de identidad de secuencia
de aminoacidos con SEQ ID NO: 1. Ejemplos adecuados de procariotas que comprenden enzimas monofuncionales
con actividad de acetaldehido deshidrogenasa se proporcionan en la Tabla 1. Las secuencias de aminoacidos de
estas enzimas monofuncionales estan disponibles en bases de datos publicas y pueden ser usadas por el experto
para disefar secuencias de nucledtidos de codén optimizado que codifican la enzima monofuncional
correspondiente (véase, por ejemplo, SEQ ID NO: 2).

Tabla 1: Enzimas con actividad de acetaldehido deshidrogenasa relacionadas con mhpF de E. coli

Organismo Identidad de aminoacidos (%)
Escherichia coli str. K12 substr. MG1655 100 %
Shigella sonnei 100 %
Escherichia coli 1AI39 99 %
Citrobacter youngae ATCC 29220 93 %
Citrobacter sp. 30_2 92 %
Klebsiella pneumoniae 342) 87 %
Klebsiella variicola 87 %
Pseudomonas putida 81 %
Ralstonia eutropha JMP134 82 %
Burkholderia sp. H160 81 %
Azotobacter vinelandii DJ 79 %
Ralstonia metallidurans CH34 70 %
Xanthobacter autotrophicus Py2 67 %
Burkholderia cenocepacia J2315 68 %
Frankia sp. EAN1pec 67 %
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Organismo Identidad de aminoacidos (%)
Polaromonas sp. JS666 68 %
Burkholderia phytofirmans PsJN 70 %
Rhodococcus opacus B4 64 %

Preferentemente, la célula hospedadora comprende un gen exdégeno que codifica una enzima bifuncional con
actividad de acetaldehido deshidrogenasa y alcohol deshidrogenasa, gen que confiere a la célula la capacidad para
convertir el acido acético en etanol. La ventaja de uso de una enzima bifuncional con actividades de acetaldehido
deshidrogenasa y alcohol deshidrogenasa en lugar de separar enzimas para cada una de las actividades de
acetaldehido deshidrogenasa y alcohol deshidrogenasa, es que permite que la directa canalizacion del producto
intermedio entre enzimas que catalizan reacciones consecutivas en una via ofrezca la posibilidad de un medio
eficiente, exclusivo y protegido de administracion de metabolitos. La canalizacién de sustratos disminuye asi el
tiempo de transito de los productos intermedios, previene la pérdida de productos intermedios por difusion, protege
los productos intermedios labiles del disolvente, y anticipa la entrada de productos intermedios en las vias
metabdlicas de competicion. La enzima bifuncional, por tanto, permite una conversién mas eficiente de acido acético
en etanol en comparacioén con las enzimas acetaldehido deshidrogenasa y alcohol deshidrogenasa separadas. Una
ventaja adicional de uso de la enzima bifuncional es que también puede usarse en células hospedadoras que tienen
poca o ninguna actividad de alcohol deshidrogenasa en la condicién usada, tal como, por ejemplo, condiciones
anaerobias y/o condiciones de represion de catabolitos.

Enzimas bifuncionales con actividad de acetaldehido deshidrogenasa y alcohol deshidrogenasa son procariotas y
protozoarios conocidos en la técnica, que incluyen, por ejemplo, las enzimas bifuncionales codificadas por los genes
adhE de Escherichia coliy ADH2 de Entamoeba histolytica (véase, por ejemplo, Bruchaus and Tannich, 1994, J.
Biochem. 303: 743-748; Burdette and Zeikus, 1994, J. Biochem. 302: 163-170; Koo et al., 2005, Biotechnol. Lett. 27:
505-510; Yong et al., 1996, Proc Natl Acad Sci USA, 93: 6464-6469). Las enzimas bifuncionales con actividad de
acetaldehido deshidrogenasa y alcohol deshidrogenasa son proteinas mas grandes que consisten en
aproximadamente 900 aminoacidos y son bifuncionales por que presentan tanto actividad de acetaldehido
deshidrogenasa (ACDH; EC 1.2.1.10) como de alcohol deshidrogenasa (ADH; EC 1.1.1.1). adhE de E. coli y ADH2
de Entamoeba histolytica muestran el 45 % de identidad de aminoacidos. Por tanto, en una realizacion de la
invencion, un gen exégeno adecuado que codifica una enzima bifuncional con actividad de acetaldehido
deshidrogenasa y alcohol deshidrogenasa comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de
aminoacidos con al menos el 45, 50, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 98, 99 % de identidad de secuencia de
aminoacidos con al menos una de SEQ ID NO: 3 y 5. Ejemplos adecuados de procariotas que comprenden enzimas
bifuncionales con actividad de acetaldehido deshidrogenasa y alcohol deshidrogenasa se proporcionan en las
Tablas 2 y 3. Las secuencias de aminoacidos de estas enzimas bifuncionales estan disponibles en bases de datos
publicas y pueden ser usadas por el experto para disefiar secuencias de nucleétidos de codén optimizado que
codifican la enzima bifuncional correspondiente (véase, por ejemplo, SEQ ID NO: 4 o 6).

Tabla 2: Enzimas bifuncionales con actividad de acetaldehido deshidrogenasa y alcohol deshidrogenasa
relacionadas con adhE de E. coli

Organismo Identidad de aminoacidos (%)
Escherichia coli O157:H7 str. Sakai 100 %
Shigella sonnei 100 %
Shigella dysenteriae 1012 99 %
Klebsiella pneumoniae 342 97 %
Enterobacter sp. 638 94 %
Yersinia pestis biovar Microtus str. 91001 90 %
Serratia proteamaculans 568 90 %
Pectobacterium carotovorum WPP 14 90 %
Sodalis glossinidius str. 'morsitans' 87 %
Erwinia tasmaniensis Et1/99 86 %
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Organismo Identidad de aminoacidos (%)
Aeromonas hydrophila ATCC 7966 81 %
Vibrio vulnificus YJ016] 76 %

Tabla 3: Enzimas bifuncionales con actividad de acetaldehido deshidrogenasa y alcohol deshidrogenasa
relacionadas con ADH2 de Entamoeba histolytica

Organismo Identidad de aminoacidos (%)
Entamoeba histolytica HM-1:IMSS 99 %
Entamoeba dispar SAW760 98 %
Mollicutes bacterium D7 65 %
Fusobacterium mortiferum ATCC 9817 64 %
Actinobacillus succinogenes 130Z 63 %
Pasteurella multocida Pm70 62 %
Mannheimia succiniciproducens MBEL55E 61 %
Streptococcus sp. 2_1_36FAA] 61 %

El gen exdgeno que codifica la enzima bifuncional que tiene actividades de acetaldehido deshidrogenasa y alcohol
deshidrogenasa, una enzima que tiene actividad de acetaldehido deshidrogenasa, preferentemente es una
construccion de expresion que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica la enzima operativamente
unida a regiones/secuencias reguladoras de la expresion adecuadas para garantizar la expresion de la enzima tras
la transformacion de la construccion de expresion en la célula hospedadora de levadura de la invencion. Asi, el gen
o construccién de expresion comprendera al menos un promotor que es funcional en la célula hospedadora
operativamente unido a la secuencia codificante. El gen o construccion puede comprender ademas una secuencia
conductora de 5' en la direccion 5' de la region codificante y una secuencia no traducida de 3' (extremo 3') que
comprende un sitio de poliadenilacion y un sitio de terminacién de la transcripcion en la direccion 3' de la secuencia
codificante. Métodos de preparacion o construccion de las células de levadura de la invencion se desvelan ademas
en el presente documento. Para este fin, se usan técnicas de biologia genética y molecular estandar que son
generalmente conocidas en la técnica y han sido descritas, por ejemplo, por Sambrook y Russell (2001, "Molecular
cloning: A laboratory manual" (32 edicion), Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press) y
Ausubel et al. (1987, eds., "Current protocols in molecular biology", Green Publishing and Wiley Interscience, Nueva
York). Ademas, la construccion de cepas de levadura hospedadoras mutadas se lleva a cabo por cruces genéticos,
esporulacién de los diploides resultantes, diseccidon de tétradas de las esporas haploides que contienen los
marcadores auxotréficos deseados, y purificacion de colonias de tales levaduras hospedadoras haploides en el
medio de seleccién apropiado. Todos estos métodos son métodos genéticos de levadura estandar conocidos para
aquellos en la materia. Véase, por ejemplo, Sherman et al., Methods Yeast Genetics, Cold Spring Harbor Laboratory,
NY (1978) y Guthrie et al. (Eds.) Guide To Yeast Genetics and Molecular Biology Vol. 194, Academic Press, San
Diego (1991).

Promotores adecuados para la expresion de la secuencia de nucleétidos que codifica la enzima que tienen actividad
de acetaldehido deshidrogenasa y opcionalmente alcohol deshidrogenasa (ademas de otras enzimas, véase mas
adelante) incluyen promotores que son preferentemente insensibles a la represion de catabolitos (glucosa), que son
activos en condiciones anaerobias y/o que preferentemente no requieren xilosa o arabinosa para la induccién. Los
promotores que tienen estas caracteristicas estan ampliamente disponibles y son conocidos para el experto.
Ejemplos adecuados de tales promotores incluyen, por ejemplo, promotores de genes glucoliticos tales como los
promotores de fosfofructocinasa (PPK), triosa fosfato isomerasa (TPI), gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(GDP, TDH3 o GAPDH), piruvato cinasa (PYK), de fosfoglicerato cinasa (PGK), del promotor de glucosa-6-fosfato
isomerasa (PGI1) de levaduras. Mas detalles sobre tales promotores de levadura pueden encontrarse en
(documento WO 93/03159). Otros promotores utiles son promotores del gen que codifica proteina ribosémica
(TEF1), el promotor del gen de lactasa (LAC4), promotores de alcohol deshidrogenasa (ADH1, ADH4, y similares), el
promotor de enolasa (ENO) y el promotor del transportador de hexosa (glucosa) (HXT7). Alternativamente, la
secuencia de nucleodtidos que codifica la enzima que tiene actividad de acetaldehido deshidrogenasa y
opcionalmente alcohol deshidrogenasa se expresa en exceso en condiciones anaerobias usando un promotor
anoxico tal como, por ejemplo, el promotor ANB1 de S. cerevisiae (SEQ ID NO: 19). Otros promotores, tanto
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constitutivos como inducibles, y potenciadores o secuencias activadoras en la direccion 5', seran conocidos para
aquellos expertos en la materia. Preferentemente, el promotor que esta operativamente unido a la secuencia de
nucledtidos como se ha definido anteriormente es homdlogo a la célula hospedadora. Secuencias terminadoras
adecuadas son obtenibles, por ejemplo, del gen de citocromo c¢1 (CYC17) o un gen de alcohol deshidrogenasa (por
ejemplo, ADH1).

Para aumentar la probabilidad de que la enzima que tiene actividades de acetaldehido deshidrogenasa y
opcionalmente alcohol deshidrogenasa se exprese a niveles suficientes y en forma activa en las células
hospedadoras de levadura transformadas de la invencion, la secuencia de nucleétidos que codifica estas enzimas,
ademas de otras enzimas (véase mas adelante), se adapta preferentemente para optimizar su uso de codones al de
la célula hospedadora en cuestion. La capacidad de adaptacion de una secuencia de nucleétidos que codifica una
enzima al uso de codones de una célula hospedadora puede expresarse como el indice de adaptacién de codones
(IAC). El indice de adaptacion de codones se define en el presente documento como una medicion de la capacidad
de adaptacion relativa del uso de codones de un gen hacia el uso de codones de genes altamente expresados en
una célula hospedadora u organismo particular. La capacidad de adaptacion relativa (w) de cada codén es la
relacion del uso de cada coddn, con la del codén mas abundante para el mismo aminoacido. El indice IAC se define
como la media geométrica de estos valores de capacidad de adaptacion relativa. Se excluyen codones y codones de
terminacion no sindnimos (dependientes del codigo genético). Los valores de IAC oscilan de 0 a 1, indicando valores
mas altos una proporcion mas alta de los codones mas abundantes (véanse Sharp and Li, 1987, Nucleic Acids
Research 15: 1281-1295; véase también: Jansen et al., 2003, Nucleic Acids Res. 31(8):2242-51). Una secuencia de
nucleétidos adaptada preferentemente tiene un IAC de al menos 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8 0 0,9. Las preferidas
son las secuencias que han sido optimizadas en codones para la expresion en la célula hospedadora fungica en
cuestion tal como, por ejemplo, células de S. cerevisiae.

La secuencia de nucledtidos codifica una enzima que tiene actividades de acetaldehido deshidrogenasa y
opcionalmente alcohol deshidrogenasa que se expresa preferentemente en forma activa en la célula hospedadora
transformada. Asi, la expresion de la secuencia de nucleétidos en la célula hospedadora produce una acetaldehido
deshidrogenasa con una actividad especifica de al menos 0,005, 0,010, 0,020, 0,050 o 0,10 ymol min” (mg de
proteina)'1, determinada como la velocidad dependiente de acetil-CoA de la reducciéon de NADH en extractos de
células de la célula hospedadora transformada a 30 °C como se describe en los ejemplos en el presente documento.

La célula hospedadora que va a transformarse con una construccién de acidos nucleicos que comprende una
secuencia de nucledtidos que codifica una enzima con acetaldehido deshidrogenasa y opcionalmente alcohol
deshidrogenasa es una célula hospedadora de levadura. Preferentemente, la célula hospedadora es una célula
cultivada. La célula hospedadora de levadura de la invencién, preferentemente es hospedador capaz de transporte
activo o pasivo de pentosa (xilosa y preferentemente también arabinosa) en la célula. La célula hospedadora
contiene preferentemente glicdlisis activa. La célula hospedadora puede contener ademas preferentemente una via
de pentosa fosfato endogena y puede contener actividad de xilulosa cinasa endégena de manera que la xilulosa
isomerizada a partir de xilosa puede ser metabolizada a piruvato. El hospedador contiene ademas preferentemente
enzimas para la conversion de una pentosa (preferentemente mediante piruvato) en un producto de fermentacion
deseado tal como etanol, acido lactico, acido 3-hidroxi-propiénico, acido acrilico, 1,3-propano-diol, butanoles (1-
butanol, 2-butanol, isobutanol) y productos derivados de isoprenoide. Una célula hospedadora particularmente
preferida es una célula de levadura que es naturalmente capaz de fermentacion alcohdlica, preferentemente,
fermentacion alcohdlica anaerobia. La célula hospedadora de levadura adicional preferentemente tiene una alta
tolerancia al etanol, una alta tolerancia a pH bajo (es decir, capaz de crecimiento a un pH inferior a 5, 4, o 3) y hacia
acidos organicos como acido lactico, acido acético o acido férmico y productos de degradacion de azucar tales como
furfural e hidroxi-metilfurfural, y una alta tolerancia a temperaturas elevadas. Cualquiera de estas caracteristicas o
actividades de la célula hospedadora de levadura pueden estar naturalmente presentes en la célula hospedadora o
pueden introducirse o modificarse por modificacion genética, preferentemente por auto-clonacién o por los métodos
descritos a continuacion.

Levaduras se definen en el presente documento como microorganismos eucariotas e incluyen todas las especies de
la subdivision Eumycotina (Yeasts: characteristics and identification, J.A. Barnett, R.W. Payne, D. Yarrow, 2000, 32
ed., Cambridge University Press, Cambridge RU; y, The yeasts, a taxonomic study, C.P. Kurtzman and J.W. Fell
(eds) 1998, 42 ed., Elsevier Science Publ. B.V., Amsterdam, Los Paises Bajos) que crecen predominantemente en
forma unicelular. Las levaduras pueden o bien crecer por gemacion de un talo unicelular o bien crecer por fision del
organismo. Células de levadura preferidas para su uso en la presente invencion pertenecen a los géneros
Saccharomyces, Kluyveromyces, Candida, Pichia, Schizosaccharomyces, Hansenula, Kloeckera, Schwanniomyces 'y
Yarrowia. Preferentemente, la levadura es capaz de fermentacion anaerobia, mas preferentemente fermentacion
alcoholica anaerobia. A lo largo de los afios se han hecho sugerencias para la introduccion de diversos organismos
para la produccion de bioetanol a partir de azdcares de cultivo. En la practica, sin embargo, todos los procesos de
produccion de bioetanol importantes han continuado usando las levaduras del género Saccharomyces como
productor de etanol. Esto es debido a las muchas caracteristicas atractivas de las especies de Saccharomyces para
procesos industriales, es decir, una alta tolerancia a acidos, etanol y osmotolerancia, capacidad de crecimiento
anaerobio, y, por supuesto, su alta capacidad fermentativa alcohdlica. Especies de levadura preferidas como células
hospedadoras incluyen S. cerevisiae, S. exiguus, S. bayanus, K. lactis, K. marxianus y Schizosaccharomyces
pombe. La célula hospedadora de levadura de la invencion comprende ademas una modificacion genética que
9
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introduce actividad de glicerol deshidrogenasa unida a NAD" en la célula. La glicerol deshidrogenasa codificada por
el gen GCY1 de levadura endégeno parece ser especifica para el cofactor NADP* (EC 1.1.1.72), a diferencia de
NAD"* (EC 1.1.1.6). Levaduras tales como S. cerevisiae parecen carecer de actividad de glicerol deshidrogenasa
dependiente de NAD" (EC 1.1.1.6) (véase, por ejemplo, la via de KEGG 00561). Una glicerol deshidrogenasa unida
a NAD" se entiende en el presente documento como una enzima que cataliza la reaccién quimica (EC 1.1.1.6):

glicerol + NAD" « glicerona + NADH + H*

Otros nombres en uso comun incluyen glicerina deshidrogenasa y glicerol:NAD+ 2-oxidoreductasa. La modificacion
genética que introduce actividad de glicerol deshidrogenasa unida a NAD" en la célula hospedadora es la expresién
de una glicerol deshidrogenasa unida a NAD" que es heterdloga a la célula hospedadora de levadura. La secuencia
de nucledtidos para la expresion de una glicerol deshidrogenasa heteréloga en las células de levadura de la
invencién es una secuencia que codifica una glicerol deshidrogenasa bacteriana que usa NAD" como cofactor (EC
1.1.1.6). Un ejemplo adecuado de una glicerol deshidrogenasa unida a NAD" bacteriana para la expresién en una
célula hospedadora de levadura de la invencion es, por ejemplo, el gen gldA de E. coli descrito por Truniger y Boos
(1994, J Bacteriol. 176(6):1796-1800), cuya expresion en levadura ya se ha informado (Lee y Dasilva, 2006, Metab
Eng. 8(1):58-65). Preferentemente, la secuencia de nucleétidos que codifica una glicerol deshidrogenasa heterdloga
comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos con al menos el 45, 50, 60,
65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 98, 99 % de identidad de secuencia de aminoacidos con SEQ ID NO: 7 o una secuencia
de nucledtidos que codifica una secuencia de aminoacidos que tienen una o varias sustituciones, inserciones y/o
deleciones en comparaciéon con SEQ ID NO:7. En una realizacion preferida, una secuencia de nucledtidos
optimizada en codones (véase anteriormente) que codifica la glicerol deshidrogenasa heterdloga se expresa en
exceso, tal como, por ejemplo, una secuencia de nucleétidos optimizada en codones que codifica la secuencia de
aminoacidos de la glicerol deshidrogenasa de SEQ ID NO: 7. Una secuencia de nucleétidos optimizada en codones
tal se proporciona, por ejemplo, en SEQ ID NO: 21 (posiciones 10 - 1113; IAC = 0,976).

Para la expresion en exceso de la secuencia de nucleétidos que codifica la glicerol deshidrogenasa, la secuencia de
nucledtidos (que va a expresarse en exceso) se pone en una construccion de expresion en la que esta
operativamente unida a regiones/secuencias reguladoras de la expresion adecuadas para garantizar la expresion en
exceso de la enzima glicerol deshidrogenasa tras la transformacion de la construccion de expresion en la célula
hospedadora de levadura de la invencion (véase anteriormente). Promotores adecuados para la expresion (en
exceso) de la secuencia de nucleétidos que codifica la enzima que tiene actividad de glicerol deshidrogenasa
incluyen promotores que son preferentemente insensibles a la represion de catabolitos (glucosa), que son activos en
condiciones anaerobias y/o que preferentemente no requieren xilosa o arabinosa para la induccién. Ejemplos de
tales promotores se dan anteriormente. La expresiéon de la secuencia de nucleétidos en la célula hospedadora
produce una actividad de glicerol deshidrogenasa unida a NAD* especifica de al menos 0,2, 0,5, 1,0, 2,0, 0 5,0 U
min™ (mg de proteina)”, determinada en extractos de células de las células hospedadoras transformadas a 30 °C
como se describe en los ejemplos en el presente documento. La célula hospedadora de levadura de la invencion
comprende ademas una modificacion genética que aumenta la actividad especifica de dihidroxiacetona cinasa en la
célula. Datos de transcriptomas han mostrado que la dihidroxiacetona cinasa DAK1 enddgena ya se expresa a altos
niveles en S. cerevisiae. Sin embargo, para velocidades de conversion 6ptimas, la célula hospedadora de levadura
de la invencién comprende asi una modificacion genética que aumenta la actividad especifica de dihidroxiacetona
cinasa en la célula. Una dihidroxiacetona cinasa se entiende en el presente documento como una enzima que
cataliza la reaccion quimica (EC 2.7.1.29):

ATP + glicerona <« ADP + glicerona fosfato

Otros nombres en uso comun incluyen glicerona cinasa, ATP:glicerona fosfotransferasa y acetol cinasa (fosforilante).
Se entiende que la glicerona y dihidroxiacetona son la misma molécula. Preferentemente, la modificacion genética
produce la expresidon en exceso de una dihidroxiacetona cinasa, por ejemplo por expresion en exceso de una
secuencia de nucledtidos que codifica una dihidroxiacetona cinasa. La secuencia de nucledtidos que codifica la
dihidroxiacetona cinasa puede ser enddégena a la célula o puede ser una dihidroxiacetona cinasa que es heteréloga
a la célula. Secuencias de nucleétidos que pueden usarse para la expresion en exceso de dihidroxiacetona cinasa
en las células de la invencion son, por ejemplo, los genes de dihidroxiacetona cinasa de S. cerevisiae (DAK1) y
(DAK2) como se describe, por ejemplo, por Molin et al. (2003, J. Biol. Chem. 278:1415-1423). Preferentemente, la
secuencia de nucleétidos que codifica la dihidroxiacetona cinasa comprende una secuencia de aminoacidos con al
menos el 45, 50, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 98, 99 % de identidad de secuencia de aminoacidos con al menos
una de SEQ ID NO: 8 y 9. En una realizacion preferida, una secuencia de nucleétidos optimizada en codones (véase
anteriormente) que codifica la dihidroxiacetona cinasa se expresa en exceso, tal como, por ejemplo, una secuencia
de nucledtidos optimizada en codones que codifica la dihidroxiacetona cinasa de SEQ ID NO: 8 o una secuencia de
nucledétidos optimizada en codones que codifica la dihidroxiacetona cinasa de SEQ ID NO: 9. Una secuencia de
nucledtidos preferida para la expresion en exceso de una dihidroxiacetona cinasa es una secuencia de nucleétidos
que codifica una dihidroxiacetona cinasa que comprende una secuencia de aminoacidos con al menos el 45, 50, 60,
65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 98, 99 % de identidad de secuencia de aminoacidos con al menos una de SEQ ID NO: 8
(S. cerevisiae (DAK1) o que tiene una o varias sustituciones, inserciones y/o deleciones en comparacion con
SEQ ID NO: 8.
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Secuencias de nucleétidos que pueden usarse para la expresion en exceso de una dihidroxiacetona cinasa
heteréloga en las células de la invencion son, por ejemplo, secuencias que codifican dihidroxiacetona cinasas
bacterianas tales como el gen dhaK de Citrobacter freundii descrito, por ejemplo, por Daniel et al. (1995, J. Bacteriol.
177:4392-4401). Preferentemente, la secuencia de nucleétidos que codifica una dihidroxiacetona cinasa heteréloga
comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos con al menos el 45, 50, 60,
65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 98, 99 % de identidad de secuencia de aminoacidos con SEQ ID NO: 25 o una secuencia
de nucledtidos que codifica una secuencia de aminoacidos que tienen una o varias sustituciones, inserciones y/o
deleciones en comparacion con SEQ ID NO: 25. En una realizacion preferida, una secuencia de nucleétidos
optimizada en codones (véase anteriormente) que codifica la dihidroxiacetona cinasa heterdloga se expresa en
exceso, tal como por ejemplo una secuencia de nucleétidos optimizada en codones que codifica la secuencia de
aminoacidos de la dihidroxiacetona cinasa de SEQ ID NO: 25. Una secuencia de nucleétidos optimizada en codones
tal se proporciona, por ejemplo, en SEQ ID NO: 26 (posiciones 10 - 1668).

Para la expresién en exceso de la secuencia de nucleétidos que codifica la dihidroxiacetona cinasa, la secuencia de
nucledtidos (que va a expresarse en exceso) se pone en una construccion de expresion en la que esta
operativamente unida a regiones/secuencias reguladoras de la expresion adecuadas para garantizar la expresion en
exceso de la enzima dihidroxiacetona cinasa tras la transformaciéon de la construccion de expresion en la célula
hospedadora de la invencion (véase anteriormente). Promotores adecuados para la expresion (en exceso) de la
secuencia de nucledtidos que codifica la enzima que tiene actividad de dihidroxiacetona cinasa incluyen promotores
que son preferentemente insensibles a la represion de catabolitos (glucosa), que son activos en condiciones
anaerobias y/o que preferentemente no requieren xilosa o arabinosa para la induccion. Ejemplos de tales promotores
se dan anteriormente. En las células de la invencion, una dihidroxiacetona cinasa que va a expresarse en exceso se
expresa preferentemente en exceso al menos un factor 1,1, 1,2, 1,5, 2, 5, 10 0 20 en comparacién con una cepa que
es genéticamente idéntica, excepto por la modificacion genética que causa la expresion en exceso.
Preferentemente, la dihidroxiacetona cinasa se expresa en exceso en condiciones anaerobias por al menos un factor
1,1,1,2,1,5, 2, 5, 10 0 20 en comparacién con una cepa que es genéticamente idéntica, excepto por la modificacion
genética que causa la expresion en exceso. Debe entenderse que estos niveles de expresion en exceso pueden
aplicarse al nivel en estado estacionario de la actividad de la enzima (actividad especifica en la célula), el nivel en
estado estacionario de la proteina de la enzima, ademas de al nivel en estado estacionario del transcrito que codifica
la enzima en la célula. La expresién en exceso de la secuencia de nucleétidos en la célula hospedadora produce una
actividad de dihidroxiacetona cinasa especifica de al menos 0,002, 0,005, 0,01, 0,02 0 0,05 U min” (mg de proteina)
1, determinada en extractos de células de las células hospedadoras transformadas a 30 °C como se describe en los
ejemplos en el presente documento.

En una realizaciéon adicional, la célula hospedadora de levadura de la invencidon comprende ademas una
modificacion genética que aumenta el transporte de glicerol en la célula. Preferentemente, la modificacion genética
que aumenta el transporte de glicerol en la célula preferentemente es una modificacion genética que produce la
expresion en exceso de una secuencia de nucledtidos que codifica al menos uno de una proteina de captacién de
glicerol y un canal de glicerol.

Una proteina de captacion de glicerol se entiende en el presente documento como una proteina que atraviesa
multiples membranas que pertenece a la incluida en la superfamilia de O-aciltransferasas unidas a membrana
(MBOAT) que incluye, por ejemplo, las proteinas de captacion de glicerol de S. cerevisiae codificadas por los genes
GUP1 y GUP2. Preferentemente, la modificacion genética produce la expresion en exceso de una proteina de
captacion de glicerol, por ejemplo por expresion en exceso de una secuencia de nucleétidos que codifica una
proteina de captacion de glicerol. La secuencia de nucleétidos que codifica la proteina de captacion de glicerol
puede ser enddgena a la célula o puede ser una proteina de captacion de glicerol que es heterdloga a la célula.
Secuencias de nucledtidos que pueden usarse para la expresion en exceso de proteina de captacion de glicerol en
las células de la invencion son, por ejemplo, los genes de la proteina de captacion de glicerol de S. cerevisiae
(GUP1) y (GUP2) y ortélogos de los mismos como se describe, por ejemplo, por Neves et al. (2004, FEMS Yeast
Res. 5:51-62). Preferentemente, la secuencia de nucledtidos que codifica la proteina de captacion de glicerol
comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos con al menos el 45, 50, 60,
65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 98, 99 % de identidad de secuencia de aminoacidos con al menos una de SEQ ID NO: 10
(Gup1p) y 11 (Gup2p). En una realizacion preferida, una secuencia de nucledtidos optimizada en codones (véase
anteriormente) que codifica la proteina de captacion de glicerol se expresa en exceso, tal como, por ejemplo, una
secuencia de nucleotidos optimizada en codones que codifica la proteina de captacion de glicerol SEQ ID NO: 10 o
una secuencia de nucledtidos optimizada en codones que codifica la proteina de captacion de glicerol de
SEQ ID NO: 11. Aunque la naturaleza exacta de la influencia de GUP1 sobre el transporte de glicerol todavia no esta
clara, Yu et al. (2010, arriba) han mostrado que la expresidon en exceso de GUP1 en S. cerevisiae mejora la
produccion de etanol en células cultivadas en glicerol. Una secuencia de nucleétidos preferida para la expresion en
exceso de una proteina de captacion de glicerol es, por tanto, una secuencia de nucledtidos que codifica una
proteina de captacion de glicerol que es capaz de rescatar el fenotipo asociado al estrés por sales de un mutante
gup1A de S. cerevisiae por complementacion como se describe por Neves et al. (2004, arriba). Tales ortélogos de
complementacion de GUP1 de S. cerevisiae incluyen secuencias de nucledtidos que codifican secuencias de
aminoacidos que tienen al menos el 60, 68, 72, 75, 80, 85, 90, 95, 98, 99 % de identidad con la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 10 y pueden obtenerse a partir de especies de levadura que pertenecen a los géneros
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de Saccharomyces, Zygosaccharomyces, Kluyveromyces, Candida, Pichia, Hansenula, Kloeckera, Schwanniomyces
y Yarrowia.

Un canal de glicerol se entiende en el presente documento como un miembro de la familia MIP de proteinas de
canales revisado por Reizer et al. (1993, CRC Crit. Rev. Biochem. Mol. Biol., 28: 235-257), cuyas proteinas de
canales comprenden un dominio transmembranario de 250 - 280 aminoacidos que consiste en seis dominios que
atraviesan la membrana y tienen al menos el 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90, 95, 98 o0 99 % de identidad de
aminoacidos, o al menos el 55, 60, 65, 70, 80, 90, 95, 98 0 99 % de similitud de aminoacidos con la secuencia de
aminoacidos entre los aminoacidos 250 y 530 de SEQ ID NO: 12, la acuagliceroporina de FPS1 de S. cerevisiae.
Secuencias de nucleétidos que pueden usarse para la expresion en exceso de un canal de glicerol en las células de
la invencion incluyen secuencias de nucleotidos que codifican el gen FPS1 de acuagliceroporina de levadura de, por
ejemplo, S. cerevisiae (Van Aelst et al., 1991, EMBO J. 10:2095-2104) y ortdlogos del mismo de otras levaduras que
incluyen Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces marxianus y Zygosaccharomyces rouxii como se describe, por
ejemplo, por Neves et al. (2004, arriba). Sin embargo, el uso de canales de glicerol bacteriano o de planta no se
excluye, por ejemplo, Luyten et al. (1995, EMBO J. 14:1360-1371) han mostrado que el facilitador de glicerol de
E. coli, que tiene solo el 30 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos entre los aminoacidos 250
y 530 de la acuagliceroporina de FPS1 de S. cerevisiae, puede complementar la captacion de glicerol en un mutante
fpos1A de S. cerevisiae. La secuencia de nucleotidos que codifica el canal de glicerol puede ser endégena a la célula
o puede ser un canal de glicerol que es heterdlogo a la célula. En una realizacién preferida, una secuencia de
nucledtidos optimizada en codones (véase anteriormente) que codifica el canal de glicerol se expresa en exceso, tal
como, por ejemplo, una secuencia de nucleotidos optimizada en codones que codifica la acuagliceroporina de
SEQ ID NO: 12.

Para la expresion en exceso de la secuencia de nucleétidos que codifica la proteina de captacion de glicerol y/o la
proteina de canales de glicerol, la secuencia de nucledtidos (que va a expresarse en exceso) se pone en una
construccion de expresion en la que esta operativamente unida a regiones/secuencias reguladoras de la expresion
adecuadas para garantizar la expresion en exceso de la proteina de captacion de glicerol y/o la proteina de canales
de glicerol tras la transformacion de la construcciéon de expresion en la célula hospedadora de la invencion (véase
anteriormente). Promotores adecuados para la expresion (en exceso) de la secuencia de nucledtidos que codifica la
proteina de captacion de glicerol y/o la proteina de canales de glicerol incluyen promotores que son preferentemente
insensibles a la represion de catabolitos (glucosa), que son activos en condiciones anaerobias y/o que
preferentemente no requieren xilosa o arabinosa para la induccion. Ejemplos de tales promotores se dan
anteriormente. En las células de la invencion, una proteina de captacion de glicerol y/o una proteina de canales de
glicerol que va a expresarse en exceso se expresan preferentemente en exceso al menos un factor 1,1, 1,2, 1,5, 2,
5, 10 o 20 en comparacion con una cepa que es genéticamente idéntica, excepto por la modificacion genética que
causa la expresion en exceso. Preferentemente, la proteina de captacion de glicerol y/o la proteina de canales de
glicerol se expresan en exceso en condiciones anaerobias al menos un factor 1,1, 1,2, 1,5, 2, 5, 10 o 20 en
comparacion con una cepa que es genéticamente idéntica, excepto por la modificacion genética que causa la
expresion en exceso. Debe entenderse que estos niveles de expresion en exceso pueden aplicarse al nivel en
estado estacionario de la actividad de la enzima (actividad especifica en la célula), el nivel en estado estacionario de
la proteina de la enzima, ademas de al nivel en estado estacionario del transcrito que codifica la enzima en la célula.

En una realizacion preferida de la célula hospedadora de la invencién, la expresion de la proteina de canales de
glicerol como se ha definido anteriormente se reduce o inactiva. Una modificacion genética que reduce o que
inactiva la expresion de la proteina de canales de glicerol puede ser util para reducir o prevenir el transporte de
glicerol fuera de la célula. Preferentemente, la reduccion o inactivacion de la expresion de la proteina de canales de
glicerol se combina con la expresion en exceso de la secuencia de nucleétidos que codifica la proteina de captacion
de glicerol como se ha definido anteriormente.

En una realizacion adicional, la célula hospedadora de la invencion comprende ademas una modificacion genética
que aumenta la actividad de acetil-CoA sintetasa especifica en la célula, preferentemente en condiciones anaerobias
ya que esta actividad es limitante de la velocidad en estas condiciones. Acetil-CoA sintetasa o acetato-CoA ligasa
(EC 6.2.1.1) se entiende en el presente documento como una enzima que cataliza la formacién de un nuevo enlace
quimico entre el acetato y la coenzima A (CoA). Preferentemente, la modificacion genética produce la expresion en
exceso de una acetil-CoA sintetasa, por ejemplo, por expresion en exceso de una secuencia de nucleétidos que
codifica una acetil-CoA sintetasa. La secuencia de nucleétidos que codifica la acetil-CoA sintetasa puede ser
enddgena a la célula o puede ser una acetil-CoA sintetasa que es heterdloga a la célula. Secuencias de nucleétidos
que pueden usarse para la expresion en exceso de acetil-CoA sintetasa en las células de la invencién son, por
ejemplo, los genes de acetil-CoA sintetasa de S. cerevisiae (ACS1 y ACS2) como se describen, por ejemplo, por de
Jong-Gubbels et al. (1998, FEMS Microbiol Lett. 165: 15-20). Preferentemente, la secuencia de nucledtidos que
codifica la acetil-CoA sintetasa comprende una secuencia de aminoacidos con al menos el 45, 50, 60, 65, 70, 75, 80,
85, 90, 95, 98, 99 % de identidad de secuencia de aminoacidos con al menos una de SEQ ID NO: 13y 14.

En una realizacion, la secuencia de nucleétidos que se expresa en exceso codifica una acetil-CoA sintetasa con una
alta afinidad por acetato. El uso de una acetil-CoA sintetasa con una alta afinidad por acetato se prefiere para
condiciones en las que hay una concentracion relativamente baja de acido acético en el medio de cultivo, por
ejemplo, no mas de 2 g de acido acético/l de medio de cultivo. Una acetil-CoA sintetasa con una alta afinidad por
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acetato se define en el presente documento como una acetil-CoA sintetasa con una afinidad mas alta por acetato
que la acetil-CoA sintetasa codificada por ACS2 de S. cerevisiae. Preferentemente, una acetil-CoA sintetasa con una
alta afinidad por acetato tiene una Km por acetato de no mas de 10, 5, 2, 1, 0,5, 0,2 o 0,1 mM, tal como, por ejemplo,
la acetil-CoA sintetasa codificada por el gen ACS71 de S. cerevisiae. Mas preferentemente, una secuencia de
nucledtidos optimizada en codones (véase anteriormente) que codifica la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 13 se expresa en exceso.

En otra realizacion, la secuencia de nucleétidos que se expresa en exceso codifica una acetil-CoA sintetasa con una
velocidad maxima (vmsx) alta. El uso de una acetil-CoA sintetasa con una velocidad maxima alta se prefiere para la
condicién en la que hay una concentracion relativamente alta de acido acético en el medio de cultivo, por ejemplo, al
menos 2, 3, 4 o 5 g de acido acético/l de medio de cultivo. Una acetil-CoA sintetasa con una velocidad maxima alta
se define en el presente documento como una acetil-CoA sintetasa con una velocidad maxima mas alta que la acetil-
CoA sintetasa codificada por ACS7 de S. cerevisiae. Preferentemente, la acetil-CoA sintetasa con una velocidad
maxima alta es la acetil-CoA sintetasa codificada por el gen ACS2 de S. cerevisiae. Mas preferentemente, una
secuencia de nucledtidos optimizada en codones (véase anteriormente) que codifica la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 14 se expresa en exceso.

Para la expresion en exceso de la secuencia de nucledtidos que codifica la acetil-CoA sintetasa (que va a
expresarse en exceso) se pone en una construccion de expresidon en la que esta operativamente unida a
regiones/secuencias reguladoras de la expresion adecuadas para garantizar la expresion en exceso de la enzima
acetil-CoA sintetasa tras la transformacion de la construccion de expresion en la célula hospedadora de la invencién
(véase anteriormente). Promotores adecuados para la expresion (en exceso) de la secuencia de nucledtidos que
codifica la enzima que tiene actividad de acetil-CoA sintetasa incluyen promotores que son preferentemente
insensibles a la represion de catabolitos (glucosa), que son activos en condiciones anaerobias y/o que
preferentemente no requieren xilosa o arabinosa para la induccion. Ejemplos de tales promotores se dan
anteriormente. En las células de la invencion, una acetil-CoA sintetasa que va a expresarse en exceso se expresa en
exceso al menos un factor 1,1, 1,2, 1,5, 2, 5, 10 0 20 en comparacién con una cepa que es genéticamente idéntica,
excepto por la modificacién genética que causa la expresion en exceso. Preferentemente, la acetil-CoA sintetasa se
expresa en exceso en condiciones anaerobias al menos un factor 2, 5, 10, 20, 50, o 100 en comparacién con una
cepa que es genéticamente idéntica, excepto por la modificacion genética que causa la expresion en exceso. Debe
entenderse que estos niveles de expresion en exceso pueden aplicarse al nivel en estado estacionario de la
actividad de la enzima (actividad especifica), el nivel en estado estacionario de la proteina de la enzima, ademas de
al nivel en estado estacionario del transcrito que codifica la enzima.

En una realizacion adicional, la célula hospedadora de la invencion comprende ademas una modificacion genética
que reduce la actividad de glicerol 3-fosfato deshidrogenasa dependiente de NAD" especifica en la célula. La glicerol
3-fosfato deshidrogenasa o glicerolfosfato deshidrogenasa (EC 1.1.1.8) cataliza la reduccion de dihidroxiacetona
fosfato a sn-glicerol 3-fosfato mientras que oxida NADH a NAD®. En las células de la invencion, la actividad de
glicerolfosfato deshidrogenasa especifica se reduce preferentemente al menos un factor 0,8, 0,5, 0,3, 0,1, 0,05 o
0,01 en comparacién con una cepa que es genéticamente idéntica, excepto por la modificacion genética que causa
la expresion en exceso, preferentemente en condiciones anaerobias.

Preferentemente, la actividad de glicerolfosfato deshidrogenasa se reduce en la célula hospedadora por una o mas
modificaciones genéticas que reducen la expresion de o inactiva un gen que codifica una glicerolfosfato
deshidrogenasa. Preferentemente, las modificaciones genéticas reducen o inactivan la expresion de cada copia
enddgena del gen que codifica una glicerolfosfato deshidrogenasa especifica en el genoma de la célula. Una célula
dada puede comprender multiples copias del gen que codifica una glicerolfosfato deshidrogenasa especifica con la
misma secuencia de aminoacidos como resultado de di-, poli- o aneu-ploidia. En tales casos, preferentemente la
expresion de cada copia del gen especifico que codifica la glicerolfosfato deshidrogenasa se reduce o inactiva.
Alternativamente, una célula puede contener varias (iso)enzimas diferentes con actividad de glicerolfosfato
deshidrogenasa que se diferencian en secuencia de aminoacidos y que estan cada una codificadas por un gen
diferente. En tales casos, en algunas realizaciones de la invencion, se prefiere que solo ciertos tipos de las
isoenzimas se reduzcan o inactiven mientras que ofros tipos siguen inafectados (véase mas adelante).
Preferentemente, el gen se inactiva por la deleciéon de al menos parte del gen o por rotura del gen, por lo que en este
contexto el término gen también incluye cualquier secuencia no codificante en la direccion 5' o 3' de la secuencia
codificante, produciendo la delecidon o inactivacion (parcial) una reduccion de la expresion de la actividad de
glicerolfosfato deshidrogenasa en la célula hospedadora.

Un gen preferido que codifica una glicerolfosfato deshidrogenasa cuya actividad va a reducirse o inactivarse en la
célula de la invencion es el gen GPD2 de S. cerevisiae como se describe por Eriksson et al. (1995, Mol. Microbiol.
17: 95-107), que codifica la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 15 y ortélogos del mismo en otras especies.
Por tanto, un gen que codifica una glicerolfosfato deshidrogenasa cuya actividad va a reducirse o inactivarse en la
célula de la invencion es preferentemente un gen que codifica una glicerolfosfato deshidrogenasa que tiene una
secuencia de aminoacidos con al menos el 70, 75, 80, 85, 90, 95, 98 o 99 % de identidad de secuencia con
SEQ ID NO: 15.
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En una realizacion preferida de la invencion, la célula hospedadora de la invencién comprende una via de respuesta
de glicerol de alta osmolaridad funcional. Preferentemente, por tanto, solo la actividad del (de los) gen(es) que
codifican una glicerolfosfato deshidrogenasa que tiene una secuencia de aminoacidos con al menos el 70 % de
identidad de secuencia con SEQ ID NO: 15 se reducen o inactivan, mientras que al menos un gen enddgeno que
codifica una glicerolfosfato deshidrogenasa que tiene una secuencia de aminoacidos con al menos el 70, 75, 80, 85,
90, 95, 98 0 99 % de identidad de secuencia con SEQID NO: 16 es funcional. SEQ ID NO: 16 representa la
secuencia de aminoacidos codificada por el gen GPD1 de S. cerevisiae como se describe por Albertyn et al. (1994,
Mol. Cell. Biol. 14: 4135-4144), que tiene el 69 % de identidad de aminoacidos con la glicerolfosfato deshidrogenasa
GPD2 de S. cerevisiae. El gen GPD1 de S. cerevisiae es la glicerolfosfato deshidrogenasa inducida por el choque de
S. cerevisiae, que es importante para el crecimiento bajo choque osmotico como puede producirse en condiciones
de fermentaciones industriales. Su expresion esta regulada, entre otros, por la via de respuesta de glicerol de alta
osmolaridad. Es, por tanto, ventajoso que una célula hospedadora de la invenciéon tenga al menos una copia
funcional de un gen enddégeno que codifica una glicerolfosfato deshidrogenasa que tiene una secuencia de
aminoacidos con al menos el 70, 75, 80, 85, 90, 95, 98 0 99 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 16.

A pesar de lo anterior, los inventores han encontrado ahora sorprendentemente que la inactivaciéon de la
glicerolfosfato deshidrogenasa GPD1 de S. cerevisiae tiene un efecto mas ventajoso sobre la reduccion de la
produccion de glicerol y el aumento del consumo de glicerol y acetato en comparacion con la inactivacion de la
glicerolfosfato deshidrogenasa GPD2 de S. cerevisiae. Por tanto, en una realizacion mas preferida, la célula
hospedadora de la invencion comprende una modificacién genética que reduce o inactiva la expresion de al menos
el (los) gen(es) que codifican una glicerolfosfato deshidrogenasa que tiene una secuencia de aminoacidos con al
menos el 70, 75, 80, 85, 90, 95, 98 0 99 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 16 (GPD1).

En una realizacion adicional, la actividad de todos los genes en la célula hospedadora que codifican una
glicerolfosfato deshidrogenasa se reducen o inactiva. En tales células, preferentemente todas las copias de genes
enddgenos que codifican una glicerolfosfato deshidrogenasa que tiene una secuencia de aminoacidos con al menos
el 70, 75, 80, 85, 90, 95, 98 0 99 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 15 o 16 se inactivan o al menos se
reducen en expresion. Opcionalmente, la célula hospedadora no es una célula de levadura que comprenda un gen
exogeno que codifica una enzima con la capacidad para convertir piruvato y coenzima-A en formiato y acetil-CoA.
Preferentemente, la célula hospedadora no es una célula de levadura que comprenda una secuencia de nucleétidos
que codifica una piruvato formiato liasa. Segun las reivindicaciones, la célula hospedadora de levadura de la
invencion no es una célula de levadura que comprenda una modificacion genética que reduce la actividad de
formiato deshidrogenasa dependiente de NAD" especifica en la célula.

En una realizacién preferida adicional, la célula hospedadora de la invencion tiene al menos una de: a) la capacidad
de isomerizar xilosa en xilulosa; y, b) la capacidad de convertir L-arabinosa en D-xilulosa 5-fosfato. Para a) la célula
preferentemente tiene un gen de xilosa isomerasa exdgeno funcional, gen que confiere a la célula la capacidad de
isomerizar xilosa en xilulosa. Para b) la célula tiene preferentemente genes exdgenos funcionales que codifican una
L-arabinosa isomerasa, una L-ribulocinasa y una L-ribulosa-5-fosfato 4-epimerasa, genes que juntos confieren a la
célula la capacidad de isomerizar convertir L-arabinosa en D-xilulosa 5-fosfato.

Células hospedadoras fungicas que tienen la capacidad de isomerizar xilosa en xilulosa como se describe, por
ejemplo, en el documento WO 03/0624430 y en el documento WO 06/009434. La capacidad de isomerizar xilosa en
xilulosa se confiere preferentemente a la célula por transformacion con una construccién de acidos nucleicos que
comprende una secuencia de nucleédtidos que codifica una xilosa isomerasa. Preferentemente, la célula adquiere asi
la capacidad de isomerizar directamente xilosa en xilulosa. Mas preferentemente, la célula adquiere asi la capacidad
de crecer aerébicamente y/o anaerébicamente en xilosa como Unica fuente de energia y/o de carbono mediante la
isomerizacion directa de xilosa en xilulosa (y metabolismo adicional de xilulosa). Se entiende en el presente
documento que la isomerizacion directa de xilosa en xilulosa se produce en una Unica reaccion catalizada por una
xilosa isomerasa, a diferencia de la conversion de dos etapas de xilosa en xilulosa mediante un producto intermedio
de xilitol como se cataliza por xilosa reductasa y xilitol deshidrogenasa, respectivamente.

Se han descrito en la materia varias xilosa isomerasas (y sus secuencias de aminoacidos y de nucledtidos
codificantes) que pueden ser satisfactoriamente usadas para conferir a la célula de la invencion la capacidad de
isomerizar directamente la xilosa en xilulosa. Estas incluyen las xilosa isomerasas de Piromyces sp. y de otros
hongos anaerobios que pertenecen a las familias Neocallimastix, Caecomyces, Piromyces o Ruminomyces
(documento WO 03/0624430), Cyllamyces aberensis (documento US 20060234364), Orpinomyces (Madhavan et al.,
2008, DOI 10.1007/s00253-008-1794-6), la xilosa isomerasa del género bacteriano Bacteroides, que incluye, por
ejemplo, B. thetaiotaomicron (documento WO 06/009434), B. fragilis y B. uniformis (documento WO 09/109633), la
xilosa isomerasa de la bacteria anaerobia Clostridium phytofermentans (Brat et al., 2009, Appl. Environ. Microbiol.
75: 2304-2311), y las xilosas isomerasas de Clostridium difficile, Ciona intestinalis y Fusobacterium mortiferum.

Células hospedadoras fungicas que tienen la capacidad de convertir L-arabinosa en D-xilulosa 5-fosfato como se
describe, por ejemplo, en Wisselink et al. (2007, AEM Accepts, publicado en linea antes de impreso el 1 de junio de
2007; Appl. Environ. Microbiol. doi:10.1128/AEM,00177-07) y en el documento EP 1 499 708. La capacidad de
convertir L-arabinosa en D-xilulosa 5-fosfato se confiere preferentemente a la célula por transformaciéon con una
construccion (construcciones) de acidos nucleicos que comprenden secuencias de nucleétidos que codifican a) una
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arabinosa isomerasa; b) una ribulocinasa, preferentemente una L-ribulocinasa a xilosa isomerasa; y c) una ribulosa-
5-P-4-epimerasa, preferentemente una L-ribulosa-5-P-4-epimerasa. Preferentemente, en las células de la invencion,
la capacidad de convertir L-arabinosa en D-xilulosa 5-fosfato es la capacidad de convertir L-arabinosa en D-xilulosa
5-fosfato mediante las reacciones posteriores de 1) isomerizacion de arabinosa en ribulosa; 2) fosforilacion de
ribulosa en ribulosa 5-fosfato; y, 3) epimerizacion de ribulosa 5-fosfato en D-xilulosa 5-fosfato. Secuencias de
nucledtidos adecuadas que codifican arabinosa isomerasas, ribulocinasas y ribulosa-5-P-4-epimerasas pueden
obtenerse de Bacillus subtilis, Escherichia coli (véase, por ejemplo, el documento EP 1 499 708), lactobacilos, por
ejemplo, Lactobacillus plantarum (véase, por ejemplo, Wisselink et al., arriba), o especies de Clavibacter,
Arthrobacter y Gramella, de los que preferentemente Clavibacter michiganensis, Arthrobacter aurescens 'y Gramella
forsetii (véase el documento WO2009/011591).

La célula hospedadora transformada de la invencion comprende ademas preferentemente actividad de xilulosa
cinasa de manera que la xilulosa isomerizada de xilosa puede ser metabolizada en piruvato. Preferentemente, la
célula contiene actividad de xilulosa cinasa endogena. Mas preferentemente, una célula de la invencion comprende
una modificaciéon genética que aumenta la actividad de xilulosa cinasa especifica. Preferentemente, la modificacion
genética produce la expresion en exceso de una xilulosa cinasa, por ejemplo, por expresién en exceso de una
secuencia de nucledtidos que codifica una xilulosa cinasa. El gen que codifica la xilulosa cinasa puede ser endégeno
a la célula o puede ser una xilulosa cinasa que es heterdloga a la célula. Una secuencia de nucleétidos que puede
usarse para la expresion en exceso de xilulosa cinasa en las células de la invencion es, por ejemplo, el gen de
xilulosa cinasa de S. cerevisiae (XKS1) como se describe por Deng y Ho (1990, Appl. Biochem. Biotechnol. 24-25:
193-199). Otra xilulosa cinasa preferida es una xilosa cinasa que esta relacionada con la xilulosa cinasa de
Piromyces (xyIB; véase el documento WO 03/0624430). Esta xilulosa cinasa de Piromyces esta en realidad mas
relacionada con cinasa procariota que con todas las cinasas eucariotas conocidas, tales como la levadura cinasa.
Las xilulosa cinasas eucariotas han sido indicadas como cinasas de azlcar no especificas, que tienen una amplia
variedad de sustratos que incluyen xilulosa. A diferencia, se ha indicado que las xilulosa cinasas procariotas, con las
que la cinasa de Piromyces esta mas estrechamente relacionada, son cinasas mas especificas para xilulosa, es
decir, que tienen una variedad de sustratos mas estrecha. En las células de la invencién, una xilulosa cinasa que va
a expresarse en exceso se expresa en exceso al menos un factor 1,1, 1,2, 1,5, 2, 5, 10 o 20 en comparaciéon con
una cepa que es genéticamente idéntica, excepto por la modificacion genética que causa la expresion en exceso.
Debe entenderse que estos niveles de expresion en exceso pueden aplicarse al nivel en estado estacionario de la
actividad de la enzima, el nivel en estado estacionario de la proteina de la enzima, ademas de al nivel en estado
estacionario del transcrito que codifica la enzima.

Una célula de la invencion comprende ademas preferentemente una modificacion genética que aumenta el flujo de la
via de pentosa fosfato como se describe en el documento WO 06/009434. En particular, la modificacion genética
produce un aumento de flujo de la via de pentosa fosfato de parte no oxidativa. Una modificacion genética que
produce un aumento de flujo de la parte no oxidativa de la via de pentosa fosfato se entiende en el presente
documento que significa una modificacion que aumenta el flujo al menos un factor 1,1, 1,2, 1,5, 2, 5, 10 0 20 en
comparacion con el flujo en una cepa que es genéticamente idéntica, excepto por la modificacion genética que
causa el aumento de flujo. El flujo de la parte no oxidativa de la via de pentosa fosfato puede medirse como se
describe en el documento WO 06/009434.

Pueden introducirse modificaciones genéticas que aumentan el flujo de la via de pentosa fosfato en las células de la
invencion de diversas formas. Estas incluyen, por ejemplo, lograr niveles de actividad en estado estacionario mas
altos de xilulosa cinasa y/o una o mas de las enzimas de la via de pentosa fosfato de parte no oxidativa y/o un nivel
en estado estacionario reducido de actividad de aldosa reductasa no especifica. Estos cambios en los niveles de
actividad en estado estacionario pueden efectuarse por seleccion de mutantes (espontanea o inducida por productos
quimicos o radiacion) y/o por tecnologia de ADN recombinante, por ejemplo, por expresion en exceso o inactivacion,
respectivamente, de genes que codifican las enzimas o factores que regulan estos genes.

En una célula preferida de la invencion, la modificacion genética comprende la expresion en exceso de al menos una
enzima de la via de pentosa fosfato (de parte no oxidativa). Preferentemente, la enzima esta seleccionada del grupo
que consiste en las enzimas que codifican ribulosa-5-fosfato isomerasa, ribulosa-5-fosfato 3-epimerasa,
transcetolasa y transaldolasa. Pueden expresarse en exceso diversas combinaciones de enzimas de la via de
pentosa fosfato (de parte no oxidativa). Por ejemplo, las enzimas que se expresan en exceso pueden ser al menos
las enzimas ribulosa-5-fosfato isomerasa y ribulosa-5-fosfato 3-epimerasa; o al menos las enzimas ribulosa-5-fosfato
isomerasa y transcetolasa; o al menos las enzimas ribulosa-5-fosfato isomerasa y transaldolasa; o al menos las
enzimas ribulosa-5-fosfato 3-epimerasa y transcetolasa; o al menos las enzimas ribulosa-5-fosfato 3-epimerasa y
transaldolasa; o al menos las enzimas transcetolasa y transaldolasa; o al menos las enzimas ribulosa-5-fosfato 3-
epimerasa, transcetolasa y transaldolasa; o al menos las enzimas ribulosa-5-fosfato isomerasa, transcetolasa y
transaldolasa; o al menos las enzimas ribulosa-5-fosfato isomerasa, ribulosa-5-fosfato 3-epimerasa, y transaldolasa;
o al menos las enzimas ribulosa-5-fosfato isomerasa, ribulosa-5-fosfato 3-epimerasa, y transcetolasa. En una
realizacién de la invencion, cada una de las enzimas ribulosa-5-fosfato isomerasa, ribulosa-5-fosfato 3-epimerasa,
transcetolasa y transaldolasa se expresan en exceso en la célula de la invencion. Se prefiere una célula en la que la
modificacién genética comprenda al menos la expresion en exceso de la enzima transaldolasa. Es mas preferida una
célula en la que la modificacion genética comprenda al menos la expresion en exceso de ambas enzimas
transcetolasa y transaldolasa ya que una célula hospedadora tal ya es capaz de crecimiento anaerobio sobre xilosa.
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En realidad, en algunas condiciones, los presentes inventores han encontrado que las células que expresan en
exceso solo la transcetolasa y la transaldolasa ya tienen la misma velocidad de crecimiento anaerobio sobre xilosa
que las células que expresan en exceso las cuatro enzimas, es decir, la ribulosa-5-fosfato isomerasa, ribulosa-5-
fosfato 3-epimerasa, transcetolasa y transaldolasa. Ademas, se prefieren las células de la invencién que expresan
en exceso ambas de las enzimas ribulosa-5-fosfato isomerasa y ribulosa-5-fosfato 3-epimerasa con respecto a las
células que expresan en exceso solo la isomerasa o solo la 3-epimerasa ya que la expresion en exceso de solo una
de estas enzimas puede producir desequilibrios metabdlicos.

Existen diversos medios disponibles en la materia para la expresion en exceso de enzimas en las células de la
invencion. En particular, una enzima puede expresarse en exceso aumentando el numero de copias el gen que
codifica la enzima en la célula, por ejemplo, integrando copias adicionales del gen en el genoma de la célula,
expresando el gen a partir de una vector de expresion multicopia episémico o introduciendo un vector de expresion
episdmico que comprende multiples copias del gen. La secuencia codificante usada para la expresion en exceso de
las enzimas es preferentemente homologa a la célula hospedadora de la invencion. Sin embargo, asimismo pueden
aplicarse secuencias codificantes que son heterdlogas a la célula hospedadora de la invencion.

Alternativamente, la expresion en exceso de enzimas en las células de la invencidon puede lograrse usando un
promotor que no es nativo para la secuencia que codifica la enzima que va a expresarse en exceso, es decir, un
promotor que es heterdlogo para la secuencia codificante con la que esta operativamente unido. Aunque el promotor
es preferentemente heterélogo para la secuencia codificante con la que esta operativamente unido, también se
prefiere que el promotor sea homdlogo, es decir, endégeno para la célula de la invencion. Preferentemente, el
promotor heterologo es capaz de producir un nivel en estado estacionario mas alto del transcrito que comprende la
secuencia codificante (o es capaz de producir mas moléculas de transcrito, es decir, moléculas de ARNm, por
unidad de tiempo) que el promotor que es nativo para la secuencia codificante, preferentemente en condiciones
donde la xilosa o xilosa y glucosa estan disponibles como fuentes de carbono, mas preferentemente como fuentes
de carbono principales (es decir, mas del 50 % de la fuente de carbono disponible consiste en xilosa o xilosa y
glucosa), lo mas preferentemente como Unicas fuentes de carbono.

Una célula preferida adicional de la invencion comprende una modificacion genética que reduce la actividad de
aldosa reductasa no especifica en la célula. Preferentemente, la actividad de aldosa reductasa no especifica se
reduce en la célula hospedadora por una o mas modificaciones genéticas que reducen la expresion de o inactivan un
gen que codifica una aldosa reductasa no especifica. Preferentemente, las modificaciones genéticas reducen o
inactivan la expresion de cada copia enddgena de un gen que codifica una aldosa reductasa no especifica que es
capaz de reducir una aldopentosa, que incluye, xilosa, xilulosa y arabinosa, en el genoma de la célula. Una célula
dada puede comprender multiples copias de genes que codifican aldosa reductasas no especificas como resultado
de di-, poli- o aneu-ploidia, y/o una célula puede contener varias (iso)enzimas diferentes con actividad de aldosa
reductasa que se diferencian en la secuencia de aminoacidos y que estan cada una codificada por un gen diferente.
También en tales casos, preferentemente la expresion de cada gen que codifica una aldosa reductasa no especifica
se reduce o inactiva. Preferentemente, el gen se inactiva por delecion de al menos parte del gen o por rotura del
gen, por lo que en este contexto el término gen también incluye cualquier secuencia no codificante en la direccion 5'
o 3' de la secuencia codificante, cuya delecion o inactivacion (parcial) produce una reduccion de la expresion de la
actividad de aldosa reductasa no especifica en la célula hospedadora. Una secuencia de nucleétidos que codifica
una aldosa reductasa cuya actividad va a reducirse en la célula de la invencion y secuencias de aminoacidos de
tales aldosa reductasas se describen en el documento WO 06/009434 e incluyen, por ejemplo, los genes de aldosa
reductasa (no especifica) del gen GRE3 de S. cerevisiae (Traff et al., 2001, Appl. Environm. Microbiol. 67: 5668-
5674) y ortdlogos del mismo en otras especies.

Una célula hospedadora transformada preferida adicional segun la invencion puede comprender ademas
modificaciones genéticas que producen el elevado transporte de xilosa y/o arabinosa en la célula. La célula
hospedadora transformada desvelada en el presente documento puede comprender ademas modificaciones
genéticas que producen una o mas de las caracteristicas seleccionadas del grupo que consiste en (b) reducida
sensibilidad a la represion de catabolitos; (c) elevada tolerancia a etanol, osmolaridad o acidos organicos; vy, (d)
reducida produccién de subproductos. Se entiende que los subproductos significan moléculas que contienen
carbono distintas del producto de fermentacion deseado e incluyen, por ejemplo, xilitol, arabinitol, glicerol y/o acido
acético. Cualquier modificacion genética descrita en el presente documento puede introducirse por mutagénesis
clasica y cribado y/o seleccion del mutante deseado, o simplemente por cribado y/o seleccién de los mutantes
espontaneos con las caracteristicas deseadas. Alternativamente, las modificaciones genéticas pueden consistir en la
expresion en exceso de genes enddgenos y/o la inactivacion de genes endégenos. Genes cuya expresion en exceso
se desea para el elevado transporte de arabinosa y/o xilosa en la célula se eligen preferentemente de genes que
codifican un transportador de hexosa o pentosa. En S. cerevisiae y otras levaduras, estos genes incluyen HXT1,
HXT2, HXT4, HXT5, HXT7 y GAL2, de los que HXT7, HXT5 y GAL2 son los mas preferidos (véase Sedlack y Ho,
Yeast 2004; 21: 671-684). Otro transportador preferido para la expresion en levadura es el transportador de glucosa
codificado por el gen SUT1 de P. stipitis (Katahira et al., 2008, Enzyme Microb. Technol. 43: 115-119). Similarmente,
pueden expresarse en exceso ortélogos de estos genes transportadores en otras especies. Otros genes que pueden
expresarse en exceso en las células incluyen genes que codifican enzimas glucoliticas y/o enzimas etanologénicas
tales como alcohol deshidrogenasas. Genes endogenos preferidos para la inactivacion incluyen genes de hexosa
cinasa, por ejemplo, el gen HXK2 de S. cerevisiae (véase Diderich et al., 2001, Appl. Environ. Microbiol. 67: 1587-
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1593); los genes MIG1 o MIG2 de S. cerevisiae; genes que codifican enzimas implicadas en el metabolismo de
glicerol tales como los genes glicerol-fosfato deshidrogenasa 1 y/o 2 de S. cerevisiae; u ortélogos (de hibridacion) de
estos genes en otras species. Otras modificaciones adicionalmente preferidas de células hospedadoras para la
fermentacion de xilosa se describen en van Maris et al. (2006, Antonie van Leeuwenhoek 90:391-418), documentos
WO02006/009434, W02005/023998, WO02005/111214 y WO2005/091733. Cualquiera de las modificaciones
genéticas de las células como se describen en el presente documento se introducen o modifican preferentemente,
en la medida de lo posible, por modificacion genética de auto-clonacion.

Una célula hospedadora preferida segun la invencion tiene la capacidad de crecer sobre al menos una de xilosa y
arabinosa como fuente de carbono/energia, preferentemente como unica fuente de carbono/energia, y
preferentemente en condiciones anaerobias, es decir, condiciones como se definen en el presente documento mas
adelante para el proceso de fermentacién anaerobia. Preferentemente, cuando crece sobre xilosa como fuente de
carbono/energia, la célula hospedadora esencialmente no produce xilitol, por ejemplo, el xilitol producido esta por
debajo del limite de deteccion o, por ejemplo, es inferior al 5, 2, 1, 0,5, 0 0,3 % del carbono consumido en una base
molar. Preferentemente, cuando crece sobre arabinosa como fuente de carbono/energia, la célula esencialmente no
produce arabinitol, por ejemplo, el arabinitol producido esta por debajo del limite de deteccion o, por ejemplo, es
inferior al 5, 2, 1, 0,5 0 0,3 % del carbono consumido en una base molar.

Una célula hospedadora preferida de la invencioén tiene la capacidad de crecer sobre una combinacién de: a) al
menos uno de una hexosa y una pentosa; b) acido acético; y c) glicerol a una velocidad de al menos 0,01, 0,02,
0,05, 0,1, 0,2, 0,25 00,3 h™"en condiciones aeroblas 0, mas preferentemente, a una velocidad de al menos 0,005,
0,01, 0,02, 0,05, 0,08, 0,1, 0,12, 0,15 0 0,2 h™" en condiciones anaerobias. Por tanto, preferentemente, la célula
hospedadora tiene la capacidad de crecer sobre al menos una de xilosa y arablnosa como Unica fuente de
carbono/energla a una velocidad de al menos 0,01, 0,02, 0,05, 0,1, 0,2, 0,25 0 0,3 h™" en condiciones aeroblas o,
mas preferentemente, a una velocidad de al menos 0,005, 0,01, 0,02, 0,05, 0,08, 0,1, 0,12, 0,15 o 0,2 h' en
condiciones anaerobias. Mas preferentemente, la célula hospedadora tiene la capacidad de crecer sobre una mezcla
de una hexosa (por ejemplo glucosa) y al menos una de xilosa y arabinosa (en una relacion de peso 1:1) como Unica
fuente de carbono/energla a una velocidad de al menos 0,01, 0,02, 0,05, 0,1, 0,2, 0,25 o0 0,3 h' en cond|C|ones
aerobias, 0, mas preferentemente, a una velocidad de al menos 0,005, 0,01, 0,02, 0,05, 0,08, 0,1, 0,12, 0,150 0,2 h!

en condiciones anaerobias.

En otro aspecto, la invencién se refiere a un proceso de produccién de etanol. El proceso comprende
preferentemente la etapa de: a) fermentar un medio con una célula de levadura, por lo que el medio contiene o se
alimenta con: a) una fuente de al menos una de una hexosa y una pentosa; b) una fuente de acido acético; y, c) una
fuente de glicerol y por lo que la célula de levadura fermenta acido acético, glicerol y al menos una de la hexosa y
pentosa en etanol. La célula de levadura es una célula (hospedadora) como se ha definido anteriormente en el
presente documento. El proceso comprende preferentemente una etapa adicional en la que se recupera el producto
de fermentacion, es decir, el etanol. El proceso pueden ser un proceso discontinuo, un proceso de lotes alimentados
0 un proceso continuo como son muy conocidos en la técnica. En el proceso de la invencion, la fuente de glicerol
puede ser cualquier fuente de carbono que tenga un estado mas reducido que la glucosa. Una fuente de carbono
que tiene un estado mas reducido que la glucosa se entiende como una fuente de carbono de la que el estado de
reduccion promedio por moles de C (de los compuestos en su interior) es superior al estado de reduccion por moles
de C de glucosa. Ejemplos de fuentes de carbono que tienen un estado mas reducido que la glucosa incluyen, por
ejemplo, alcanoles tales como propanol y butanol; polioles tales como 1,3-propanodiol, butanodiol, glicerol, manitol y
xilitol.

En un proceso preferido, la fuente de hexosa comprende o consiste en glucosa. Preferentemente, la fuente de
pentosa comprende o consiste en al menos una de xilosa y arabinosa. Preferentemente, el medio fermentado por las
células de la invencion comprende o se alimenta con (fracciones de) biomasa hidrolizada que comprende al menos
una al menos una de una hexosa y una pentosa tal como glucosa, xilosa y/o arabinosa. (Fracciones de) Biomasa
hidrolizada que comprende las hexosas y pentosa normalmente también comprenderan acido acético (o una sal del
mismo). Un ejemplo de biomasa hidrolizada para ser fermentada en los procesos de la invencion es, por ejemplo,
biomasa lignoceluldsica hidrolizada. Biomasa lignocelulésica se entiende en el presente documento como biomasa
de plantas que esta compuesta por celulosa, hemicelulosa y lignina. Los polimeros de hidrato de carbono (celulosa y
hemicelulosas) estan fuertemente unidos a la lignina. Ejemplos de biomasa lignocelulésica que va a hidrolizarse para
su uso en la presente invencion incluyen residuos agricolas (incluyendo hojas y tallos de maiz y bagazo de cafia de
azucar), residuos de madera (incluyendo desechos de aserradero y de fabricas de papel) y residuos (municipales)
de papel. Se conocen en si en la técnica métodos de hidrélisis de biomasa tales como lignocelulosas e incluyen, por
ejemplo, acidos, tales como acido sulfurico y enzimas tales como celulasas y hemicelulasas.

En el proceso de la invencion, las fuentes de xilosa, glucosa y arabinosa pueden ser xilosa, glucosa y arabinosa
como tales (es decir, como azucares monoméricos) o pueden estar en forma de cualquier oligo- o polimero de
hidrato de carbono que comprende unidades de xilosa, glucosa y/o arabinosa, tales como, por ejemplo,
lignocelulosa, arabinanos, xilanos, celulosa, almidén y similares. Para la liberacion de las unidades de xilosa,
glucosa y/o arabinosa de tales hidratos de carbono, pueden afiadirse carbohidrasas apropiadas (tales como
arabinasas, xilanasas, glucanasas, amilasas, celulasas, glucanasas y similares) al medio de fermentacién o pueden
ser producidas por la célula hospedadora modificada. En el ultimo caso, la célula hospedadora modificada puede ser
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genéticamente manipulada para producir y excretar tales carbohidrasas. Una ventaja adicional de uso de fuentes
oligo- o poliméricas de glucosa es que permite mantener una concentracion (mas) baja de glucosa libre durante la
fermentacioén, por ejemplo, usando cantidades limitantes de la velocidad de las carbohidrasas, preferentemente
durante la fermentacion. Esto, a su vez, prevendra la represion de sistemas requeridos para el metabolismo y
transporte de azucares no de glucosa tales como xilosa y arabinosa. En un proceso preferido, la célula hospedadora
modificada fermenta tanto la glucosa como al menos una de xilosa y arabinosa, preferentemente simultdneamente,
en cuyo caso preferentemente se usa una célula hospedadora modificada que es insensible a la represion de
glucosa para prevenir el crecimiento diauxico. Ademas de una fuente de al menos una de xilosa y arabinosa (y
glucosa) como fuente de carbono, el medio de fermentacidn comprendera ademas el componente apropiado
requerido para el crecimiento de la célula hospedadora modificada. Composiciones de medios de fermentacién para
el crecimiento de levaduras son muy conocidas en la técnica.

En el proceso de la invencion, el medio comprende y/o se alimenta de una fuente de glicerol. El glicerol para uso en
el proceso de la presente invencidon puede ser ventajosamente glicerol que se genera como un subproducto en la
produccion de biodiésel a partir de reacciones de transesterificacion usando aceites vegetales o grasas animales y
un alcohol.

El proceso de fermentacion puede ser un proceso de fermentacién aerobio o uno anaerobio. Un proceso de
fermentacién anaerobio se define en el presente documento como un proceso de fermentacion realizado en
ausencia de oxigeno o en el que sustancialmente no se consume oxigeno, preferentemente menos de 5, 2,5 o
1 mmol/l/h, mas preferentemente se consumen 0 mmol/l/h (es decir, el consumo de oxigeno no es detectable), y en
el que las moléculas organicas sirven de tanto donante de electrones como aceptores de electrones. En ausencia de
oxigeno, la NADH producida en la glicdlisis y formacion de biomasa no puede ser oxidada por la fosforilacion
oxidativa. Para resolver este problema, muchos microorganismos usan piruvato o uno de sus derivados como
electron y aceptor de hidrégeno regenerando asi NAD. Asi, en un proceso de fermentacién anaerobio preferido se
usa piruvato como electrén (y aceptor de hidrogeno) y se reduce a productos de fermentacion tales como etanol,
ademas de productos de fermentacién no de etanol tales como acido lactico, acido 3-hidroxi-propiénico, acido
acrilico, 1,3-propanodiol, butanoles (1-butanol, 2-butanol, isobutanol), productos derivados de isoprenoide. Se
prefieren procesos anaerobios de la invencién con respecto a los procesos aerobios debido a que los procesos
anaerobios no requieren inversiones y energia para la aireacion y ademas los procesos anaerobios producen
rendimientos de producto mas altos que los procesos aerobios.

Alternativamente, el proceso de fermentacion de la invencion puede realizarse en condiciones aerobias de oxigeno
limitado. Preferentemente, en un proceso aerobio en condiciones de oxigeno limitado, la velocidad de consumo de
oxigeno es al menos 5,5, mas preferentemente al menos 6 e incluso mas preferentemente al menos 7 mmol/l/h. En
un proceso de fermentacion aerobio de oxigeno limitado preferido de la invencion, la célula de levadura de la
invencion consume menos del 30, 20, 18, 15, 12, 10, 8 0 5 % de la cantidad de oxigeno en una base molar de C
relacionada con la fuente de carbono consumida durante la conversién de la fuente de carbono en el producto de
fermentacion. El coeficiente de conversion de oxigeno consumido con respecto al sustrato utilizado en una base
molar de C (Cos) se entiende en el presente documento que significa moles de O, usados por moles de C de la
fuente de carbono consumida. Asi, un proceso de la invencién puede llevarse a cabo en condiciones anaerobias
estrictas (es decir, Cos = 0,0), o el proceso de la invencidon puede llevarse a cabo en condiciones aerobias,
preferentemente de oxigeno limitado, en las que Cos es preferentemente inferior a 0,3, 0,2, 0,18, 0,15, 0,12, 0,1,
0,08 0 0,05.

El proceso de fermentacion se realiza preferentemente a una temperatura que es O6ptima para las células
modificadas de la invencion. Asi, para la mayoria de las células de levadura, el proceso de fermentacion se realiza a
una temperatura que es inferior a 42 °C, preferentemente inferior a 38 °C. Para células de levadura, el proceso de
fermentacion se realiza preferentemente a una temperatura que es inferior a 35, 33, 30 o0 28 °C y a una temperatura
que es superior a 20, 22 o 25 °C. El proceso de fermentacion segun la invencion es un proceso para la produccion
de etanol, por lo que el proceso comprende la etapa de fermentar un medio con una célula de levadura segun la
invencion como se ha descrito anteriormente, por lo que el medio contiene o se alimenta con: a) una fuente de al
menos una de una hexosa y una pentosa; b) una fuente de acido acético; y, c) una fuente de glicerol, por lo que la
célula de levadura fermenta acido acético, glicerol y al menos una de la hexosa y pentosa en etanol, y
opcionalmente, b) recuperacion del etanol. El medio de fermentacion puede realizarse ademas como se ha descrito
anteriormente. En el proceso, la productividad volumétrica de etanol es preferentemente al menos 0,5, 1,0, 1,5, 2,0,
2,5, 3,0, 5,0 0 10,0 g de etanol por litro por hora. El rendimiento de etanol sobre xilosa y/o glucosa y/o arabinosa y/o
acetato y/o glicerol en el proceso es preferentemente al menos del 50, 60, 70, 80, 90, 95 0 98 %. El rendimiento de
etanol se define en el presente documento como un porcentaje del maximo rendimiento tedrico que, para xilosa,
glucosa y arabinosa es 0,51 g de etanol por g de xilosa, glucosa o arabinosa. Para glicerol, el maximo rendimiento
tedrico es 0,50 g de etanol por g de glicerol y para acido acético el maximo rendimiento tedrico es 0,77 g de etanol
por g de acido acético.

En este documento y en sus reivindicaciones, el vector "comprender" y sus conjugaciones se usan en su sentido no
limitante para significar que articulos que siguen a la palabra estan incluidos, pero articulos no especificamente
mencionados no estan excluidos. Ademas, referencia a un elemento por el articulo indefinido "un" o "una" no excluye
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la posibilidad de que mas de uno del elemento esté presente, a menos que el contexto requiera claramente que haya
uno y solo uno de los elementos. Asi, el articulo indefinido "un" o "una" normalmente significa "al menos uno".

Los siguientes ejemplos se ofrecen para fines ilustrativos solo, y no pretenden limitar el alcance de la presente
invencion de ningdn modo.

Descripcion de las figuras

Figura 1. Se muestra la evolucion de los niveles netos de glicerol (g/l) (es decir, produccidn menos consumo)
con el tiempo (horas) para las cepas de S. cerevisiae RN1041, RN1041+pRN595, RN1186, RN1187, RN1188 y
RN1189.

Figura 2. Se muestra la evolucion de los niveles netos de acido acético (g/l) (es decir, produccién menos
consumo) con el tiempo (horas) para las cepas de S. cerevisiae RN1041, RN1041+pRN595, RN1186, RN1187,
RN1188 y RN1189.

Ejemplos

1. Ensayos de actividad enzimatica

Se prepararon extractos de células para ensayos de actividad a partir de cultivos discontinuos aerobios o anaerobios
de crecimiento exponencial y se analizaron para el contenido de proteina como se describe por Abbot et al., (2009,
Appl. Environ. Microbiol. 75: 2320-2325).

Se midi6 la actividad de acetaldehido deshidrogenasa dependiente de NAD* (EC 1.2.1.10) a 30 °C monitorizando la
oxidacion de NADH a 340 nm. La mezcla de reaccién (volumen total 1 ml) contuvo tampén fosfato de potasio 50 mM
(pH 7,5), NADH 0,15 mM y extracto de células. La reaccion empezd mediante la adicion de acetil-Coenzima A
0,5 mM.

Para la determinacion de la actividad de glicerol 3-fosfato deshidrogenasa (EC 1.1.1.8), se prepararon extractos de
células como se ha descrito anteriormente, excepto que el tampdn fosfato se sustituyé por tampoén trietanolamina
(10 mM, pH 5). Se ensayaron las actividades de glicerol-3-fosfato deshidrogenasa en extractos de células a 30 °C
como se ha descrito previamente (Blomberg y Adler, 1989, J. Bacteriol. 171: 1087-1092,9). Las velocidades de
reaccion fueron proporcionales a las cantidades de extracto de células afadidas.

Se midi6 la actividad de acetil-CoA sintasa (EC 6.2.1.1) como se describe por Frenkel y Kitchens (1977, J. Biol.
Chem. 252: 504-507) que es una modificacién del método de Webster (Webster, 1969, Methods Enzymol. 13: 375-
381). La formacién de NADH se mide espectrofotométricamente cuando la acetil-CoA producida se acopla con
reacciones de citrato sintasa y malato deshidrogenasa. El sistema de ensayo contuvo Tris-Cl 100 mM (pH 7,6),
MgCl, 10 mM, ATP 6 mM, malato 5mM, NAD" 1 mM, NADH 0,1 mM, ditiotreitol o 2-mercaptoetanol 2,5 mM,
coenzima A 0,2mM, 25 pg de citrato sintasa (80 unidades/mg), 20 upg de malato deshidrogenasa
(1000 unidades/mg) y acetato 10 mM y se midi6 la velocidad de reaccion a 340 nm y se calculd a partir del
coeficiente de extincién de NADH (6,22 x 10° cm?mol).

Se mide la actividad de glicerol deshidrogenasa y dihidroxiacetona cinasa a 30°C en extractos de células,
esencialmente como se describe previamente (Gonzalez et al., 2008, Metab. Eng. 10, 234-245). Las actividades
enzimaticas de glicerol deshidrogenasa y dihidroxiacetona cinasa se informan como pmoles de sustrato/min/mg de
proteina de célula.

2. Construccién de cepas

Todas las modificaciones empiezan con la cepa fermentadora de xilosa y arabinosa RN1008 his. RN1008 his’,
también denominada en el presente documento RN1041, es una cepa fermentadora de arabinosa y xilosa basada en
CEN.PK) con el genotipo:

Mat a, ura3-52, leu2-112, his3::loxP, gre3::loxP, loxP-Ptpi::TAL1, loxP-Ptpi::RKI1, loxP-Ptpi-TKL1, loxP-Ptpi-
RPE1, delta:: -LEUZ2, delta:: Padh1XKS1Tcyc1-URA3-Ptpi-xylA-Tcyc1, delta:: LEU2-AAAaraABD.

Mat a = tipo de apareamiento a

Mutaciones ura3-52, leu2-112, his3::loxP en los genes ura3, leu2 y his3, ura3 estd complementado por la
construccion de expresion en exceso de xylA-XKS, leu2 esta complementado por la construccion de expresion
en exceso de AraABD. his3 podrian usarse para la seleccidon de plasmidos adicionales, RN1041 necesita
histidina en el medio para el crecimiento.

gre3::loxP = delecion del gen gre3 que codifica xilosa reductasa, queda el sitio loxP después de la eliminacion
del marcador.

19



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 648 865 T3

loxP-Ptpi .....= expresion en exceso de la via de pentosa fosfato het, queda el sitio loxP en la direccién 5' del
promotor constitutivo después de la eliminacién del marcador

delta:: = integracion de la construccion después de la recombinacion en las repeticiones terminales largas del
retrotransposoén Ty1.

AAAaraABD = genes araA, araB y araD de Arthrobacter aurescens optimizados en codones (véase el
documento W02009/011591)

Construcciones de delecion para GPD1 y GPD2

La delecion de GPD1 en RN1041 produce la cepa RN1197. La delecion de GPD2 en RN1041 produce la cepa
RN1198. En esta cepa, posteriormente se deleciona gpd1 para producir la cepa RN1199. En estas cepas se
introdujeron plasmidos para la expresion en exceso de los genes ACS (RN1200 a RN1207, Tabla 4) y genes
adicionales como se indica en la Tabla 4.

gpd1::hphMX

Se usan cebadores gpd1uf, gpd1ur, gpd1df y gpd1dr para la amplificacién de fragmentos de secuencias genémicas
en la direccion 5' y en la direccion 3' del gen GPD1 para su inactivacion. Tanto los fragmentos GPD1 en la direccion
5' como en 3' se clonan en un vector topo blunt (InVitrogen) dando pGPD1up y pGPD1down, respectivamente.

gpd1uf: AAGCTTGGTACCCGCCTTGCTTCTCTCCCC (SEQ ID NO: 41)
gpd1ur: TCTAGACCAGCATTCAAGTGGCCGGA (SEQ ID NO: 42)
gpd1df: CGTACGAGTTGTTGAATGGCCAATCCGCT (SEQ ID NO: 43)
gpd1dr: CCATGGTACCGAGTGGTGTTGTAACCACCCT (SEQ ID NO: 44)
gpdict: ACCAATACGTAAACGGGGCG (SEQ ID NO: 45)

gpdicr: AATACACCCATACATACGGACGC (SEQ ID NO: 46)

Se construye el plasmido pRN593 (SEQ ID NO: 40) por ligacion del fragmento cortado con Hindlll y Xbal de
pGPD1up hasta el fragmento hphMX cortado con Spel y BsrGl (coleccién de plasmidos C5YeastCompany) y el
fragmento cortado con BsiWI y Ncol de pGPD1down en el vector topo T/A cortado con Hindlll y Ncol (Invitrogen). Se
corta el plasmido pRN593 con Kpnl para obtener el fragmento de deleciéon para romper la copia genomica
(SEQ ID NO: 17). La mezcla de fragmentos lineales se usa para la transformacion de levadura. Los transformantes
estan seleccionados para resistencia a higromicina. La correcta integracion produce la delecion del marco de lectura
abierto de GPD1. La integracion se verifica por PCR con los cebadores gpd1cfy gpdicr.

gpd2::natMX

Se usan cebadores GPD2uf, GPD2ur, GPD2df y GPD2dr para la amplificacion de fragmentos de secuencias
gendmicas en la direccion 5' y en la direcciéon 3' del gen GPD2 para su inactivacion. Se amplifica un fragmento de
PCR de 407 pb en la direccion 5' con un sitio Aflll en el extremo 3' (derivado de la secuencia de GPD2) y un sitio
Bglll en el extremo 5' (para el aislamiento de la construccion de delecién) usando GPD2uf, GPD2ur y se clona en
pCR2.1 (topo T/A, Invitrogen).

GPD2uf: GGTACCAGATCTTTTGCGGCGAGGTGCCG (SEQ ID NO: 32)
GPD2ur: TCTAGACTTAAGGAATGTGTATCTTGTTAATCTTCTGACAGC (SEQ ID NO: 33)

Se amplifica un fragmento de PCR de 417 pb en la direccion 3' con un sitio Xhol en el extremo 5'y un sitio Bglll en el
extremo 3' usando GPD2df y GPD2dr.

GPD2df: CTCGAGATAGTCTACAACAACGTCCGCA (SEQ ID NO: 34)
GPD2dr: CCATGGAGATCTGCAGTGAAAAAGCTCGAAGAAACAGCT (SEQ ID NO: 35)

Para la construccion final, el plasmido que contiene el fragmento en la direccion 5' se corta con Aflll y Kpn, el
fragmento en la direccion 3' se corta con Xhol en Ncol y el marcador natMX (coleccion de plasmidos Royal Nedalco)
se corta con Aflll en Xhol y los fragmentos se ligan para producir el plasmido pRN594 (SEQ ID NO: 36). pPRN594 se
corta con Bglll antes de la transformacion en levadura. Los transformantes estan seleccionados para resistencia a
nourseotricina. La correcta integracion se verifica por PCR.

Método de clonacion para la expresion en exceso de los genes ACS1 y ACS2 de Saccharomyces cerevisiae

Se amplifica por PCR el marco de lectura abierto de ACS1 con los cebadores acs1fy acs1r.
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acs1f: TTAAGCTTAAAATGTCGCCCTCTGCCGT (SEQ ID NO: 47)
acs1r: AAGCGCGCTACAACTTGACCGAATCAATTAGATGTCTAACAATGCCAGGG (SEQ ID NO: 48)

Este fragmento de PCR se corta con las enzimas de restriccion Hindlll y BssHIl y se liga al fragmento del promotor
TEF1 cortado con Sall y Hindlll (coleccion C5YeastCompany) y el fragmento del terminador ADH1 cortado con
BssHIl y BsiWI (colecciéon C5YeastCompany). Este fragmento combinado se somete a PCR con cebadores
especificos de promotor y terminador y se clona en el vector topo Blunt (InVitrogen) dando pACS1.

Se amplifica por PCR el marco de lectura abierto de ACS2 con los cebadores acs2f y acs2r.
acs2f: AACTGCAGAAAATGACAATCAAGGAACATAAAGTAGTTTATGAAGCTCA (SEQ ID NO: 49)
acs2r: ACGTCGACTATTTCTTTTTTTGAGAGAAAAATTGGTTCTCTACAGCAGA (SEQ ID NO: 50)

Este fragmento de PCR se corta con las enzimas de restriccion Pstl y Sall y se liga al fragmento del promotor PGK1
cortado con Spel y Pstl (colleccion C5YeastCompany) y el fragmento del terminador PGI1 cortado con Xhol y BsiWI
(colleccion C5YeastCompany). Este fragmento combinado se somete a PCR con cebadores especificos de promotor
y terminador y se clona en el vector topo Blunt (InVitrogen) dando el plasmido pACS2.

La construccion de expresion en exceso de ACS1 se corta de pACSI con las enzimas de restriccion Sall y BsiWlI, la
construccion de expresion en exceso de ACS2 se corta de pACS2 con las enzimas de restriccion Spel y BsiWlI, el
marcador KanMX se corta con BspEl y Xbal (colleccion de plasmidos C5YeastCompany). Estos fragmentos se ligan
al plasmido pRS306 + 2mu ORI (colleccion de plasmidos C5Yeast company) cortado con BspEl y Xhol dando el
plasmido final pRN753 (SEQ ID NO: 51). Este plasmido se usa para transformar cepas de levadura como se indica
en la Tabla 4 y los transformantes se seleccionan con resistencia a G418. La expresion en exceso se verifica por
gPCR. Un plasmido alternativo que puede usarse para la expresion en exceso de ACS1 y ACS 2 es pRN500
(SEQ ID NO: 20).

Expresién de adhE de E. coli, ADH2 de E. histolytica o mphF de E. coli

Se afiaden el promotor PGK1 (Spel-Pstl) y la secuencia terminadora ADH1 (Aflll-Notl) a los fragmentos sintéticos
optimizados en codones y se clonan en pRS303 con 2y ori cortado con Spel y Notl y la construccion de expresion se
clona en este vector. La expresién se verifica por q°PRC. Secuencias optimizadas en codones para mphF de E. coli
(SEQ ID NO: 2), adhE de E. coli (SEQ ID NO: 4) y ADH2 de E. histolytica (SEQ ID NO: 6) son como se indican en el
listado de secuencias.

Para la expresion del gen mhpF de E. coli, se ligaron un fragmento de promotor PGK1 de levadura (Spel-Pstl) y un
fragmento de terminador ADH1 (Aflll-Notl) (ambos de la coleccion de plasmidos de Nedalco) sobre el fragmento
sintético optimizado en codones que codifica mhpF de E. coli (SEQ ID NO: 2). Se corté pRS 303 con 2y ori (=
pRN347, coleccion de plasmidos de Royal Nedalco) con Spel y Nofl y la construccion de expresion de mhpF se
cloné en este vector para producir pPRN558 (SEQ ID NO: 29).

Para la expresion del gen adhE de E. coli, un fragmento sintético optimizado en codones que codifica adhE de E. coli
(SEQ ID NO: 4) se corta con Xbal y Afill y se liga en pRN558 cortado con Xbal y Affll (que sustituye al gen mhpF de
E. colien pRN558) para producir pPRN595 (SEQ ID NO: 30).

Para la expresion de adh2 de Entamoeba histolytica, un fragmento sintético optimizado en codones que codifica
adh2 de E. histolytica (SEQ ID NO: 6) se corta con Xbal y Aflll y se liga en pRN558 cortado con Xbal y Afill (que
sustituye el gen mhpF de E. coli en pRN558) para producir pPRN596 (SEQ ID NO: 31).

pRN595 se usa para la construccion adicional de pPRN957 y pRN977 (véase mas adelante). Es evidente que pRN558
y pPRN596 pueden usarse de la misma forma, sustituyendo asi la expresion de adhE de E. coli con mhpF de E. colio
adh2 de E. histolytica, respectivamente.

Expresién de gldA de E. coli

La construccion para la expresion en levadura de gldA de E. coli se hizo ligando una fragmento de promotor ACT1
de levadura (cortado con las enzimas de restriccion Spel y Pstl), un ORF sintético (SEQ ID NO: 21), que codifica
gldA de E. coli (cortado con Pstl en BssHIl) y un fragmento de terminador CYC1 de levadura (cortado con BssHIl y
BsiWI) juntos en pCRII blunt (Invitrogen) para dar pRNgldA (SEQ ID NO: 28).

Expresién en exceso de DAK1

Se realiza PCR en ADN gendmico de S. cerevisiae con cebadores que introducen un sitio Xbal 5' de ATG y un sitio
Sall 3' de TAA para producir el fragmento de SEQ ID NO: 22. Un fragmento de ADN que comprende el promotor
TPI1 de S. cerevisiae se liga en la direccion 5' de ORF de DAK1 y el fragmento de ADN que comprende el fragmento
de terminador PGI1 de S. cerevisiae se liga en la direccion 3' de ORF de DAK1 para producir pRNDAK
(SEQ ID NO: 38).
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Expresién de dhaK de C. freundii

La construccion para la expresion en levadura de dhaK de Citrobacter freundii se hizo ligando el fragmento de
promotor TPI1 de levadura (cortado con las enzimas de restriccion Xhol y Xbal), un ORF sintético (SEQ ID NO: 26),
que codifica dhaK de C. freundii (cortado con Xbal y Sall) y un fragmento de terminador PGI1 de levadura (cortado
con Xhol y BsiWI) juntos en pCRII blunt (Invitrogen) para dar pRNdhaK (SEQ ID NO: 27).

Expresién en exceso de GUP1

Se realiza PCR en ADN gendmico de S. cerevisiae con cebadores que introducen un sitio Hindlll 5' de ATG y un sitio
BamHI 3' de TAA para producir el fragmento de SEQ ID NO: 23. Un fragmento de ADN que comprende el promotor
TDH3 de S. cerevisiae se liga en la direccion 5' de ORF de GUP1 y el fragmento de ADN que comprende el
fragmento de terminador CYC1 de S. cerevisiae se liga en la direccion 3' de ORF de GUP1.

Expresién en exceso de FPS1

Se realiza PCR en ADN gendmico de S. cerevisiae con cebadores que introducen un sitio Nsil 5' de ATG y un sitio
BamHI 3' de TAA para producir el fragmento de SEQ ID NO: 24. Un fragmento de ADN que comprende el promotor
de ADH1 (medio) de S. cerevisiae se liga en la direccion 5' de ORF de FSP1 y el fragmento de ADN que comprende
el fragmento de terminador CYC1 de S. cerevisiae se liga en la direccion 3' de ORF de FSP1.

Construcciéon de pPRN347 vy la cepa de levadura RN1151

Se construye pRN347 clonando el origen de replicacion 2u (que se amplificé por PCR a partir de pYES2) en pRS303
(con el gen HIS3 para complementacion). RN1041 se transforma con el plasmido pRN347 para producir la cepa
RN1151.

Cepas que expresan gldA de E. coliy dhaK de C. freundii o que expresan en exceso DAK1

Para la construccion de pRN957, la construccion de expresion gldA de E. coli se corta del plasmido pRNgIdA con las
enzimas de restriccion Spel y BsiWI. La construccion de expresion de dhaK de C. freundii se corta del plasmido
pRNdhaK con las enzimas de restriccion BsiWI y Xhol. Estos fragmentos se ligan en el plasmido pRN595 cortado
con las enzimas de restriccion Spel y Sall dando pRN957 (SEQ ID NO: 37).

Para la construccion de pRN977, la construccion de expresion gldA de E. coli se corta del plasmido pRNgIdA con las
enzimas de restriccion Spel y BsiWI. La construccion de expresion de DAK1 se corta del plasmido pRNDAK con las
enzimas de restriccion BsiWI y Xhol. Estos fragmentos se ligan al plasmido pRN595 cortado con las enzimas de
restriccion Spel y Sall dando pRN977 (SEQ ID NO: 39).

Los plasmidos pRN957 y pRN977 se usan para transformar RN1041, RN1197, RN1198 y RN1199 para dar cepas de
levadura como se indica en la Tabla 4.
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3. Fermentaciones andxicas en medio de extracto de levadura-peptona estéril con cepas construidas en presencia y
ausencia de glicerol y o acido acético

Se obtuvo la prueba del principio de reduccion simultanea de acido acético y oxidacion de glicerol usando un medio
que contenia 1% de extracto de levadura y 1% de peptona. Los experimentos se realizaron en cultivo de
quimiostato (1 litro de volumen de trabajo) a D = 0,05 h™ y el pH se mantuvo a 5,5 por adicién automatica de o bien
KOH o bien H2SO4. Se anadieron glucosa (50 g/l) y xilosa (50 g/l) como fuente de carbono y de energia al medio de
extracto de levadura-peptona. Para estos experimentos que demuestran la prueba del principio, no se incluyé
arabinosa. Donde fuera relevante, se afiadié acido acético al medio de extracto de levadura-peptona a 4 g/l y glicerol
a 10 g/l. La temperatura se mantuvo a 32 °C.

Se preparan precultivos de cepas inoculando un cultivo de reserva de glicerol congelado de la levadura en un medio
YP (extracto de levadura al 1 % en p/v y peptona al 1 % en p/v) con adicidon de cada uno de los azlcares glucosa y
xilosa (cada uno al 1 % p/v) a 32°C y pH 5,5. Después de 24 h de incubacion en condiciones d6xicas en matraces
oscilantes, se usan 50 ml de este cultivo para inocular los cultivos de quimiostato.

En el estado estacionario de las fermentaciones (cambios de 5 volimenes), se tom6 una muestra para el analisis del
consumo de azucar (glucosa y xilosa), consumo de acido acético y metabolito (etanol y glicerol). Se monitorizan las
concentraciones de etanol, glicerol y acido acético por analisis de HPLC. Para determinar el consumo de azucar, se
determinan glucosa y xilosa por analisis de HPAEC (Dionex).

La cepa RN1151 no es capaz de alcanzar una situacion de estado estacionario en el medio que contiene 4 g/l de
acido acético ni en presencia ni en ausencia de glicerol. Si no se afiade acido acético al medio, el organismo en el
estado estacionario consumié toda la glucosa y xilosa (quedando menos de 1 g/l). No se consumié glicerol, sino que
en su lugar se produjo.

Las cepas RN1200 y RN1201 se prueban similarmente en medios con acido acético y ya sea con o sin glicerol
afadido. Estas cepas rinden de forma claramente diferente de la cepa RN1151. En el medio que contiene glicerol,
los azucares glucosa y xilosa se consumen casi hasta la finalizacién (quedando menos de 1 g/l). Los niveles de
acido aceético disminuyen a 0,5 g/l y las concentraciones de glicerol al final de la fermentacion es 3 g/l en los tres
casos. Las cantidades de etanol producidas por las cepas RN1200 y RN1201 oscilaron entre 43 y 47 g/l en diversos
experimentos. En el medio que no contiene glicerol, pero que contiene 4 g/l de acido acético, no se obtuvo estado
estacionario estable. Las cepas no pueden crecer bajo estas condiciones. A partir de estos resultados, los presentes
inventores llegan a la conclusién de que la expresion de los genes gldA y adhE de E. coli en combinacion con la
regulacion por incremento de DAK1 o expresion de dhaK de C. freundii tiene un profundo efecto sobre el rendimiento
de las cepas. En presencia de glicerol, son capaces de consumir glicerol y acido acético,

Las cepas RN1202 a RN1207 son similares a las cepas RN1200 y RN1201, excepto por el hecho de que los genes
GPD1 y/o GPD2 han sido delecionados. En el medio que contiene 4 g/l de acido acético, los azucares glucosa y
xilosa son consumidos casi hasta la finalizaciéon (quedando menos de 1 g/l) si se afiade glicerol al medio como es el
caso para las cepas RN1200 y RN1201. Si no se afiade glicerol, no se obtiene el estado estacionario.

4. Fermentaciones andxicas con las cepas construidas en &acido acético que comprenden hidrolizados
lignocelulésicos en presencia o ausencia de glicerol

El hidrolizado de fibra de maiz contiene: glucosa (38 g/l), xilosa (28 g/l), arabinosa (12 g/l) y acido acético (4 g/l). Ha
sido preparado tratando fibras de maiz a 160 °C y a pH 3,0 durante 20 minutos, seguido de hidrdlisis enzimatica por
celulasas y hemicelulasas. Se afiadi6 acido acético a este hidrolizado produciendo una concentracion total de acido
acético en el hidrolizado de 10 g/l. El pH de este hidrolizado enriquecido en acido acético se restaur6 a pH = 4,5 por
la adicién de KOH. Se afiadio extracto de levadura a este hidrolizado para alcanzar una concentracion final de 5 g/l.
En todos los experimentos posteriores, se empled este hidrolizado enriquecido. El pH durante las fermentaciones se
mantuvo a 6,5 por adicion automatica de cualquiera de KOH o H2SO4.

Se preparan precultivos de cepas inoculando un cultivo de reserva de glicerol congelado de la levadura en un medio
YP (extracto de levadura al 1 % en p/v y peptona al 1 % en p/v) con adicién de cada uno de los azucares glucosa,
xilosa y arabinosa (cada uno al 1 % p/v) a 32 °C y pH 5,5. Después de 24 h de incubacién en condiciones oxicas en
matraces oscilantes, se usan 50 ml de este cultivo para inocular los cultivos de fermentador. Las fermentaciones se
realizan en una configuracion de fermentacion de lotes alimentados. El hidrolizado (ya sea con o sin glicerol afiadido
a 50 g/l) se bombea en el fermentador. Si no se afiadié glicerol, entonces se afiadieron 40 ml de agua. Durante las
primeras 6 horas, el caudal para el hidrolizado se establece a una velocidad de 5 ml por hora. Durante las siguientes
6 horas, el caudal se establece a 10 ml por hora. Posteriormente, durante otras 43 horas, el caudal se establece a 20
ml por hora. El volumen total al final de la fermentacién alcanza 1000 ml. Estas fermentaciones andxicas de lotes
alimentados se realizan a aproximadamente pH = 4,5 con agitacion suave a 100 rpm. La temperatura durante las
fermentaciones se establece a 32 °C. Para minimizar la infeccion, los hidrolizados se calientan durante 10 min a
105 °C antes de que se afiadan las fermentaciones y el antibiético kanamicina con una concentracion final de 50
pg/mi.
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Al final de las fermentaciones después de 55 h, se tomd una muestra para el andlisis del consumo de azucar
(glucosa, xilosa y arabinosa), consumo de acido acético y metabolito (etanol y glicerol). Se monitorizan las
concentraciones de etanol, glicerol y acido acético con el tiempo por analisis de HPLC. Para determinar el consumo
de azucar, se determinan glucosa, xilosa, y arabinosa por analisis de HPAEC (Dionex).

La cepa RN1151 (= RN1041 complementada con HIS3) se prueba en el hidrolizado ya sea con o sin glicerol
afadido. En ambos casos, la concentracion de glucosa al final de la serie de fermentacion (55 h) es 35 g/l, mientras
que la xilosa y arabinosa siguen a sus concentraciones iniciales de 28 y 12 g/l, respectivamente. Las cantidades de
etanol producidas son 2 g/l y el acido acético esta presente a 9,5 g/l. No se detecta consumo de glicerol en el
hidrolizado que contiene glicerol. La fermentacion de los azucares se detiene durante el transcurso de la operacion
de lotes alimentados debido a los niveles crecientes de acido acético. Inicialmente, no esta presente acido acético en
el fermentado, pero mientras que se bombea el hidrolizado que contiene niveles toxicos de acido acético, la
concentracion alcanza rapidamente niveles toxicos.

Las cepas RN1200 y RN1201 se prueban similarmente en hidrolizado ya sea con o sin glicerol afiadido. Estas cepas
rinden de forma claramente diferente a la cepa RN1151. En el hidrolizado que contiene glicerol, los azucares
glucosa, xilosa y arabinosa se consumen hasta la finalizacion. Los niveles de acido acético disminuyen a 2 g/l y las
concentraciones de glicerol al final de la fermentacion son 29,5 g/l en los tres casos. Las cantidades de etanol
producidas por las cepas RN1200 y RN1201 son 51,7 y 52,2 g/l, respectivamente. En el hidrolizado que no contuvo
glicerol, se consume considerablemente menos azucar. Los niveles de xilosa y arabinosa son invariables a 28 y
12 g/l, respectivamente. La glucosa se consume, pero a un grado limitado solo. Al final de la fermentacion, la
concentracion restante es 32 g/l en los tres casos, alcanzando el etanol una concentracion de 3 g/l. La concentracion
de acido acético disminuye a 9,1 g/l al final de la fermentacion, mientras que se produce algo de glicerol (menos de
0,5 g/l). A partir de estos resultados, los presentes inventores llegan a la conclusion de que la expresion de los genes
gldA y adhE de E. coli en combinaciéon con la regulacion por incremento de DAK1 o la expresion de dhaK de
C. freundii tiene un profundo efecto sobre el rendimiento de las cepas. En presencia de glicerol, son capaces de
consumir glicerol y acido acético, y producir etanol adicional (en comparacioén con la cepa RN1151). En ausencia de
glicerol, las cepas consumen algo de acido acético. Pero durante la fermentacion, el nivel de acido acético aumenta
a niveles toxicos.

Las cepas RN1202 a RN1207 son similares a las cepas RN1200 y RN1201, excepto por el hecho de que los genes
GPD1 y/o GPD2 han sido delecionados. En el hidrolizado que contiene glicerol, los azicares glucosa, xilosa y
arabinosa se consumen hasta la finalizacion como era el caso para la cepa RN1200. Los niveles de acido acético
disminuyen similarmente a aproximadamente 2 g/l y las concentraciones de glicerol al final de la fermentacion es
28 g/l en estos tres casos. Las cantidades de etanol producidas por las cepas RN1202, RN1203, RN1204, RN1205,
RN1206 y RN1207 son 51,6, 52,9, 52,1, 52,5, 53,1 y 52,3 g/l, respectivamente. En el hidrolizado que no contiene
glicerol, se consume considerablemente menos azucar. Los niveles de xilosa y arabinosa son invariables a 28 y
12 g/l, respectivamente. La glucosa se consume pero a un grado limitado solo. Al final de la fermentacion, la
concentracion restante en el hidrolizado no de glicerol para glucosa es 31 g/l en los tres casos, alcanzando el etanol
una concentracion de 3 g/l. La concentracion de acido acético disminuye a 9,1 g/l al final de la fermentacion,
mientras que se produce algo de glicerol (inferior a 0,5 g/l). A partir de estos resultados los presentes inventores
llegan a la conclusion de que la delecion de los genes GPD1 y/o GPD2 junto con las otras modificaciones en
RN1202, RN1203, RN1204, RN1205, RN1206 y RN1207 produce cepas que pueden realizar las reacciones
deseadas.

Materiales y métodos para los Ejemplos 5-8

Técnicas generales de biologia molecular

A menos que se indique lo contrario, los métodos usados son técnicas bioquimicas estandar. Ejemplos de libros de
texto de metodologia general adecuados incluyen Sambrook et al., Molecular Cloning, a Laboratory Manual (1989) y
Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology (1995), John Wiley & Sons, Inc.

Medios

Los medios usados en los experimentos fueron o bien medio YEP (10 g/l de extracto de levadura, 20 g/l de peptona)
o bien medio YNB sélido (6,7 g/l de base de nitrogeno de levadura, 15 g/l de agar), complementados con azucares
como se indica en los ejemplos. Para el medio YEP solido, se afiadié 15 g/l de agar al medio liquido antes de la
esterilizacion.

En los experimentos de AFM, se usd medio mineral. La composicion del medio mineral se ha descrito por Verduyn et
al. (Yeast (1992), Volumen 8, 501-517) y se complementé con 2,325 g/l de urea y azlcares como se indica en los
ejemplos.

Transformacion de células de levadura

La transformacion de levadura se hizo segun el método descrito por Schiestl y Gietz (Current Genetics (1989),
Volumen 16, 339-346).
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PCR de colonias

Se extrajo ADN genomico de colonias de levadura individuales para PCR segun el método descrito por Looke et al.
(BioTechniques (2011), Volumen 50, 325-328).

Procedimiento de AFM

El monitor de fermentacion de alcohol (AFM; Halotec, Veenendaal, Los Paises Bajos) es un birreactor en paralelo de
laboratorio robusto y facil de usar que permite comparaciones precisas de velocidades de conversion de carbono y
rendimientos para seis fermentaciones anaerobias simultaneas.

El cultivo de partida del experimento de AFM contuvo 50 mg de levadura (peso seco). Para determinar esto, se hizo
una curva de calibracién de la cepa RN1041 de biomasa frente a DO700. Esta curva de calibracion se uso6 en el
experimento para determinar el volumen de cultivo celular necesario para 50 mg de levadura (peso seco).

Antes del inicio del experimento de AFM, se cultivaron precultivos como se indica en los ejemplos. Para cada cepa
se midid la DOyq y se inocularon 50 mg de levadura (peso seco) en 400 ml de medio mineral (Verduyn et al. (Yeast
(1992), Volumen 8, 501-517), complementado con 2,325 g/l de urea y azicares como se indica en los ejemplos.

Ensayo de actividad de glicerol deshidrogenasa

El método para la determinacion del ensayo de actividad de glicerol deshidrogenasa fue adoptado de Lin y
Magasanik (1960) J Biol Chem, 235:1820-1823.

Tabla 5: Condiciones de ensayo

Tampon carbonato/bicarbonato 1,0 M a pH 10 800 pl
Sulfato de amonio 1,0 M 33 ul
NAD+ 0,1 M 33 pl
Extracto libre de células 5ul

Se prepar6 extracto libre de células recogiendo células por centrifugacion. Las células se recogieron en la fase
exponencial. El sedimento de células se lavé una vez con tampén carbonato/bicarbonato 1 M (pH 10) y se prepard
un extracto libre de células en el mismo mediante la adicion de perlas de vidrio y agitando con vortex a velocidad
maxima durante intervalos de 1 minuto hasta que las células se rompieron. Lo Ultimo se comprobd
microscépicamente.

Experimentos en matraz oscilante

Se realizaron experimentos anaerobios en matraz oscilante como se indica en los ejemplos. Los experimentos
tipicos usan matraces Erlenmeyer de 100 ml con 25 ml de medio. Con el fin de garantizar las condiciones
anaerobias, el matraz se cerré con un cierre hidraulico. Para cada momento de tiempo, se inoculé un matraz
oscilante separado, omitiendo asi la aireacion durante el muestreo.

Cepas
La cepa parental usada en los experimentos descritos en los Ejemplos 5 a 8 es RN1041.
RN1041 se ha descrito en el documento WO 2012067510. Esta cepa tiene el siguiente genotipo:

MAT a, ura3-52, leu2-112, his3::loxP, gre3::loxP, loxP-pTPI1::TAL1, loxP-pTPI1::RKI1, loxP-pTPI1-TKL1, loxP-
pTPI1-RPE1, delta::.pADH1-XKS1-tCYC1-LEU2, delta:: URA3-pTPI1-xylA-tCYC1

MATa = tipo de apareamiento a

Mutaciones ura3-52, leu2-112, HIS3::loxP en los genes URA3, LEU2 y HIS3, respectivamente. La mutacion
ura3-52 esta complementada por el gen URA3 en la construccion de expresion en exceso de xylA; la mutacion
leu2-112 esta complementada por el gen LEU2 en la construccion de expresion en exceso de XKS7. La
delecion del gen HIS3- produce una auxotrofia a la histidina. Por este motivo, RN1041 necesita histidina en el
medio para el crecimiento.

gre3::loxP es una delecion del gen GRE3, que codifica aldosa reductasa. El sitio loxP se deja atras en el
genoma loxP después de la eliminaciéon del marcador.
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loxP-pTPI1 designa la expresion en exceso de genes de, descritos en los experimentos en el presente
documento, la via de pentosa fosfato no oxidativa por sustitucion del promotor nativo por el promotor del gen
TPI1. El sitio loxP en la direccion 5' del promotor TPI1 constitutivo fuerte sigue en el genoma después de la
eliminacion del marcador (Kuyper et al, FEMS Yeast Research 5 (2005) 925-934).

delta:: significa integracion cromosémica de la construccion después de la recombinacién en las repeticiones
terminales largas del retrotransposoén Ty1.

Ejemplo 5

Construccion de cepas

Se construyeron las siguientes cepas:

Tabla 6: Cepas construidas

RN1041 Cepa parental (véase anteriormente)
RN1067 RN1041 gpd1::hphMX

RN1068 RN1041 gpd2::natMX

RN1069 RN1041 gpd1::hphMX gpd2::natMX
RN1186 RN1041 + pRN977

RN1187 RN1067 + pRN977

RN1188 RN1068 + pRN977

RN1189 RN1069 + pRN977

La delecion del gen GPD1 (gpd1) y/o el gen GPD2 (gpd?2) se produjo como se describe en el Ejemplo 2.

Las cepas RN1041, RN1067, RN1068 y RN1069 se transformaron con el plasmido pRN977. Este plasmido contiene
las siguientes caracteristicas: el gen HIS3 para la seleccidon de transformantes, el origen de replicacion 2y, el
marcador de resistencia a ampicilina para la seleccion en E. coli, el gen adhE de E. coli bajo el control del promotor
PGK1 y el terminador ADH1, el gen DAK1 de S. cerevisiae bajo el control del promotor TPI/1 y el terminador PGI1 y
el gen gldA de E. coli, bajo el control del promotor ACT1 y el terminador CYC1. Todos los promotores y terminadores
son de S. cerevisiae. La secuencia de plasmido pRN977 se explica en SEQ ID NO: 39.

Después de la transformacion de cepas RN1041, RN1067, RN1068 y RN1069, cepas clinicas de colonias
individuales se sometieron a analisis por PCR de colonias, con el fin de comprobar la presencia de pRN977 de
plasmido. Se selecciond una colonia representativa de cada transformacion para experimentacion adicional. Estas
cepas seleccionadas se designan RN1186, RN1187, RN1188 y RN1189.

Similarmente, se generaron transformantes con las siguientes especificaciones:

Tabla 7: transformantes

RN1190 RN1041 + pRN957
RN1191 RN1067 + pRN957
RN1192 RN1068 + pRN957
RN1193 RN1069 + pRN957

El plasmido pRN957 es similar a pRN977; sin embargo, el gen DAK1 de S. cerevisiae se ha sustituido por el gen
dhaK de Citrobacter freundii. La secuencia de este plasmido, pRN957, se explica en SEQ ID NO: 37.

Como cepa de control, se transformo la cepa RN1041 con el plasmido pRN595 (RN1041+pRN595). Este plasmido,
pRN595, es similar a pRN977; sin embargo, carece de los genes gldA y DAK1. La secuencia de plasmido pRN595
se explica en SEQ ID NO: 30.
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Ejemplo 6

Experimentos en matraz oscilante

Se probd el rendimiento de las cepas construidas en un experimento anaerobio en matraz oscilante. Para este fin,
las células se cultivaron previamente en medio mineral (Verduyn) complementado con glucosa como fuente de
carbono. Los cultivos se incubaron durante la noche en un agitador rotatorio a 280 rpm y 30 °C.

Se tomo una alicuota de las células de los cultivos durante la noche para inoculacién de los cultivos anaerobios. La
cantidad de células fue tal que el cultivo anaerobio tuvo una densidad 6ptica inicial a 600 nm de aproximadamente
0,1.

Composicion de carbono del medio mineral: 2,5 % de glucosa, 2,5 % de xilosa, 1 % de glicerol y 2 g/l de HAc. El pH
se ajusté a pH 4,5. Los matraces oscilantes se cerraron con un cierre hidraulico con el fin de garantizar condiciones
anaerobias. Para cada momento de tiempo, se inoculé un matraz separado.

Los resultados del aumento neto o disminucién de glicerol, después de 94 horas de fermentacion, y el consumo de
HAc, se indican en la tabla a continuacion.

Tabla 8: Consumo de glicerol y HAc, y valores de produccion de etanol por cepa

Cepa Aumento neto (+) o disminucion | Consumo de HAc (en | Titulo de etanol (en
(-) de glicerol (en gramos/litro) gramos/litro) gramos por litro)
RN1041 | + 1,47 0,24 23,28
RN1186 | - 1,20 0,99 25,32
RN1187 | - 1,52 0,99 23,76
RN1188 | - 0,80 0,97 25,01
RN1189 | - 0,86 0,89 24,85
RN1190 | - 0,47 0,71 24,38
RN1191 | - 0,80 0,93 24,77
RN1192 | + 0,93 0,29 23,60
RN1193 | - 0,84 0,92 24,93

La cepa indicada en la Tabla 8 como RN1041 se transformé con el plasmido pRS323, un vector de clonacién
estandar que contiene el gen HIS3 y un origen de replicacion 2, complementando asi la autotrofia a la histidina.

Los resultados muestran:

- RN1041 produce glicerol, que tiene sentido ya que tanto los genes GPD1 como GPD2 son activos y gldA y
DAK1 no se expresan en exceso. Como adhE no se expresa en esta cepa, el consumo de HAc es bajo.

- Las cepas RN1186 a RN1189 muestran consumo de glicerol y HAc, produciendo un aumento del titulo de etanol
en comparacion con RN1041.

- Los experimentos con los transformantes RN1190, RN1191 y RN1193 muestran los mismos resultados, es
decir, consumo de glicerol y acetato, sin embargo a un grado ligeramente menor. También aqui, el titulo de
etanol es mas alto en comparacién con RN1041. El resultado de la cepa RN1192 es un artefacto, ya que la
caracterizacion posterior mostré que esta cepa habia perdido su plasmido pRN957.

La expresion en exceso de tanto una dihidroxiacetona cinasa homdloga como heterdloga, en combinacién con la
expresion en exceso de gldA y adhE, produce un consumo simultaneo de acetato y glicerol en condiciones
anaerobias.
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Ejemplo 7
Experimentos de AFM

Se repitidé el experimento descrito en el Ejemplo 6 en una configuracion ligeramente diferente, es decir, el AFM
(monitor de fermentacion alcohdlica), que permite la determinacion de dioxido de carbono en linea, durante el
experimento.

Las cepas probadas fueron RN1041, RN1041+pRN595, RN1186, RN1187, RN1188 y RN1189. La cepa RN1041 se
transformé con el plasmido pRS323, un vector de clonacidon estandar que contiene el gen HIS3 y un origen de
replicacién 2u, complementando asi la autotrofia a la histidina.

Las cepas se precultivaron durante la noche en medio mineral con 2 % de glucosa como fuente de carbono, en un
agitador rotatorio a 280 rpm y 30 °C.

Las células se recogieron y se empez6 un experimento de AFM como se ha descrito anteriormente.
Se tomaron muestras a intervalos regulares y se determinaron azucares, etanol, glicerol y HAc por HPLC.
Los resultados se muestran en la tabla a continuacion.

Tabla 9: Consumo de glicerol y HAc, y valores de produccion de etanol por cepa en el tiempo = 112 horas.

Cepa Aumento neto (-) o disminucién (+) de | Consumo de  HAc | Produccion de etanol
glicerol (gramos por litro) (gramos por litro) (gramos por litro)
RN1041 +1,4 0,1 24,0
RN1041+pRN595 | + 1,1 0,4 241
RN1186 -0,3 0,7 25,5
RN1187 -1,2 1,0 25,5
RN1188 -0,3 0,7 25,2
RN1189 -1,1 1,0 25,6

La evolucion de los niveles de glicerol y HAc en el tiempo se muestran en las Figuras 1y 2.

Las cepas RN1041 y RN1041+pRN595 estan mostrando una produccion neta de glicerol. Las cepas RN1186 y
RN1188 estan mostrando inicialmente produccion de glicerol; sin embargo, después de aproximadamente 24 a 32
horas, comenzé el consumo de glicerol y continué hasta que al final se observé consumo neto de glicerol.

Las cepas RN1187 y RN1189 no presentan la produccion de glicerol inicial, como se observa con RN1186 y
RN1188. Después de 24 horas, comienza el consumo de glicerol. El consumo de glicerol es significativamente mas
alto en estas cepas en comparacion con RN1186 y RN1188. Estos resultados indican que la delecion del gen GPD1
produce mayor consumo de glicerol que la delecién del gen GPD2.

La cepa RN1041+pRN595 esta mostrando un mayor consumo de HAc que la cepa de referencia RN1041. RN1186 y
RN1188 estan presentando un mayor consumo de HAc que RN1041+pRN595. Este resultado indicd que el consumo
de glicerol potencio el consumo de HAc. Este efecto es incluso mas fuerte en las cepas RN1187 y RN1189.

Ejemplo 8

Ensayo de actividad de glicerol deshidrogenasa

Se prepararon extractos libres de células (CFE) de la cepa RN1041 y RN1190 como se ha descrito anteriormente.
Se realiz6 el ensayo de actividad de glicerol deshidrogenasa, adoptado del protocolo de Lin y Magasanik (1960) J
Biol Chem, 235:1820-1823. Los resultados se muestran en la tabla a continuacion.
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Tabla 10: Ensayo de actividad de glicerol deshidrogenasa

Muestra Cofactor Aumento en A340/min
RN1041 5 pl de CFE NAD+ 0,00
RN1190 5 pl de CFE NAD+ 0,02
RN1041 20 pl de CFE NAD+ 0,00
RN1190 20 pl de CFE NAD+ 0,09
RN1041 5 pl de CFE NADP+ 0,00
RN1190 5 pl de CFE NADP+ 0,00
RN1041 20 pl de CFE NADP+ 0,00
RN1190 20 pl de CFE NADP+ 0,00

La cepa indicada en la Tabla 10 como RN1041 se transformé con el plasmido pRS323, un vector de clonacion
estandar que contenia el gen HIS3 y un origen de replicaciéon 2u, complementando asi la auxotrofia a la histidina.

Estos resultados indican que: a) gldA de E. coli, expresado en RN1190, es dependiente de NAD+, y b) que el
aumento en la cantidad de CFE produjo un aumento proporcional de la velocidad de conversion de NAD+, y de ahi
de glicerol en dihidroxiacetona.
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Phe

His

Arg

750

Tyr

Leu

Leu

Ser

Asp

830

Pro

Tyr

Ala

Val

€55

Ser

Pro

val

Leu

Ile

135

Tyr

Asp

Gly

Leu

Ile

815

Lys

Arg

Tyr

Ala

Thr

Asp

Ala

His

Gly

720

Pro

Asn

Arg

Leu

Ala

800

Arg

Leu

TYyTr

Gly

Pro

880



<220>

ES 2 648 865 T3

<223> adhE sintético optimizado en codones

<400>

4

tctagaaaat
aggctcaaag
ctgetttgge
gtatgggtat
acgcttacaa
tcaccatcge
ctaccgetat
cacacccaag
tegetgoetgyg
ctaacgottt
tggttaaggce
cagttgttat
agaccttcga
tttacgacgc
aattgaaggc
gtcaaccage
tattgategg
cteccaacctt
agttggttge
aaccagctag
cccecagette
ccttgggttg
tgatcaacaa
aatctatcta
gtcacaagag

aaatcaccte

ggctgttace
agaatacget
tgctgetgac
cgttgaagac
ggacgaaaag
tgaaccaatc
cttecaagtcet
agctaaagac
tgctcocaaag
gatgcaccac
tgettactet
cgacgaaace
caacggtgtt
tgttagagaa
tgttcaagac
ttacaagatce
tgaagttace
ggctatgtac
tatgggtggt
agtttettac
tcaaggtggt
tggttcttgg
gaagaccgtt
cttcagaaga
agcetttgate

tgttttgaag

aacgttgectg
tcotttcacce
gctagaatce
aaggttatca
acctgtggtg
ggtatcatct
ttgatctett
gctaccaaca
gacttgatcg
ccagacatca
taetggtaage
gctgacatca
atctgtgctt
agattcgcta
gttatcttga
gctgaattag
gttgttgacyg
agagctaagg
attggtcaca
tteggtcaaa
atcggtgact
ggtggtaact
gctaagagag
ggttctttge
gttaccgaca

gctgetggtg

aattgaacge
aagaacaagt
cattggctaa
agaaccactt
ttttgtcaga
gtggtatcgt
tgaagaccag
aggetgetga
gttggatega
acttgatett
cagctategg
agagagcetgt
ctgaacaatc
cccacggtgg
agaacggtgc
ctggtttete
aatctgaacc
acttcgaaga
cctettgttt
agatgaagac
tgtacaactt
ctatctctga
ctgaaaacat
caatcgecttt
gattcttgtt

ttgaaaccga

39

tttggttgaa
tgacaagatc
gatggeotgtt
cgettetgaa
agacgacacc
tccaaccace
aaacgctatc
catcegttitg
ccaaccatet
ggctaceggt
tgttggtgot
tgetteotgtt
tgttgttgtt
ttacttgttg
tttgaacgct
tgttcacagaa
attcgeotcac
cgctgttgaa
gtacaccgac
cgctagaate
caagttgget
aaacgttggt
gttgtggcac
ggacgaagtt
caacaacggt

agttttette

agggttaaga
ttcagagetyg
gctgaatctg
tacatctaca
ttcggtacea
aacccaacct
atcttctete
caagctgcta
gttgaattgt
ggtecaggta
ggtaacaccce
ttgatgtcta
gttgactctg
caaggtaagg
gctatcgttg
aacaccaaga
gaaaagttgt
aaagctgaaa
caagacaacce
ttgatcaaca
ccatctttga
ccaaagcact
aagttgccaa
atcaccgacg
tacgectgace

gaagttgaag

60

120

1380

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560
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ctgacccaac
acgttatcat
tgtacgaaca
agagaatcta
cctectggtac
aaaagtacce
tggttatgga
ctatggaagc
ctttgaagtt
ttgctagaga
tettgggtgt
gtttggctaa
ccaagcaaac
tcgetgacca
tgttggcttg
ctggtgttea
acgaccaatg
tgttggacac

ctgctecage

cttgtectate
cgetttgggt
cccagaaace
caagttccca
cggttctgaa
attggetgac
catgocaaaqg
ttacgtttet
gttgaaggaa
aagagttcac
ttgtcactect
cgcetttgttyg
cgetttetet
cttgggtttyg
gttggaaacc
agaagctgac
taccggtget
ctactacggt

taaggectgaa

ES 2 648 865 T3

gttagaaagg
ggtggttctc
cacttcgaag
aagatgggtg
gttaccccat
tacgcetttga
totttgtgtyg
gttttggcett
tacttgcecag
tetgectgceta
atggctcaca
atctgtaacg
caatacgaca
tectgeteocag
ttgaaggctg
ttettggeta
aacccaagat
agagactacg

aagaaggcta

<210>5
<211> 870
<212> PRT

<213> Entamoeba histolytica

<400> 5

Met Ser Thr Gln
1

val Arg Lys Ala
20

Thr Gln Glu Lys
35

Leu Asp Gln His
50

Gln
5

Thr Met

Gln val ala

Ile Asp Tyr

Cys Ala Leu
55

gtgctgaatt
caatggacgce
aattggettt
ttaaggctaa
togetgttgt
ccecagacat
cttteggtgg
ctgaattctce
cttcttacca
ccatcgetgg
agttgggttc
ttatcagata
gaccacaagc
gtgacagaac
aattgggtat
acgttgacaa
acccattgat
ttgaaggtga

agaagtctge

Thr Val Asp

Leu Lys Glu

25

Ile Val
40

Lys

Ala Ala Ala

40

ggctaactct
tgctaagatc
gagattcatg
gatgatcget
taccgacgac
ggctategtt
tttggacget
tgacggtcaa
cgaaggttct
tatcgettte
tcaattecac
caacgctaac
tagaagaaga
cgetgeaaag
cccaaagtct
gttgtetgaa
ctctgaattg
aaccgetget

ttagcttaag

ttcaagccag
atgtgggtta
gacatcagaa
gttaccacca
gctaccggtce
gacgctaact
gttacceacyg
gctttgeaag
aagaacccag
gctaacgett
atcccacacyg
gacaacccaa
tacgctgaaa
atcgaaaagt
atcagagaag
gacgettteg
aagcaaatct

aagaaggaag

Glu

Tyr

Lys

Ala

Hisg

Leu

Ala

val
&0

Ile Asn Gln Leu
15

Lys Pro Glu Tyr

30

Ser Vval
45

Ala Ala

Glu Glu Thr Gly

1620

1680

1740

1800

1860

1320

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2690



Arg

65

His

Val

Val

Lys

His

145

Asp

Glu

Val

Tyr

Thr

225

Val

Ala

Lys

Glu

Ala
305

Gly

Val

Asp

Cys

Ser

130

Pro

Ala

Phe

Ala

Ser

210

Tyr

Met

Ala

Thr

Lys

290

Arg

Ile

Thr

Pro

Gly

115

Leu

Ser

Ala

Gly

Thr

185

Ser

Ile

Ser

Ile

Leu

275

Phe

Leu

Phe

His

Leu

100

val

Ile

Ala

Ile

Gly

180

Ile

Gly

Glu

Lys

Ile

260

Gly

Met

Asn

Glu

Glu

Tyr

Thr

Ser

Leu

Ala

165

Ile

Leu

Lys

Lys

Ser

245

Asp

Ala

Phe

Pro

ES 2 648 865 T3

Asp

70

Met

Gly

Pro

Ile

Lys

150

Ala

Glu

Ala

Pro

Thr

230

Phe

Lys

Tyr

Gly

Lys
310

Lys

Arg

Ile

val

Lys

135

Cys

Gly

Ala

Thr

Ala

215

Cys

Asp

Glu

Phe

Val

295

Cys

Ala

His

Thr

Thr

120

Thr

Ser

Ala

Ser

Gly

200

Leu

Asn

Asn

Ile

Ile

280

Asn

Prc

Thr

Ala

Glu

105

Asn

Arg

Ile

Pro

Asn

185

Gly

Gly

Ile

Gly

Tyxr

265

Asn

Ala

Gly

41

Lys

Lys

30

Ile

Pro

Asn

Met

Glu

170

Lys

Asn

vVal

Lys

Met

250

Asp

Glu

Tyr

Met

Asn

75

Thr

Ala

Thr

Pro

Ala

155

Asn

Leu

Ala

Gly

Gln

235

Ile

Gln

Glu

Ser

Ser
315

Ile

Val

Glu

Ser

Ile

140

Ala

Cys

Met

Met

Ala

220

Ala

Cys

val

Glu

Ala

300

Pro

Phe

Gly

Pro

Thr

125

val

Lys

Ile

Asn

Val

205

Gly

Ala

Ala

val

Lys

285

Asp

Gln

Ala

Ile

Val

1190

Ala

FPhe

Ile

Gln

His

190

Lys

Asn

Asn

Ser

Glu

270

Ala

val

Trp

Cys

Ile

Gly

Ile

Ser

Val

Trp

175

Pro

Ala

Val

Asp

Glu

255

Glu

Lys

Asn

Fhe

Glu

80

Asn

Val

Phe

Phe

Arg

160

Ile

Gly

Ala

Pro

Val

240

Gln

Met

Leu

Asn

Ala
320



Glu

Val

Ser

Asp

Ala

385

Met

Ile

Gly

Leu

Phe

465

Leu

Met

Arg

Asp

Phe

545

aAla

Gln

Cys

Pro

Lys

370

Ile

Lys

Gly

Ser

Leu

450

Arg

Ala

Met

Arg

Pro

530

Gly

Ala

Val

Lys

Val

355

Ala

His

Ala

Ser

Tyr

435

Asn

Val

Glu

Tyr

Ser

515

Ser

Pro

Lys

Gly

Glu

340

Leu

Glu

Ser

Cys

Ile

420

Gly

Ile

Pro

Leu

Lys

500

Asn

Ile

Asp

Ile

Ile

325

Val

Ala

Ala

Asn

Arg

405

Tyr

Gly

Lys

Pro

Lys

485

Leu

Glu

Gln

Asn

Met
565

ES 2 648 865 T3

Lys

Gly

Ile

Met

Asp

390

Ile

Asn

Asn

Arg

Lys

470

Glu

Gly

val

Thr

Ile

550

Trp

Val

Pro

Leu

val

375

Lys

Leu

Tyr

Ser

Leu

455

Ile

Leu

Tyr

Glu

Val

535

Ile

Leu

Pro

Asn

Lysa

360

Glu

Ala

His

Ile

Val

440

Ala

Phe

Ser

val

Ile

520

Gln

Ala

Leu

Glu

Glu

345

Ala

Phe

Val

Asn

Trp

425

Ser

Asp

Fhe

Lys

Asp

505

Glu

Lys

Ile

Tyr

42

Asp

330

Pro

Glu

Asn

val

Thr

410

Pro

Ala

Arg

Glu

Ile

490

Arg

Ile

Gly

Gly

Glu
570

Cys

Leu

Asn

Gly

Glu

395

Pro

Ser

Asn

Arg

Pro

475

FPhe

val

Phe

Leu

Gly

555

His

Asn

Thr

Thr

Arg

380

Lys

Ser

Phe

Val

Asn

460

His

Ile

Met

Ile

Ala

540

Gly

Pro

Ile

Arg

Gln

365

Gly

Tyr

Ser

Thr

Thr

445

Asn

Ser

Val

Asp

Asp

525

Val

Ser

Glu

Ile

Glu

350

Asp

His

Ala

Gln

Leu

430

Tyr

Leu

Ile

Ser

val

510

val

Met

Ala

Ala

Cys

335

Lys

Gly

Ser

Leu

Gly

415

Gly

His

Gln

Arg

Asp

485

Leu

Glu

Asn

Met

nsp
575

Ala

Leu

Ile

Ala

Thr

400

Gly

Cys

Asn

Trp

Tyr

480

Arg

Lys

Pro

Thr

Asp

560

Phe



Phe

Phe

Ser

Glu

625

val

Ile

Val

val

Glu

705

Phe

Gly

Pro

Trp

Ala

785

Ala

Thr

Ala

Pro

Gly

610

Thr

Ala

Ala

Ser

Lys

690

Ala

Ala

Ala

His

Pro

770

Gln

Phe

Gly

Met

Thr

595

Thr

Gly

Ile

Asp

Val

675

Leu

Arg

Ser

Ala

Val

155

Lys

Met

Ala

Phe

Lys

580

Met

Gly

Lys

val

Thr

660

Met

Val

Glu

Ala

Phe

740

Ile

Tyr

Val

Lys

Lys

Gln

Gly

Ser

Lys

Asp

645

Gly

Ala

Phe

Lys

Phe

725

His

Arg

Asn

Gly

Ala

805

Lys

ES 2 648 865 T3

Lys

Lys

Glu

Tyr

€30

Pro

Leu

Asn

Glu

Met

710

Leu

Leu

Tyr

Fhe

Leu

730

Cys

Ala

Phe

Lys

Val

615

Pre

Met

Asp

Glu

Asn

695

His

Gly

Pre

Asn

Tyr

775

Lys

Glu

Asn

Ile

Ala

€600

Thr

Leu

Phe

Val

Tyr

680

Leu

Asn

Met

His

Gly

760

Lys

Cys

Glu

Ile

Asp

585

Arg

Pro

Ala

Thr

Leu

665

Thr

Leu

Ala

Asp

Gly

745

Gln

Ala

Asn

Leu

Asp

43

Leu

Leu

Phe

AsSp

Met

650

val

Asp

Lys

Ala

His

730

Arg

Lys

AsSp

Thr

Met

810

Glu

Arg

Ile

Ala

Tyr

€35

Ser

His

Gly

Ser

Thr

715

Ser

Cys

Pro

Gln

Pro

785

Lys

Ala

Lys

Cys

Val

620

Ser

Leu

Ala

Leu

Tyr

700

Ile

Met

val

Arg

Arg

780

Ala

Ala

Ala

Arg

Ile

605

Ile

Leu

Pro

Thr

Lla

685

Asn

Bla

Ala

Ala

Lys

765

Tyr

Glu

Thr

Trp

Ala

590

Pro

Ser

Thr

Lys

Glu

670

Arg

Gly

Gly

His

vVal

750

Leu

Met

Gly

Glu

Met

Phe

Thr

Asp

Pro

Arg

655

Ala

Glu

Asp

Met

Lys

735

Leu

Ala

Glu

Val

Thr

815

Ser

Lys

Thr

His

Ser

640

Ala

Tyr

Ala

Leu

Ala

720

Vval

Leu

Met

Leu

Glu

800

Ile

Lys
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820 825 830

Val Pro Glu Met Ala Leu Leu Ala Phe Glu Asp Gln Cys Ser Pro Ala
835 840 845

Asn Pro Arg Val Pro Met Val Lys Asp Met Glu Lys Ile Leu Lys Ala
850 855 860

Ala Tyr Tyr Pro Ile Ala
865 870

<210> 6
<211> 2627

<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> ADH2 sintético optimizado en codones

<400> 6

44



tctagaaaat
gaaaggctca
actacategt
ctgctgttga
cttgtgaaca
acccattgta
cagttaccaa
acccaatcgt
tcgttagaga
tcggtggtat
ctaccggtgg
ttggtgetgg
acgacgttgt
ctatcatega
acttcatcaa
actetgetga
ggttcgctga
gtaaggaagt
tcttgaaagc

acggtagagg

gtctaceccaa
agttgetttg
taagaaggct
agaaaccggt
cgttacccac
cggtatcace
cccaacctet
tttectettte
cgctgctate
cgaagcttct
taacgctatg
taacgttcca
tatgtctaag
caaggaaatc
cgaagaagaa
cgttaacaac
acaagttggt
tggtccaaac
tgaaaacacc

tcactetget

ES 2 648 865 T3

caaaccatga
aaggaatact
tctgttgetg
agaggtatct
gaaatgagac
gaaatcgctg
accgctatct
cacccatctg
gctgctggtyg
aacaagttga
gttaaggctg
acctacatcg
tetttegaca
tacgaccaag
aaggctaagt
getagattga
atcaaggtac
gaaccattga
caagacggta

gctatccact

ccgttgacga
tgaagccaga
ctttggacca
tcgaagacaa
acgctaagac
aaccagttgg
tcaagtcttt
ctttgaagtyg
ctccagaaaa
tgaaccaccc
catactcttc
aaaagacctg
acggtatgat
ttgttgaaga
tggaaaagtt
acccaaagtyg
cagaagactg
ccagagaaaa
tcgacaagge

ctaacgacaa

45

acacatcaac
atacacccaa
acactgtgcet
ggctaccaag
cgttggtate
tgttgtttgt
gatctctate
ttctattatg
ctgtatccaa
aggtgttget
tggtaagcca
taacatcaag
ctgtgettot
aatgaagacc
catgttcggt
tecaggtatg
taacatcatc
gttgtctcca
tgaagctatg

ggctgttgtt

caattagtta
gaaaagatcg
ttggctgctyg
aacatcttcg
atcaacgttg
ggtgttacec
aagaccagaa
gctgctaaaa
tggatcgaat
actatcttgg
gctttgggtg
caagctgcta
gaacaagctyg
ttgggtgett
gttaacgett
tetecacaat
tgtgctgttt
gttttggcta
gttgaattta

gaaaagtacg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

€00

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200
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ctttgaccat gaaggcttgt agaatcttgc acaacacccc atcttctcaa ggtggtatceg 1260
gttctatcta caactacatc tggccatctt tcaccttggg ttgtggttcot tacggtggta 1320
actctgttte tgctaacgtt acctaccaca acttgttgaa catcaagaga ttggctgaca 1380
gaagaaacaa cttgcaatgg ttcagagttc caccaaagat cttcttcgaa ccacactcta 1440
tcagatactt ggctgaattg aaggaattgt ctaagatctt catcgtttct gacagaatga 1500
tgtacaagtt gggttacgtt gacagagtta tggacgtttt gaagagaaga tctaacgaag 1560
ttgaaatcga aatcttcatc gacgttgaac cagacccatc tatccaaacc gttcaaaagg 1620
gtttggctgt tatgaacacc ttcggtccag acaacatcat cgctatcggt ggtggttctg 1680
ctatggacgc tgctaagatc atgtggttgt tgtacgaaca cccagaagct gacttctteg 1740
ctatgaagca aaagttcatc gacttgagaa agagagcttt caagttccca accatgggta 1800
agaaggctag attgatctgt atcccaacca cctctggtac cggttctgaa gttaccccat 1860
tcgctgttat ctctgaccac gaaaccggta agaagtacce attggctgac tactctttga 1320
ccccatctgt tgctatcgtt gacccaatgt tcaccatgtc tttgceccaaag agagctatceg 1980
ctgacaccgg tttggacgtt ttggttcacg ctaccgaage ttacgtttct gttatggceta 2040
acgaatacac cgacggtttg gctagagaag ctgttaagtt ggtttttgaa aacttgttga 2100
agtcttacaa cggtgacttg gaagctagag aaaagatgca caacgctgct accatcgctg 2160
gtatggcttt cgecttectget ttecttgggta tggaccactec tatggetcac aaggttggtg 2220
ctgctttceca cttgeccacac ggtagatgtg ttgetgtttt gttgecacac gttatcagat 2280
acaacggtca aaagccaaga aagttggcta tgtggcocaaa gtacaacttc tacaaggcetg 2340
accaaagata catggaattg gctcaaatgg ttggtttgaa gtgtaacacc ccagctgaag 2400
gtgttgaagc tttcgectaag gcttgtgaag aattgatgaa ggctaccgaa accatcaccg 2460
gtttcaagaa ggctaacatc gacgaagctg cttggatgtc taaggttcca gaaatggcett 2520
tgttggettt cgaagaccaa tgttctecag ctaacccaag agttcoccaatg gttaaggaca 2580
tggaaaagat cttgaaggct gcttactacce caatcgetta gettaag 2627

<210>7

<211> 367

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 7

Met Asp Arg Ile Ile Gln Ser Pro Gly Lys Tyr Ile Gln Gly Ala Asp
1 5 10 15

Val Tle Asn Arg Leu Gly Glu Tyr Leu Lys Pro Leu Ala Glu Arg Trp
20 25 30

46



Leu

Glu

Gly

65

Glu

Leu

Ile

Val

Asn

145

Pro

Phe

Gly

Thr

val

225

Ser

His

Glu

Val

Lys

50

Gly

Thr

Asp

Ala

Ile

130

Asn

Ala

Glu

Lys

Leu

210

val

Gly

Asn

Lys

Val

35

Ser

Glu

Ala

Thr

Pro

115

Tyr

Pro

Arg

Ala

Cys

195

Leu

Thr

val

Gly

val

Gly

Phe

Cys

Gln

Ala

100

Thr

Thr

Asn

Leu

Arg

180

Thr

Glu

Pro

Gly

Leu

260

Ala

Asp

Lys

Ser

Cys

g5

Lys

Ile

Asp

Met

Leu

165

Ala

Gln

Glu

Ala

Phe

245

Thr

Phe

ES 2 648 865 T3

Lys

Asp

Gln

70

Gly

Ala

Ala

Glu

Val

150

Ala

Cys

Ala

Gly

Leu

230

Glu

Ala

Gly

Phe

Ala

55

Asn

Ala

Leu

Ser

Gly

135

Ile

Ala

Ser

Ala

Glu

215

Glu

Ser

Ile

Thr

Val

40

Gly

Glu

Ile

Ala

Thr

120

Glu

Val

Gly

Arg

Leu

200

Lys

Arg

Gly

Pro

Leu

Leu

Leu

Ile

Leu

His

105

Asp

Phe

Asp

Ile

Ser

185

Ala

Ala

val

Gly

Asp

265

Thr

47

Gly

Val

Asp

Gly

90

Phe

Ala

Asp

Thr

Gly

170

Gly

Leu

Met

Ile

Leu

250

Ala

Gln

Phe

val

Arg

75

Ile

Met

Pro

Arg

Lys

155

As=p

Ala

Ala

Leu

Glu

235

Ala

His

Leu

Ala

Glu

60

Leu

Gly

Gly

Cys

Tyr

140

Ile

Ala

Thr

Glu

Ala

220

Ala

Ala

His

val

Gln

45

Ile

Arg

Gly

val

Ser

125

Leu

Val

Leu

Thr

Leu

205

Ala

Asn

Ala

Tyr

Leu

Ser

Ala

Gly

Gly

Pro

110

Ala

Leu

Ala

Ala

Met

190

Cys

Glu

Thr

His

Tyr

270

Glu

Thr

Pro

Ile

Lys

95

val

Leu

Leu

Gly

Thr

175

Ala

Tyr

Gln

Tyr

Ala

255

His

Asn

Val

Phe

Ala

80

Thr

Ala

Ser

Pro

Ala

160

Trp

Gly

Asn

His

Leu

240

Val

Gly

Ala
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<210> 8
<211> 584
<212> PRT

Pro

Leu

305

Lys

His

Leu

val

290

Pro

Met

Asn

val

275

Glu

Ile

Arg

Met

Glu

Thr

Ile

Pro
340

Ala Asp

355

Ile

Leu

val

325

Gly

Gln

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 8

Met

Lys

Lys

Gly

Gly

65

Thr

Gly

Gly

Ala

Ser

Gly

Ile

Gly

Met,

Lys

Val

Leu

Val

Ala

Phe

Leu

35

Gly

Leu

Gln

Leu

Ser

115

Ile

Lys

Ala

20

Phe

Ser

Ser

Ile

Leu

100

Ala

Gly

Ser

Leu

Arg

Gly

Gly

Leu

85

Ile

Glu

Asp

ES 2 648 865 T3

Glu

Ala

310

Ala

Gly

Tyr

Phe

Ala

Lys

His

Ala

70

Asn

VvVal

Arg

Asp

Thr

295

Gln

Glu

Ala

Gly

Glu

Asn

Thr

Glu

Val

Ala

Lys

Ala

Val

280

val

Leu

Ala

Thr

Gln
360

val

Pro

Asp

40

Pro

val

Ile

Asn

Arg

120

Ala

Ala

Asp

Ala

Pro

345

Arg

Thr

Ser

25

Ser

Thr

Gly

Arg

Tyr

105

Ala

Val

48

Ala

Ile

Cys

330

Asp

Phe

Asp

10

Ile

Asp

His

Glu

Leu

90

Thr

Leu

Gly

Leu

Lys

315

Ala

Gln

Leu

Pro

Thr

Lys

Ala

Ile

15

Val

Gly

Gly

Arg

Ser

300

Glu

Glu

val

Gln

val

Leu

Ile

Gly

Phe

Asn

Asp

Ile

Glu

285

His

Asp

Gly

Tyr

Glu
365

Asn

val

Ala

45

Phe

Ala

Glu

Val

Asn

125

Lys

Ala

val

Glu

Ala

350

Trp

Ser

Pro

30

Leu

Ile

Ser

Asn

Leu

110

Cys

Gly

val

Pro

Thr

335

Ala

Glu

Ser

15

Glu

Ile

Gly

Pro

Ala

95

His

Arg

Gly

Gly

Ala

320

Ile

Leu

Leu

Glu

Ser

Lys

Ser

80

Ser

Phe

Val

Met



Val

145

Gly

Ala

Ser

Asn

Val

225

Tyr

val

Gly

Asp

Gly

305

Leu

Ile

Trp

Asp

130

Gly

Ala

Lys

Leu

Glu

210

Lys

Met

Lys

Gly

Phe

290

Thr

Asn

Lys

Dro

Leu
370

Arg

Phe

val

Asp

1585

Lys

Val

Leu

Fhe

Val

275

Leu

Leu

Ala

Ser

Ile

355

Leu

Arg

Ala

Ala

180

His

Gln

Leu

Pro

Asp

260

Ser

1ys

Met

Thr

Val

340

Ala

His

Ala

Glu

165

Lys

Cys

Met

Asp

Lys

245

Glu

Asn

Glu

Thr

Lys

325

Leu

Asp

Asn

ES 2 648 865 T3

Leu

150

Glu

Ile

Lys

Glu

Pro

230

Leu

Asp

Phe

Asn

Ser

310

Ala

Asp

Phe

Glu

135

Ala

Tyr

Ile

Val

Leu

215

Ile

Leu

Asp

Val

Tyr

295

Phe

Thr

Leu

Glu

val
375

Gly

Ser

Asn

Pro

200

Gly

Pro

Asp

Glu

Ile

280

Asn

Asn

Lys

Lleu

lys

360

Thr

Thr

Ser

Asp

185

Gly

Met

Ser

Pro

val

265

Ser

Ile

Gly

Ala

Asn

345

Thr

Ala

49

Val

Lys

170

Agn

Arg

Gly

Thr

Asn

250

Val

Ser

Thr

Asn

Leu

330

Ala

Ser

Lys

Leu

155

Tyr

Leu

Lys

Ile

Glu

235

Asp

Leu

Ile

Pro

Gly

315

Gln

Phe

Ala

Ala

140

Val

Gly

val

Phe

His

220

Asp

Lys

Leu

Thr

val

300

Phe

Ser

Thr

Pro

Val
380

His

Leu

Thr

Glu

205

Asn

Leu

Asp

Val

Ser

285

Gln

Ser

Asp

Asn

Ser

365

Gly

Lys

Asp

Ile

130

Ser

Glu

Ile

Arg

Asn

270

Lys

Thr

Ile

Phe

Ala

350

val

Thr

Ile

Gly

175

Gly

Glu

Pro

Ser

Ala

2558

Asn

Thr

Ile

Thr

Glu

335

Pro

Asn

Tyr

Val

160

Thr

Ser

Leu

Gly

1ys

240

Phe

Leu

Thr

Ala

Leu

320

Glu

Gly

Asp

Asp
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<211> 591
<212> PRT

Phe

385

Lys

Asp

Len

Ser

Ser

465

Ser

Ile

Ser

Ser

Ser

545

Asp

Leu

Asp

Ser

Cys

Asp

Asp

450

Ile

Lys

Ala

Thr

Lys

530

Thr

Ser

Lys

Lys

Glu

Gly

Lys

435

Phe

Leu

Asp

Leu

Met

515

Asp

Ala

Ser

Gly

Phe

Pro

Tyr

420

Leu

Ile

Leu

Glu

Asp

500

Ile

Phe

Thr

Gln

val
580

Ala

His

405

Thr

Ser

Glu

Ser

Pro

485

Thr

Asp

Asn

Phe

Val

565

Gln

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 9

ES 2 648 865 T3

Glu

3%0

Ile

Leu

Lys

Gly

Gly

470

val

Leu

Ala

Lys

Glu

550

Glu

Ser

Trp

Thr

Val

Asp

Ser

455

Phe

Thr

Tyr

Leu

Ala

535

Ala

Asp

Ala

Met

Glu

Ala

Ser

440

Met

Ser

Lys

Lys

Glu

520

val

Lys

Pro

Leu

Lys

Leu

Gly

425

Leu

Gly

His

Glu

Tyr

505

Pro

Lys

Phe

Gly

Ser

Asp

410

Val

Ser

Gly

Gly

Ile

490

Thr

Phe

Ala

Gly

Ala
570

Gly

385

Agn

Lys

Gln

Thr

Leu

475

val

Lys

val

Ala

Arg

555

Val

Ala

Gln

Gly

Ala

Ser

460

Ile

Ala

Ala

Lys

Glu

540

Ala

Gly

Glu

Val

Ile

Val

445

Gly

Gln

Lys

Arg

Glu

825

Glu

Ser

Leu

Gln

Gly

Thr

430

Ala

Gly

Val

Ser

Lys

510

Phe

Gly

Tyr

Cys

Val

Asp

415

Glu

Gln

Leu

Cys

Leu

495

Gly

Thr

Ala

val

Glu
575

Ile

400

Gly

Asn

Ile

Tyr

Lys

480

Gly

Ser

Ala

Lys

Gly

560

Phe

Met Ser His Lys Gln Phe Lys Ser Asp Gly Asn Ile Val Thr Pro Tyr

1

5

50

10

15



Leu

Asp

Pro

His

65

Ala

Ala

Gly

Gly

Lys

145

Leu

Ala

Ile

Ala

Glu

225

val

Tyr

Leu

Arg

Lys

50

Ala

Ile

Val

Asp

Met

130

Lys

Val

Glu

Ala

Ile

210

Ser

Ser

val

Gly

Val

Val

Gly

Fhe

Glu

Ile

115

Lys

Lys

His

Val

Ala

195

Leu

Gly

Gln

Lys

Leu

20

Val

Ser

Phe

Ala

Ser

100

Ile

Val

Gly

Lys

Ala

180

Ser

Gly

Thr

Met

Phe
260

Ala

Phe

Leu

Val

Ser

85

Pro

His

Glu

Ser

Ile

165

Glu

Leu

Glu

Tyr

Leu

245

Glu

ES 2 648 865 T3

Arg

Arg

Val

Gly

70

Pro

Lys

Phe

Leu

Leu

150

Ala

Val

Asp

Asn

Lys

230

Pro

Pro

Ser

Thr

Ser

Glu

Ser

Gly

Gly

Vval

135

val

Gly

Ala

His

Glu

215

Ser

Leu

Lys

Asn

Ala

40

Gly

Gly

Thr

Thr

Leu

120

Ala

Gly

Ala

Gln

Cys

200

Tyr

Ser

Leu

Glu

Pro

25

Ser

Gly

Ala

Lys

Len

105

Ala

Val

Arg

Ala

Ser

185

Thr

Glu

Pro

Len

Asp
265

51

Gly

Ala

Gly

Leu

Gln

90

Ile

Ala

Gly

Arg

Ala

170

Val

val

Ile

Leu

Asp

250

Val

Leu

Pro

Ser

Asp

75

Ile

Ile

Glu

Asp

Gly

155

Ser

Val

Pro

Gly

Pro

235

Glu

Val

Thr

Asn

Gly

Ala

Tyr

Val

Arg

Asp

140

Leu

His

Asp

Gly

Met

220

Ser

Asp

Leu

Val

Ser

45

His

Ile

Ser

Lvs

Ala

125

Val

Gly

Gly

Asn

His

205

Gly

Ile

Glu

Met

Ile

30

Gly

Glu

Ala

Ala

Asn

110

Lys

Ser

Ala

Leu

Ser

190

Lys

Ile

Ser

Asp

Val
270

lys

Asn

Pro

Ala

Ile

95

Tyr

Ala

Val

Thr

Glu

175

Val

Pro

His

Glu

Arg

255

Asn

His

Pro

Thr

Gly

Lys

Thr

Ala

Gly

Val

160

Leu

Thr

Glu

Asn

Leu

24Q

Ser

Asn



Met

Ser

Thr

305

Leu

Tyr

Asp

Lys

Thr

385

Glu

Gly

Asn

Ala

Ser

465

Lys

Asp

Ile

Gly

Glu

290

Gly

Met

Pro

Trp

Thr

370

Phe

Pro

Thr

His

Tyr

450

Ile

Glu

Ala

Asp

Gly

275

Gln

Ala

Asn

Thr

Glu

355

Leu

Ala

Lys

Thr

Thr

435

Met

Tyr

Leu

Leu

Ala
515

Met

Leu

Phe

Ala

Thr

340

Val

Arg

Lys

val

Leu

420

Leu

val

Leu

Thr

Tyr

500

Leu

Ser

Ile

Ile

Ser

325

Ala

Leu

Asn

Ile

Thr

405

Val

Arg

Glu

Ser

Ala

485

Lys

Gln

ES 2 648 865 T3

Asn

Asp

Thr

310

Lys

Ser

Ala

Glu

Leu

390

Trp

Ser

Leu

Asp

Ala

470

Glu

Tyr

Pro

Leu

Lys

295

Ala

Ala

Gly

Lys

Lys

375

Leu

Tyr

Gly

Glu

Ser

455

Leu

Thr

Thr

Phe

Glu

280

Tyr

Leu

Gly

Trp

Gly

360

Gly

Ala

Asp

Gly

Asp

440

Met

Ala

Phe

Arg

Val
520

Len

Gln

Asn

Gly

Asn

345

Gln

Ser

Gly

Thr

Glu

425

Ala

Gly

Gln

Lys

Ala

505

Glu

52

Gly

Ile

Gly

Asp

330

Gln

Val

Gly

Ile

Ile

410

Ala

Ala

Gly

Gly

Lys

490

Arg

Ala

Tyr

Val

Pro

315

Ile

Met

Pro

Vval

Ala

395

Ala

Leu

Leu

Thr

val

475

Ala

Pro

Leu

Ala

Pro

300

Gly

Leau

Tyr

Thr

Lys

380

Lys

Gly

Glu

Gly

Ser

460

Arg

Ser

Gly

Lys

Ala

285

Lys

Phe

Lys

His

Ala

365

Ala

Ile

Asp

Glu

Ile

445

Gly

Asp

Asn

Tyr

Ala
525

Glu

Arg

Gly

Tyr

Ser

350

Pro

Asp

Asn

Gly

Ala

430

Glu

Gly

Ser

Val

Arg

510

Gly

Val

Thr

Ile

Phe

335

Ala

Ser

Tyr

Glu

Asp

415

Ile

Asp

Leu

Gly

Ala

4895

Thr

Lys

Ile

Ile

Thr

320

Asp

Lys

Leu

Asp

Val

400

Cys

Lys

Ile

Tyr

Asp

480

Leu

Leu

Gly
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<211> 560
<212> PRT

Pro

Lys

545

Leu

Gly

Arg Ala Ala Ala

530

Met Asp Ala Leu

Arg Lys Leu Asp

565

Leu Ala Ala Leu

580

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 10

Met

Asp

Lys

Phe

Ser

65

Gly

Phe

Thr

Arg

val
145

Ser

Ser

Pro

Leu

Pro

Trp

Phe

Ser

Phe

130

Asn

Leu

Arg

Ser

35

val

Glu

Leu

Arg

Ile

115

Asp

Ser

Ile

Ile

20

Leu

Val

Asn

Phe

Asp

100

Lys

Leu

Ile

Ser

1ys

Trp

Val

Pro

Gly

85

Asn

Arg

Ile

Arg

ES 2 648 865 T3

Gln

val

550

Ser

Leu

Ile

Pro

Lys

Pro

Asn

70

Arg

Phe

Ile

Phe

Ile
150

Ala

535

Gly

Glu

Asp

Leu

Ser

Thr

Leu

Tyr

Lys

Ala

val

Gly

135

Leu

Ala

Arg

Gly

Gly

Ser

Pro

Thr

40

Met

Ala

Val

Leu

Leu

120

Leu

Ala

Tyr

Ala

Gly

FPhe
585

Pro

Lys

25

Glu

Phe

Arg

Asp

Leu

105

Tyr

Ile

His

53

Asp

Ser

Leu

570

val

Leu

10

Lys

Phe

Tyr

Tyr

Asn

90

Ser

Ser

Phe

Met

Gly

Tyr

555

Pro

Thr

Ile

Asp

Lys

Ala

Glu

75

Ser

Val

Thr

Leu

Leu
155

Ala

540

val

Asp

Ala

Thr

Ala

Phe

Gly

Arg

Asp

Leu

Asn

val

140

Ile

Glu

Ala

Pro

Ala

Ser

Ser

Tyr

45

Leu

Leu

Ser

Met

Ile

125

Ala

Leu

Lys

Lys

Gly

Gly
590

Glu

Thr

30

Tyr

Gln

Leu

Gln

Leu

110

Thr

Ala

Tyr

Thr

Glu

Ala

575

Tyr

Gly

15

Thr

Ile

Ala

Ser

Tyr

95

Vval

Lys

Hig

Ala

Arg

Glu

560

Val

Leu

Thr

Ala

Ser

Gln

80

Arg

His

Leu

Gly

Ile
160



Ala

Ile

Pro

Arg

Arg

225

Gln

Ile

Asp

Phe

Lys

305

vVal

Leu

Pro

Leu

Asp

385

Tyr

His

Tyr

Phe

Gly

210

val

Lys

Leu

Tyr

Ile

290

His

Arg

His

Phe

Lys

370

Gly

Ser

Val

Gly

Gly

195

Ile

Leu

Lys

Leu

Ser

275

Ala

Thr

Phe

Val

Gln

355

Leau

Ile

Ser

Leu

Ile

180

Asn

Ile

Ser

Lys

Asn

260

Leu

Gly

Leu

Val

Val

340

Ile

Leu

Asp

Leu

Lys

165

Ser

Ile

Pro

Tyxr

Ser

245

Glu

Met

Pro

Pro

Ile

325

Ala

Ser

Ile

Thr

Ala

ES 2 648 865 T3

Asn

Thr

Cys

Arg

Asn

230

Pro

Arg

Asn

Ile

Ser

310

Ala

Tle

Met

Pro

FPro

390

Phe

Phe

Leu

Ser

Trp

215

Leu

Ser

Ala

Tyr

Ile

295

Ile

Leu

Ser

Ile

Trp

375

Glu

Trp

Arg

Phe

Phe

200

Asp

Asp

Tyr

Arg

Ile

280

Thr

Asn

Leu

Lys

Gly

360

Arg

Asn

Arg

Arg

Ile

185

Leu

val

Phe

Glu

Leu

265

Ala

Phe

Phe

Ser

Thr

345

Leu

Leu

Met

Ala

54

Ile

170

Asn

Ser

Phe

Leu

Ser

250

Thr

Tyr

Asn

Lys

Met

330

Lys

Phe

Phe

Ile

Trp

Ala

Asp

Pro

Phe

Glu

235

Lys

Ala

Val

As=p

Phe

318

Glu

Ala

Asn

Arg

Arg

335

His

Thr

Asn

Leu

Asn

229

Arg

Glu

Ala

Thr

Tyr

300

Ile

Phe

Trp

Leu

Leu

380

Cys

Arg

Ile

Phe

Asp

205

Phe

Trp

Ala

His

Tyr

285

Val

Phe

Ile

Glu

Asn
365

Trp

val

Ser

Ser

Arg

190

His

Thr

Glu

Lys

Pro

270

Thr

Tyr

Tyr

Leu

Asn

350

Ile

Ala

Asp

Tyr

Ile
175

Ala

Trp

Leu

Asn

Ser

255

Ile

Pro

Gln

Tyr

His

335

Asp

Ile

Leu

Asn

Asn

Trp

Tyr

Tyr

Leu

Leu

240

Ala

Gln

Leu

Ser

Ala

320

Phe

Thr

Trp

Leu

Asn

400

Lys
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Trp

val

Ile

Leu

465

Val

Val

Thr

Phe

Phe
545

val

Leu

Glu

450

Pro

Trp

Met

Lys

Val

530

Glu

val

Thr

435

Leu

Glu

Tyr

Met

Lys

515

Ile

Ile

405

Arg Tyr
420

Ser Leu

Lys Leu

Ile Phe

Arg His

485

Ile Ala

500

Leu Leu

Leu Ala

Arg Glu

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 11

Met

Gln

Gln

Ser

Ser

Ser

Ala

Arg

Ala

50

Pro

Met

Leu

Ile

35

vVal

Pro

Leu Arg

Asp Ser

Phe Ile

Thr Val

Leu Trp

ES 2 648 865 T3

Ile Tyr

Ala Vval

Leu Leu

455

Ala Thr

470

Val Cys

Asn Leu

Ser Asp

Ser Val

535

Glu Glu
550

Ile Trp

Arg Ile

Asn Ser

Thr Arg

55

Asgn Thr

Ile

Phe

440

Trp

Gln

Ala

Phe

Met

520

Ser

Lys

Ser

Lys

Ser

40

Asn

Trp

Pro

425

Ser

Gly

Ile

Val

Gly

505

Phe

Leu

Arg

Cys

Pro

Lys

Pro

Glu

55

410

Leu

Phe

Trp

Phe

Gly

490

Phe

Cys

Phe

His

Ile

10

Asp

Glu

Val

Phe

Gly

Val

Len

Ser

475

Ala

Cys

Thr

Ile

Gly
555

val

Ile

Glu

Leu

Arg

Gly

Ala

Ile

460

His

Val

Leu

val

Ala

540
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Gln Asp Tyr Asn Phe Ile Asn Phe Ile Ala Tyr Ile Thr Tyr Ala Pro
325 330 335

Leu Phe Leu Val Gly Pro Ile Ile Thr Phe Asn Asp Tyr Leu Tyr Gln
340 345 350

Ser Glu Asn Lys Leu Pro Ser Leu Thr Lys Lys Asn Ile Gly Phe Tyr
355 360 365

Ala Leu Lys Val Phe Ser Ser Leu Leu Leu Met Glu Ile Ile Leu His
370 3175 380

Tyr Ile Tyr Val Gly Ala Ile Ala Arg Thr Lys Ala Trp Asn Asn Asp
385 390 395 400

Thr Pro Leu Gln Gln Ala Met Ile Ala Leu Phe Asn Leu Asn Ile Met
405 410 415

Tyr Leu Lys Leu Leu Ile Pro Trp Arg Leu Phe Arg Leu Trp Ala Met
42Q 425 430

Val Asp Gly Ile Asp Ala Pro Glu Asn Met Leu Arg Cys Val Asp Asn
435 440 445

Asn Tyr Ser Thr Val Gly Phe Trp Arg Ala Trp His Thr Ser Phe Asn
450 455 460

Lys Trp Val Ile Arg Tyr Ile Tyr Val Pro Phe Gly Gly Ser Asn Asn
465 470 475 480

Lys Ile Leu Thr Ser Phe Ala Val Phe Ser Phe Val Ala Ile Trp His
485 490 485

Asp Ile Gln Leu Arg Val Leu Phe Trp Gly Trp Leu Thr vVal Leu Leu
500 505 510

Leu Leu Gly Glu Thr Tyr Ile Thr Asn Cys Phe Ser Arg Tyr Arg Phe
bl5 520 525

Arg Ser Trp Tyr Arg Phe Val Cys Gly Ile Gly Ala Ala Ile Asn Ile
530 535 540

Cys Met Met Met Ile Ile Asn Val Tyr Gly Phe Cys Leu Gly Ala Glu
545 550 555 560

Gly Thr Lys Leu Leu Leu Lys Gly Ile Phe Asn Asn Ser His Ser Pro
565 570 575

Glu Phe Leu Thr Ala Val Met Val Ser Leu Phe Ile Ala Val Gln Val
580 585 590

Met Phe Glu Ile Arg Glu Glu Glu Lys Arg His Gly Ile Asn Leu Lys
595 600 605
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230

Lys

His

His

FPhe

55

Lys

Asn

Ala

Asp

Ile

135

Ala

Val

Ala

Ile

Lys

215

Leu

val

Phe

Tyr

40

Asp

val

Gly

Asn

Asn

120

Ala

Ile

Ala

Gly

Thr

200

Ile

val

val

Tyr

25

Gln

Lys

Gln

Lys

Pro

105

Lys

Gly

Tyr

Arg

Ser

185

Cys

Val

Phe

64

Tyr

10

Asn

Glu

Met

Ser

Leu

90

Asp

Ile

Val

Leu

Ile

170

Leu

Agp

Asp

Gln

Glu

Ser

Met

Ala

Gly

75

Asn

Lys

Ile

Leu

Pro

155

Gly

Lys

Glu

Glu

Arg
235

Ala

Gln

Tyr

Lys

60

Ser

Ala

Pro

Thr

Lys

140

Met

Ala

Asp

Gly

Gly

220

Thr

His

Pro

Gln

45

Glu

Leu

Ser

Ala

Phe

125

Ser

Ile

Ile

Arg

Lys

205

Leu

Gly

Asn

Gly

Gln

Tyr

Asn

Tyr

Leu

110

Gly

Trp

Pro

His

Val

190

Arg

Aszn

Thr

Val

15

Lys

Ser

Leu

Asn

Asn

95

Ile

Glu

Gly

Glu

Ser

175

Val

Gly

Gly

Glu

Lys

Gly

Ile

His

Gly

80

Cys

Tyr

Leu

Val

Ala

160

Val

Asp

Gly

Val

Gly
240



Ile

Lys

Leu

Val

Tyr

305

Val

Leu

Tyr

Tyr

Glu

385

Gly

Gly

Gly

Gly

Pro

4565

aAla

Pro

Gln

Phe

His

290

val

Gly

Gly

Gly

vVal

370

Ile

Glu

Asn

Ser

Ser

450

val

val

Met

Arg

Leu

275

Thr

FPhe

Trp

Thr

Arg

355

Ala

Ala

Pro

Lys

Hisg

435

Ala

Thr

Lys

Lys

Thr

260

Leu

Thr

Asp

Ile

Ala

340

Tyr

Pro

Lys

Ile

Asn

420

Leu

Thr

Gly

Ser

Ala

245

Tyr

Tyr

Gly

Ile

Thr

325

Ser

Trp

Thr

Tyr

Ser

405

Cys

Ile

Val

val

Pro
485
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Gly

Leu

Thr

Gly

His

310

Gly

Ile

Arg

Ala

Asp

390

Pro

val

Ala

Pro

Glu

470

Trp

Arg

Pro

Ser

Tyr

295

Pro

His

Ile

Ile

Leu

375

Thr

Asp

Ile

Pro

Phe

455

Leu

Pro

Asp

Pro

Gly

280

Leu

Glu

Thr

Phe

Ile

360

Arg

Ser

Leu

Cys

Leu

440

Phe

Glu

Ser

Tyr

Val

265

Ser

Leu

Asp

Tyxr

Glu

345

Gln

Leu

Ser

Trp

Asp

425

Ala

Gly

Gly

Met

65

Trp

250

Ser

Thr

Gly

val

Ala

330

Ser

Arg

Ile

Leu

Glu

410

Thr

Gly

Ile

Asn

Ala
430

Trp

Cys

Gly

Ala

Leu

315

Leu

Thr

His

Lys

Arg

395

Trp

Met

Ala

Asn

Asp

475

Arg

His

Asp

Ser

Ala

300

Phe

Tyr

Pro

Lys

Arg

380

Val

Tyr

Trp

val

Ala

460

val

Ser

Glu

Ala

Pro

285

Leu

Thr

Gly

Ala

Ala

365

Val

Leu

His

Gln

FPro

445

Cys

Glu

val

Glu

Glu

270

Lys

Thr

Ala

Pro

Tyr

350

Thr

Gly

Gly

Glu

Thr

430

Thr

Ile

Gly

Trp

Ala

255

Azp

Gly

Thr

Gly

Leu

335

Pro

His

Glu

Ser

Lys

415

Glu

Lys

Ile

val

Asn
485

Ala

Pro

Val

Arg

Asp

320

Thr

Asp

Phe

Ala

vVal

400

Val

Ser

Pro

Asp

Leu

480

His
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<210> 15
<211> 384
<212> PRT

His Asp

Phe Thr

Arg Gly
530

Thr Ser
545

Ala Ala

Ala Tyr

Gly Asp

Leu Gln

610

Ile Leu

625

Arg Val

Leu Thr

val Glu

Arg

Gly

515

Arg

Glu

Val

val

Ala

595

Val

val

Leu

Thr

Asn
675

Tyr

500

Asp

val

Ile

Val

Ser

580

Glu

Arg

Arg

Arg

Leu

660

Gln

Met

Gly

Asp

Glu

Gly

565

Leu

His

Gly

Asp

Lys

645

Ala

Phe

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 15

ES 2 648 865 T3

Asp

Ala

Asp

Ala

550

Ile

Lys

Ile

Glu

Leu

630

val

Asn

Phe

Thr

Gly

vVal

535

Ser

Pro

BAsp

Thr

Ile

615

Fro

Ala

Pro

Ser

Tyr Leu
505

Arg Asp
520

Val Asn

Ile Ser

Asp Glu

Gly Tyr
585

Pro Asp
600

Gly Pro

Arg Thr

Ser Asn

Glu Val

665

Gln Lys
680

Lys

His

val

Asn

Leu

570

Leu

Asn

Phe

Arg

Glu

650

Val

Lys

Pro

Asp

Ser

His

555

Thr

Gln

Leu

Ala

Ser

635

Ala

Pro

Lys

Tyr

Gly

Gly

540

Glu

Gly

Asn

Arg

Ser

620

Gly

Glu

Ala

Pro

TYyr

525

His

Asn

Gln

Asgn

Arg

605

Pro

Tys

Gln

Ile

Gly

510

Tyr

Arg

val

Thr

Ala

590

Glu

Lys

Ile

Leu

Ile
670

His

Trp

Leu

Ser

Val

575

Thr

Leu

Thr

Met

Gly

655

Ser

Tyr

Ile

Ser

Glu

560

Val

Glu

Ile

Ile

Arg

640

ABp

Ala

Met Thr Ala His Thr Asn Ile Lys Gln His Lys His Cys His Glu Asp

1

5

10

15

His Pro Ile Arg Arg Ser Agp Ser Ala Val Ser Ile Val His Leu Lys

20

25

66

30



Arg

Thr

Phe

65

Glu

Leu

Leu

Gln

His

145

Gly

Cys

His

Gly

Arg

225

Ile

Glu

Gly

Ala

Ile

50

Glu

Asn

Pro

His

Phe

130

Val

val

Gly

Trp

Asp

210

Pro

Ala

Gly

Leu

Pro

35

Ala

Pro

Leu

Asn

Ser

115

Leu

Arg

Gln

Ala

Ser

195

Gly

Tyr

Gly

Met

Gly

Phe

Lys

Glu

Thr

Ile

100

Ile

Pro

Ala

Leu

Leu

180

Glu

Lys

Fhe

Ala

Gly

260

Glu

Lys

Val

Val

Asp

g5

Asp

Lys

Asn

Ile

Leu

165

Ser

Thr

Asp

His

Leu

245

Trp

Ile

ES 2 648 865 T3

val

Ile

Arg

70

Ile

Leu

Gly

Ile

Ser

150

Ser

Gly

Thr

val

val

230

Lys

Gly

Ile

Thr

Ala

55

Met

Ile

Pro

Ala

Val

135

Cys

Ser

Ala

vVal

Asp

215

Asn

Asn

Asn

Lys

Val

40

Glu

Trp

Asn

Hisg

Asp

120

Lys

Leu

Tyr

Asn

Ala

200

His

val

Val

Asn

Phe

Ile

Asn

Val

Thr

Asn

105

Ile

Gln

Lys

Val

Leu

185

Tyr

Lys

Ile

Val

Ala

265

Gly

67

Gly

Thr

Phe

Arg

90

Leu

Leu

Leu

Gly

Thr

170

Ala

Gln

Tle

AsSp

Ala

250

Ser

Arg

Ser

Glu

Asp

75

His

val

val

Gln

FPhe

155

As=p

Pro

Leu

Leu

Asp

235

Leu

Ala

Met

Gly

Leu

60

Glu

Gln

Ala

Phe

Gly

140

Glu

Glu

Glu

Pro

Lys

220

val

Ala

Ala

Phe

Asn

45

His

Lys

Asn

Asp

Asn

125

His

Leu

Leu

Val

Lys

205

Leu

Ala

Cys

Ile

Phe

Trp

Ser

Ile

val

Pro

110

Ile

Val

Gly

Gly

Ala

190

Asp

Leu

Gly

Gly

Gln

270

Pro

Gly

His

Gly

Lys

95

Asp

Pro

Ala

Ser

Ile

175

Lys

Tyr

Phe

Ile

Phe

255

Arg

Glu

Thr

Ile

Asp

80

Tyr

Leu

His

Pro

Lys

160

Gln

Glu

Gln

His

Ser

240

Val

Leu

Ser



10

<210> 16
<211> 391
<212> PRT

Lys

Thr

305

Lys

Gln

Gln

Pro

Val

290

Thr

Thr

Ser

Thr

Asp
370

275

Glu

Cys

Gly

Ala

Cys

355

Ser

Thr

Ser

Lys

Gln

340

Glu

Leu

Tyr

Gly

Ser

325

Gly

Leu

Gln

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 16

Met

Ala

Lys

Ile

Ala

65

Lys

Pro

Asp

Ser

Gly

Pro

Ala

50

Pro

Leu

Gly

Ser

Ala

Arg

Phe

35

Llys

Ile

Thr

Ile

val

Ala

Lys

20

Lys

Val

val

Glu

Thr

100

Lys

Ala

Arg

Val

Val

Gln

Ile

85

Leu

Asp
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Tyr

Gly

310

Ala

Ile

Thr

Gln

Asp

Ser

Thr

Ala

Met

70

Ile

Pro

Val

Gln

295

Arg

Leu

Ile

Gln

Arg
375

Arg

Ser

Val

Glu

Trp

Asn

Asp

Asp

280

Glu

Asn

Glu

Thr

Glu

360

Pro

Leu

Ser

Ile

40

Asn

val

Thr

Asn

Ile

Ser

vVal

Ala

Cys

345

Phe

His

Asn

Ser

25

Gly

Cys

Phe

Arg

Leu

105

Ile

68

Ala

Lys

Glu

330

Arg

Pro

Gly

Leu

10

Val

Ser

Lys

Glu

His

20

Val

Val

Gly

Val

315

Lys

Glu

Ile

Arg

Thr

Ser

Gly

Gly

Glu

75

Gln

Ala

Phe

Val

300

Ala

Glu

val

Ile

Pro
380

Ser

Leu

Asn

Tyr

&0

Glu

Asn

Asn

Asn

285

Ala

Thr

Leu

His

Arg

365

Thr

Gly

Lys

Trp

45

Pro

Ile

val

Pro

Ile

Asp

Tyr

Leu

Glu

350

Gly

Gly

Hig

Ala

30

Gly

Glu

Asn

Lys

Asp

110

Pro

Leu

Met

Asn

335

Trp

Ser

Asp

Leu

15

Ala

Thr

Val

Gly

Tyr

95

Leu

His

Ile

Ala

320

Gly

Leu

Leu

Asp

Asn

Glu

Thr

Phe

Glu

80

Leu

Ile

Gln



<210> 17

115

Phe Leu Pro Arg
130

Val Arg Ala Ile
145

Val Gln Leu Leu

Gly Ala Leu Ser
180

Trp Ser Glu Thr
195

Glu Gly Lys Asp
210

Pro Tyr Phe His
225

Cys Gly Ala Leu

Gly Leu Gly Trp
260

Leu Gly Glu Ile
275

Glu Glu Thr Tyr
290

Thr Cys Ala Gly
305

Ser Gly Lys Asp

Ser Ala Gln Gly
340

Thr Cys Gly Ser
355

Ile Val Tyr Asn
370

Glu Leu Agp Leu
385

Ile

Ser

Ser

165

Gly

Thr

Val

Val

Lys

245

Gly

Ile

Tyr

Gly

Ala

325

Leu

Val

Asn

His

ES 2 648 865 T3

Cys

Cys

150

Ser

Ala

val

Asp

Ser

230

Asn

Asgn

Arg

Gln

Arg

310

Trp

Ile

Glu

Tyr

Glu
390

Ser

135

Leu

Tyr

Asn

Ala

Hisg

215

Vval

val

Asn

Phe

Glu

295

Asn

Glu

Thr

Asp

Pro
375

Asp

120

Gln

Lys

Ile

Ile

Tyr

200

Lys

Ile

val

Ala

Gly

280

Ser

val

Cys

Cys

Phe
360

Met

Leu

Gly

Thr

aAla

185

His

Val

Glu

Ala

Ser

265

Gln

Ala

Lys

Glu

Lys

345

Pro

Lys

69

Lys

Phe

Glu

170

Thr

Ile

Leu

Asp

Leu

250

Ala

Met

Gly

Val

Lys

330

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

155

Glu

Glu

Pro

Lys

Val

235

Gly

Ala

Phe

Val

Ala

315

Glu

val

Phea

Leu

His

140

Vval

Leu

Val

Lys

Ala

220

Ala

Cys

Ile

Phe

Ala

300

Arg

Leu

His

Glu

Pro
380

125

Val

Gly

Gly

Ala

Asp

205

Leu

Gly

Gly

Gln

Pro

285

Asp

Leu

Leu

Glu

Ala
365

Asp

Asp

Ala

Ile

Gln

190

Phe

Phe

Ile

Phe

Arg

270

Glu

Leu

Met

Asn

Trp

350

Val

Met

Ser

Lys

Gln

178

Glu

Arg

His

Ser

val

255

Val

Ser

Ile

Ala

Gly

335

Leu

Tyr

His

Gly

160

Cys

His

Gly

Arg

Ile

240

Glu

Gly

Arg

Thr

Thr

320

Gln

Glu

Gln

Ile Glu
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<211> 2573
<212> ADN

10

<213>

<220>

Artificial

<223> Rotura de GDP1

<400>

17

ggtaccceeg
cottttteoeg
cgtagactgg
gttacgttac
gacatcaaga
atataaagat
atgcatgete
tgtacaccta
agcgaccage
atctgggcag
tagaacaact
tttattgteca
ctatecggega
tgtgtacgee
caagctgeat
cggagcatat
tagcgcgtct
tcgtattggg
ttgtccgtca
cagtectegyg
togtccatea
cgccatgtag

ctaagatcgg

ccttgettet
cacaacaagt
cttggtattg
cttaaattet
aacaattgta
gtctgetget
gagcggccgce
ggatccgteg
attcacatac
atgatgtcga
acaatataaa
gtactgatta
gtacttctac
cgacagtcee
catcgaaatt
acgecceggaqg
gctgectccat
aatccccgaa
ggacattgtt
cccaaageat
cagtttgcca
tgtattgacc

ccgcagegat

ctccccttoe
atcagaatgg
gcagtttegt
ttctceoettt
tattgtacac
gctgatagat
cagtgtgatg
acactggatg
gattgacgca
ggcgaaaaaa
aaaactatac
tteceotttgee
acagccatcg
ggctecggat
gccgtcaace
cocgeggagat
acaagccaac
catcgcctcg
ggagccgaaa
cagcteateg
gtgatacaca
gattccttge

cgcatccatyg

ttttettttt
gttcatcaaa
agttatatat
aattttettt
ccececccecte
taaacttaac
gatatctgca
gcggegttag
tgatattact
aatataaatc
aaatgacaag
ctcggacgag
gtcecagacgg
cggacgattg
aagctctgat
cctgeaaget
cacggcctcc
ctccagtcaa
tccgegtgea
agageetgeg
tggggatcag
ggtccgaatg

gccteegega

70

cecagttttec
tctatceaac
atactaccat
tatcttacte
cacaaacaca
ttccggecac
gaattcgcec
tatcgaatcg
ttctgegeac
acgctaacat
ttecttgaaaa
tgctggggeg
cogegettet
cgtegeateg
agagttggtc
coggatgect
agaagaagat
tgaccgctgt
cgaggtgccg
cgacggacgce
caatogegea
ggccgaacec

ccggetgeag

ctattttgte
ctaattecgea
gagtgaaact
teoctacataa
aatattgata
ttgaatctag
ttttgggcee
acagcagtat
ttaacttcge
ttgattaaaa
caagaatctt
tecggttteca
gcgggegatt
accectgegec
aagaccaatg
ccgetcgaag
gttggcgacce
tatgcggceca
gacttcgggg
actgacggtyg
tatgaaatca
gctegtetgg

aacageoggge

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

500

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380
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agtteggttt
gtcaggctcet
gcaaagtgec
aggacatatc
agctgcatca
goeggtgagtt
atcctagcaa
cttttatatt
gtttcectge
atcaaaatgt
acagtcacat
ctccatgteg
ttgttgaatg
gaaacatgtg
aacaactacc
tagatttatt
atatcatatt
ttacttatta
tatatttaaa

getgtacace

caggcaggtc
cgctgaatte
gataaacata
cacgccctcc
ggtcggagac
caggcttttt
gattttaaaa
tctctacagyg
tcgcaggtct
atggatgcaa
catgcccctg
ctggccgggt
gocaatcage
gectectgtega
caatgaagaa
ggagaaagat
cataaattag
ttattaaatt
ttttaaaaaa

tctteoegeat

ES 2 648 865 T3

ttgcaacgtyg
cccaatgtca
acgatctttyg
tacatcgaag
gctgtegaac
acccatggtt
ggaagtatat
ggegoggegt
gcagcgagga
atgattatac
agctgcgcac
gacccggegg
tcaaggttta
agactteccca
cctgceoggac
aacatatecat
cattatgtca
aatacaaaat
aaaatcctat

tttttgaggg

acaccctgtyg
agcacttceg
tagaaaccat
ctgaaagcac
ttttegatea
gtttatgtte
gaaagaagaa
ggggacaatt
gecgtaattt
atggggatgt
gtcaagactg
ggacgaggcc
attacctgea
ttatttgaag
atgattgaag
actttecece
tttctcataa
ttagtaacca
agagcaaaaqg

tggttacaac

<210> 18
<211> 2058
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Rotura de GPD2

<400> 18

71

cacggcggga
gaatcgggag
cggcgcaget
gagattcttc
gaaacttetce
ggatgtgatg
cctecagtgge
cacgcgtcetyg
ttgcttcgeg
atgggctaaa
tcaaggaggg
ttaagttcga
aagaagttca
ccgtatacca
aattagatct
actttttteg
ctactttatc
aataaatata
gattttccat

accactcggt

gatgcaatag
cgcggecgat
atttacccge
gccctccgag
gacagacgte
tgagaactgt
aaatcctaac
tgaggggage
ccgtgcggec
tgtacgggcy
tattctgggce
acgtacggag
cgaatggttyg
aategtttac
acatgaagat
aggetettet
acgttagaaa
aataaatatg
tataatatta

acc

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2573



agatcttttg
ctattgecat
ctagtatttt
ttactttttt
tettetttet
ggtagattca
ctgtcagaag
ccagcgacat
catgatgtga
ccatacattt
gcgagcaggyg
agagaaatat
aaatettget
ccactcttga
tcgaggcact
acggcttcac
acgaatogga
togegtacgg
accgecgget
ggcgegegtt
ggctggaggt
ccctectgegg
tetacatgag
ttgtcatttg
atttatattt
gtaatatcat
taacgecagec
gcagatatcc
gacctaccgg
cteoeecctet
agttctacaa
ctttaagaat
attatcgttt
aattaaataa

ctttttecact

cggcgaggty
tgttattceg
tttttttttt
tctagttttt
actcctttag
attctcttte
attaacaaga
ggaggcceccayg
ctgtegeoeeg
tgatggeoege
aaacgctace
aaaaggttag
aggatacagt
cgacacggct
ggatgggtce
cctgegggag
cgacgaateg
ggacgacgge
gaccgtegag
gatggggctc
caccaacgte
cctggacacc
catgeecetge
tatagttttt
tttttegeet
gegtcaateg
atccagtgte
atcacactgg
agatgattga
gatctttoct
ctactactag
ctatcattaa
acatatcaca
tcgeocataac

gcagatct
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ccgatgggtt
attaatctat
ttttggtttt
tttectteca
attttttttt
cctttecttt

tacacattce

aataccctcce
tacatttage
acggcgogaa
ctcacagacyg
gatttgecac
tcteacatca
taccggtacc
ttcaccaccg
gtgccggtgyg
gacgccgggyg
gacctggcgg
gacatcgagyg
gcgacggagt
aacgcaccgyg
gccctgtacg
cectagtact
ttatattgta
cgacatecatc
tatgtgaatg
gacggatccot
aggecgeteg
agagctagac
gttgcctett
taacattact
cgttaattte
tcaccgttaa

cttttctgtt

gctgagggga
tgttecageag
actttttttt
ctaagctttt
tatatattaa
tcocettegete

ttaaggecte

ttgacagtct
ccatacatcc
gcaaaaatta
cgttgaattg
tgaggttott
catcoegaaca
gcaccagtgt
acaccgtctt
acccgcccct
aggacggcga
gekbteogtggt
tegeecegga
tocgocegega
cgatcecacge
acggcaccgce
gacaataaaa
gttgttctat
tgccoccagatg
ctggtegeta
aggtgtacag
aggatagtct
atcgatgacg
ttteoecccaa
acagttatta
tatatataca
tgaaagatac

atctatagecce
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agagtgttta
ctetteteta
cttettgect
tcecttgattt
tttttaagtt
ccettectta

gteococceegeeg

tgacgtgege
ccatgtataa
cggctecteg
teccocacgece
ctttcatata
taaacaacca
ccegggggac
ccgegtcacce
gaccaaggtg
coeggactec
cgtcteogtac
geaccggggg
gcggggegec
gtaccggegy
ctcggacggc
agatteottgt
tttaatcaaa
cgaagttaag
tactgetgte
ggcccaaaaqg
acaacaacgt
aatagacact
ccaatttate
taattttcta
taactaccat
gacaccctgt

cttaaagctg

gcttacggac
ccctgteatt
ttttttettg
atccttgggt
tatgtatttt
tcaatgottg
ggtcaccegg
agctcagggg
tcatttgeat
ctgcagacet
gegeoecectgt
ctteoctttta
tgtaaaatga
gccgaggcca
gccaccgggg
ttecececgacg
cggacgtteg
teoggetgga
cacggggtcg
gggcacctct
atggggttca
gagcaggcgc
tttcaagaac
tgttagecgtg
tgcgcagaaa
gattcgatac
ggcgaattet
ccgeatggaa
ctceccecceec
attatacaca
ttctecttttt
tatacacget
acactaacac

tttettegag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1280

2040

2058
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<210> 19
<211> 816
<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

10

15

<400> 19
ccatatgate atgtgtcgte gcacacatat atatatgeet gtatgtgteca gecactaaagt 60
tgcctggeca tccacgctat atatacacgc ctggecggatc tgectcgagga ttgcctacge 120
gtgggcttga tccaccaacc aacgctcgcec aaatgaactg gocgetttggt cttctgecat 180
cgtcegtaaa coccoggocaa agagaccgga aagatcggtg aaaacatett gatettgete 240
ccgggaattt tagattcagg taggaaattg attacatcaa tactgttacc ctgaatcata 300
ttcgacgatg tcgtctcaca cggaaatata attcatttct tggttttcca aaaaaatttt 360
catttttttt cacttttttg tttegtcete cttttttttt tttttttttt atttttttte 420
ctgtgttcac cttttttttt ttcagttgac atctttetge attettttet gtgttttttt 480
tttttttttt cgtttttcocca ttgttegtte gttgectgtt tttteogecet attgttceteg 540
agcctaaaaa ttttttcctt tcctgettte ctttettegt tcaaagtttc ctattccatt 600
gttetetttyg gtaaactcat tgttgtegga actcagatat attcaggtea atttactgta 660
cttcaattga cttttttett gaaatttcaa cttgectttt caacttgttc ttetttttta 720
atcttattet acactttagt tccecttacet tgttcctaat tattgtctag caaaaagaaa 780
acatacacct atttcattca cacactgcag aaaatg 816

<210> 20

<211> 12350
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> pRN500

<400> 20

73



tcgatgataa
tcocgtotact
tettttgtta
gcgatgtagt
aatggctgee
gctttgagga
gttacccate
tatttgaacc
cggtteooctgg
ttcattttct
tgetteoattt

tgagctgeat

gctgtcaaag
gtacgataca
ctectattgat
aaaactagct
atcattatta
gatacagcct
attgaatttt
tgtataataa
agaaactatt
gecgtttcocat
tgtagaacaa

ttttacagaa
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atgagaatta
cttecgetea
ccagctecage
agaccgagaa
tcecgatgtga
aatatccgac
gaacatccga
tatatagtct
gcatctattg
cttgcacttc
aaatgcaacyg

cagaaatgca

attccacgga
ggtcctigte
aaaggcagtg
agagactaga
egctgeaget
aaactgtttt
adctgggagt
agcgetttac
cataggtaat
aatagcatat
cgagageget

acgcgaaage
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ctatagacta
ctttaacgag
tgatctaaga
aatgcaaaag
tctcaatgat
acagatttac
tttocactgaa
ggaagacaat
cttgeacgtc
ctttgttaac
aatttttcaa

gctattttac

tactagatac
gcottaccac
ttetatettc
gcacttctac
attegaatac
gatecgtactt
acagatagta
gtatgtattt
gcatcceocgg
gaagcatctg
acaaagaatce

caacgaagaa

60

120

130

240

300

360

420

480

540

€600

660

720



tetgtgette
aaagaatctg
acaaagaatc
taacaaageca
ataacttttt
ctettccata
gggtgcattt
catactttgt
acggtttett
gttttcgatt
agagataaac
ggatgggtag
caatgtttgt
gcteeccttta
gggtgatggt
ggagtccacg
ctcggtctat
tgagectgatt
ctgatgcggt
gatataatta
cagtttttta
aacgttcacc
taatgtcaga
ctccettgte
ttccacceat
tgtcaacagt
ctaacatcaa
taacaatacc
tgtatacacc
cttcgaagag
ccatggaaaa

atgcttcaac

atttttgtaa
agctgeattt
tatacttett
tottagatta
gcactgtagg
aaaaaagcct
tttcaagata
gaacagaaag
ctattttgte
cactctatga
ataaaaaatg
gttatatagg
ggaagcggta
gggttcegat
tcacgtagtg
ttctttaata
tettttgatt
taacaaaaat
atttteteect
aattgaagect
gttttgetgg
ctctacctta
tectgtagag
atctaaacce
gtctetttga
acccttagta
aaggcetcta
tgggcccace
cgcagagtac
taaaaaattg
atcagtcaag

taactccagt
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aacaaaaatg
ttacagaaca
ttttgttecta
ctttttttet
tccgttaagg
gactccactt
aaggcatcce
tgatagcgtt
tctatatact
atagttctta
tagaggtcga
gatatagcac
ttcgcaatgce
ttagtgcttt
ggccategec
gtggactctt
tataagggat
ttaacgegaa
tacgcatctg
ctaatttgtg
ccgecatette
gcatcccttce
accacatcat
acaccgggtg
gcaataaagc
tattcteocag
ggttcctttg
acaccegtgtyg
tgcaatttga
tacttggcgg
atatccacat

aattccttgg

caacgcgacg
gaaatgcaac
caaaaatgea
catttgtgeg
ttagzagaag
cccgegttta
cgattatatt
gatgattctt
acgtatagga
ctacaatttt
gtttagatgce
agagatatat
cggctttecce
acggecacctc
ctgatagacg
gttccaaact
tttgeecgatt
ttttaacaaa
tgcggtattt
agtttagtat
tcaaatatge
cctttgcaaa
ccacggttet
tcatazatcaa
cgataacaaa
tagataggga
ttacttctte
cattecgtaat
ctgtattacec
ataatgcctt
gtgtttttag

tggtacgaac
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agagcgctaa
gcgagagcge
teoceogagage
ctctataatg
gctactttgg
ctgattacta
ctataccgat
cattggtcag
aatgtttaca
tttgtctaaa
aagttcaagg
agcaaagaga
cgtcaagctc
gaccccaaaa
gtttttecgeeo
ggaacaacac
teggectatt
atattaacgt
cacaccgcag
acatgcattt
ttccecagect
tagtoctcett
atactgttga
ccaatcgtaa
atctttgteg
goccttgeat
tgoegectge
gtcotgeccat
aatgtcageca
tagcggetta
taaacaaatt

atccaatgaa

ttttteaaac
tattttacca
getattttte
cagtctottg
tgtctatttt
gecgaagetge
gtggattgeg
aaaattatga
ttttegtatt
gagtaatact
agcgaaaggt
tacttttgag
taaatcgggg
aacttgatta
ctttgacgtt
tcaaccctat
ggttaaaaaa
ttacaatttc
ggtaataact
acttataata
gettttctgt
ccaacaataa
coccaatgegt
cecttecatete
ctcttegeaa
gacaattotg
ttcaaaccge
tetgetatte
aattttctgt
actgtgeccct
ttgggaccta

gcacacaagt

780

840

500

%60

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1820

1880

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640



ttgtttgett
cageacgtte
ttctgtgcag
gtatatatac
ccgaatcaaa
aattgaattg
gccageoeceyg
catccgetta
cgtcatcace
atgtcatgat
gaacccctat
aaccctgata
gtgtcgeccect
cgetggtgaa
tggatctcaa
tgagcacttt
agcaactegg
cagaaaagca
tgagtgataa
ccgectttttt
tgaatgaage
cgttgegeaa
actggatgga
ggtttattgc
tggggccaga
ctatggatga
aactgtcaga
ttaaaaggat
agttttecgtt
ctttttttct

tttgtttgee

ttegtgeatg
cttatatgta
ttgggttaag
caatctaagt
aaaatttcaa
aaaagegtgg
acacccgeca
cagacaagct
gaaacgegeyg
aataatggtt
ttgtttattt
aatgottcaa
tattecccttt
agtaaaagat
cagcggtaag
taaagttetg
tcgacgeata
tettacggat
cactgcggecc
tcacaacatg
cataccaaac
actattaact
ggcggataaa
tgataaatct
tggtaagccc
acgaaataga
ccaagtttac
ctaggtgaag
ccactgagcg
gegegtaate

ggatcaagag
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atattaaata
getttegaca
aatactgggc
ctgtgcteet
agaaaccgaa
tgecactctca
acacccgetg
gtgacecgtct
agacgaaagg
tettagacgt
ttctaaatac
taatattgaa
tttgcggecat
getgaagate
atccttgaga
ctatgtggeg
cactattete
ggcatgacag
aacttacttc
ggggatcatg
gacgagegty
ggcgaactac
gttgcaggac
ggagccggtyg
tecccgtateg
cagatcgctg
tcatatatac
atcctttttg
tcagaccccg
tgetgettge

ctaccaactc

gcttggeage
tgatttatet
aatttcatgt
tcettegtte
atcaaaaaaa
gtacaatctg
acgcgecctg
ccgggagetyg
gcetegtgat
caggtggcac
attcaaatat
aaaggaagag
tttgeccttec
agttgggtge
gttttcgece
cggtattate
agaatgactt
taagagaatt
tgacaacgat
taactcgcct
acaccacgat
ttactctage
cacttetgeg
agcgtgggtc
tagttatcta
agataggtge
tttagattga
ataatctcat
tagaaaagat
aaacaaaaaa

tttttcegaa
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aacaggacta
togtttecty
ttcttcaaca
ttcettetgt
agaataaaaa
ctctgatgece
acgggcttgt
catgtgtcag
acgectattt
ttttecgggga
gtatcegete
tatgagtatt
tgtttttget
acgagtgygt
cgaagaacgt
cegtattgac
ggttgagtac
atgcagtget
cggaggaccg
tgatcgttgg
goectgtagea
ttcecggeaa
cteggecott
tcgcggtatc
cacgacgggc
ctcactgatt
tttaaaactt
gaccaaaatc
caaaggatct
accaccgeta

ggtaactgge

ggatgagtag
caggtttttyg
ctacatatgc
tcggagatta
aaaaatgatg
gcatagttaa
ctgctececegyg
aggttttcac
ttataggtta
aatgtgegeg
atgagacaat
caacatttee
cacccagaaa
tacatcgaac
tttccaatga
gccgggeaag
tcaccagtea
gccataacca
aaggagctaa
gaaccggagc
atggcaacaa
caattaatag
ceggetgget
attgcagcac
agtcaggcaa
aagcattggt
catttttaat
ccttaacgtg
tcttgagatc
ccageggtygy

ttcagcagag

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

39800

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500



cgcagatacc
ctgtagcacc
gcgataagte
ggtegggetg
aactgagata
cggacaggta
gggggaacgce
gatttttgtg
ttttacggtt
ctgattctgt
gaacgaccga
cgecteteee
ggaaagcggg
aggctttaca
ttcacacagg
gggaacaaaa
atgtttctac
cttcaaaaca
taattacccg
gtegaaaaag
atttttttet
ctcaagtttc
gaaagaaagc
acaatcatca
ccagtctgece
caagategtg
ttctccacac
ccctgetaag
taaggtgttc
cctcaacggce
taacaagaaa

caaggaacta

aaatactgtce
gcctacatac
gtgtcettace
aacggggggt
cctacagegt
tceggtaage
ctggtatcett
atgctegtea
cctggecttt
ggataaccgt
gcgcagcgag
cgegegttgg
cagtgagcge
ctttatgett
aaacagctat
gctgggtacc
tectttttta
cccaagcaca
tactaaaggt
gcaataaaaa
ctttcgatga
agtttecattt
atagcaatect
aaactagaag
gccactgege
ccacaacgge
ttggacgggt
ttetteggtt
atccecagace
caattaaacg
gcecattattt

cttgaagaag
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cttctagtgt
ctcgetetge
gggttggact
tegtgeacac
gagcattgag
ggcagggtcg
tatagtectg
ggggggccga
tgetggectt
attaccgect
tcagtgagcg
ccgatteatt
aacgcaatta
ccggcteocta
gaccatgatt
gggccecccec
ctcttccaga
gcatactaaa
ttggaaaaga
tttttatcac
cctoccattg
ttcttgttct
aatctaagcet
aacagtcaag
agcagaagaa
ccatctcaga
tgcaggacta
ctaaagetac
ctaaaacggyg
cctgttacaa
tecgaaggtga

tttgtcaagt

agccgtagtt
taatcectgtt
caagacgata
agceccagett
aaagcgccac
gaacaggaga
togggttteg
gcctatggaa
ttgctcacat
ttgagtgagc
aggaagcgga
aatgcagetg
atgtgagtta
tgttgtgtogg
acgccaaget
tcgaceggte
ttttectegga
tttceoectet
aaaaagagac
gtttottttt
atatttaagt
attacaactt
gcagaagett
tgaaattgac
ggaacatgag
tagactgcag
tcagegecttg
ccaattttta
caggecctece
ctgtgttgac
cgagectgge

ggcacaagtg
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aggccaccac
accagtggcet
gttaceggat
ggagcgaacyg
gctteocecgaa
gcgcacgagy
ccacctectga
aaacgccagc
gttectttect
tgataccget
agagcgccca
gcacgacagg
cctcactcat
aattgtgagc
cggaattaac
ccacacacca
ctecegegeat
ttcttcctet
cgcctegttt
cttgaaaatt
taataaacgg
tttttacttc
aaaatgtecge
aagttgaaag
tatgaacatt
cccgeaattyg
cacaaggagt
aactggtcta
ttccagaaca
agacatgcct
caaggctatt

ctgacttact

ttcaagaact
getgecagtyg
aaggcgeage
acctacaccg
gggagaaagyg
gagctteocag
cttgagegte
aacgcggcct
gegttatece
cgccgcageco
atacgcaaac
ttteoccegact
taggcacccco
ggataacaat
cotcactaaa
tagcttcaaa
cgccgtacca
agggtgtegt
ctttttette
tttttttttg
tcttcaattt
ttgctcoatta
cotetgeegt
caaaaatgtc
tgactteggt
ctacccacta
ctattgaaga
agccattega
atgcatggtt
tgaagactcc
ccattaccta

ctatgggegt

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4880

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

53760

5820

5880

5840

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420



tcgecaaggge
gttyggecatt
ctccttgaga
caacagaggt
cccaggagtg
tgccecccaga
cacaccegtt
ccccaagggt
ctacactttt
tacaggeccac
tgaagggact
agtcacccaa
ctacatcgaa
tgctgetgaa
agacacctac
tacaccaatg
tgaccctaac
agctgeatgyg
ttatttgaac
tggttatatc
gtcetacoget
tgtecggatte
caaatctagt
ctttactgtt
tgacttgcce
aggagaaagt
tctaattgat
tattattaaa
tttaaaacga
ggtatagceat

gcaaateget

gatactgttg
tecegtateg
gatcgtatca
ggtaaagtca
agacacgtct
gatttggatt
gattctgagg
gttcaacatt
gacactcacc
acttatgtgg
cetgegtace
ttttatgttyg
aatcattecct
gtttgggagt
tggcaaacag
aaaccgggtt
actggtgaag
ccatcatttyg
ccttacecectg
tggattttgg
gaaattgagg
aacgatgact
tggtccaceg
agaaaagaca
aagacaagat
gaccaactag
tcggtcaagt
taagttataa
aaattcttat
gaggtegete

ceccatttcea
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cegtgtacat
gtgccattea
acgatgggga
ttgagactaa
tggtttatag
gggcaacaga
atccattatt
ctaccgecagg
aagaagacgt
tttatggtece
caaattacte
cgccaactge
taaaatcttt
ggtactetga
aatctggttc
ctgccteatt
aacttaacac
caagaactat
gctactattt
gtcgtgtaga
ctgotattat
tgactggtea
caacagatga
tcgggccatt
ccggcaaaat
gegacgttte
tgtaacttaa
aaaaaataag
tcttgagtaa
ttattgacca

ceccaattgta

gcectatggte
ctecgtagte
ctctaaagtt
aagaattgtt
aaagaccaac
aaagaagaaa
cttgttgtat
ttacttgectg
tttettcaca
cttactatat
cogttattgy
tttgegtttyg
gcegttgettg
aaaaataggt
gcatctggte
ccecttette
cagccacgea
ttggaaaaat
cactggtgat
cgatgtggtg
cgaagatcoca
agcagttget
tgaattacaa
tgccgcacca
tatgagacgt
tacattgtca
gcgcgegaat
tgtatacaaa
ctectttectg
cacctcetace

gatatgctaa
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ccagaagcaa
tttgeegggt
gtcatcacta
gatgacgcge
aatccatectg
tacaagacct
acgtectggtt
ggagctttgt
getggagaca
ggttgtgeca
gatattatty
ttgaaaagag
ggttcggteg
aaaaatgaaa
acccecgetgg
ggtattgatg
gagggtgtec
catgataggt
ggtgctgcaa
aacgtctctg
attgtggocg
gecatttgtgg
gatatcaaga
aaattgatca
attttaagaa
aaccctggea
ttcttatgat
ttttaaagtyg
taggtcaggt
ggcatgcaga

ctccageaat

tcataacctt
tttettecaa
cagatgaatc
taagagagac
ttgcettteeca
actatccatg
ctactggtge
tgaccatgcg
ttggectggat
ctttggtctt
atgaacacaa
ctggtgatte
gtgagccaat
tececattgt
ctggtggtgt
cagttgttet
ttgcaegteaa
atctagacac
aggataagga
gtcaccgtct
agtgtgoetgt
tgttgaaaaa
agcatttggt
ttttagtgga
aaatcctage
ttgttagaca
ttatgatttt
actcttaggt
tgectttctea
gcaaatgect

gagttgatga

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280



atcteggtgt
gtacgtttta
aatttttact
tgtagttact
ttatataacc
tttacgtatc
tttgtctega
gcaggtacaa
gaagcaacct
ctaactagaa
atcaattctc
ttttgtagat
tctggaatac
atttctgatg
atccagtagt
taaggtttca
gatggccatg
cctgtaacag
ggttttgttg
cacatagtgt
aagtctggag
ttggeaattt
aaatgggtag
ggagtggatt
gtgtgacceg
tcaaaaacgt
acaccctttg
tcacatgaaa
tctctaccgg
gaaaccaaat
ccaccteottt

tctttcaacg

gtattttatg
aacagttgat
tttegegaca
tggacgetgt
aaatcttaaa
tttgcttata
cttatttett
cttctgggtt
ttettagaac
taatggtttt
tacgtaaatt
aaccatettt
cgacaacagc
tggataatct
aaccatcatg
agtaagtatc
gtgatttaac
ggtcaatgat
ggacagcacc
cacaaatgac
agattggttc
cggcttcacc
ccttgtgacg
cgaaaattat
tgatccagee
atctagttgt
gagaaccagt
caggaggtag
ccttecattgg
cgactccgtt
tacetteate

aaccagcgga
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tectecagagg
gagaaccttt
caataaagte
tcaataatgt
aatatagaaa
atatagecttt
tttttgagag
ggccaaagta
tecttcteata
tggtgaggcg
atctggtgtg
tagggaaaca
agcttcecgag
atgaccggaa
atctctacca
catgtaacgg
ggcaaggaca
acaagegtta
tgccaaagga
acagtttttg
accgacggaa
tacacgtttg
ttggataatt
tgaggeggta
gacgtcaccg
taaagcggca
ggaaccggaa
gtaagttecte
aataccttca
caaaccttcg
acaagtgatg

gaacccagca

acaacacctg
ttcgcaagtt
ttocacgacge
ataaaattta
tatgatatgt
aatgttettt
aaaaattggt
gttaggtcac
atctttectg
aaaggaccaa
atgtgttctg
tatgcaacga
acgttttcgt
acatttacaa
gcaccatcac
tegtggtggt
ccttegacat
ataccaaaga
gcaattaaat
ttacccactt
cccaagacac
attaatctta
ctecaatate
cccaaggtta
gcagtgaaga
cctaataaat
gtgtataata
tgettagegyg
gtaccagttc
tcaacaattt
accactttag

aagacaacagqg
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ttgtaategt
caaggtgctc
taaactatta
tttectttge
gtataataat
aggtatatat
totctacage
ctagctgttc
accttgttet
tctecacccct
catcaccttc
cggtttgace
gatttgagat
cgteogtecaac
ctgtgaaata
tccaaacaga
cattacctte
atggecacggt
gagaaccaga
tttecatgata
gtaatgagga
aagcagttgg
taccataate
atggaccata
gaacatctte
aaccacctgt
aaaatagagg
cctocteatg
tttggaaaac
ttttagtgtt
aattagegte

agtgaatagc

tettececacac
taatttttaa
gtgcacataa
attacgtaca
ataagcaaaa
ttaagagcga
agaaatgatg
ggcttegtta
tggtagatct
aacttgtaag
agtagecgttg
ggtcaattca
agatgocttca
teoctaceocectg
gtgaccagga
tctagcecatt
taattccaca
agcagaacca
ctctgtttge
ccatteccat
agtgtcatat
agccacatag
tgggtaggca
tagagcatag
tgggtgaata
agtgtgaacyg
atcttecageg
ccaccagtaa
caagatacgg
gatggtctta
aacgacacga

accaatacga

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9800

9860

10020

10080

10140

10200



gccacagcca
teacetttet
aattcaccaa
ggcttgtegg
ccegttecaaaa
ggagcatccce
atagattgtt
tggctgttgt
actttatgtt
taattactte
actacgaatt
tatatatgta
agaaaagagt
agagagagaq
agcatgtggt
ctgtgageeg
gacaggaagt
agcgacggta
aagaaggagyg
ataaaggatt
tttecttact
cgtettgagt
tatctgeaga
ggcgttagta
atattacttt
tataaatcac
atgacaagtt
gagcatcaaa
aagccgttte
ctggtategg
gtcaaaaata
tggcaaaagc
atcaaaatca
aaatacgcga
gaacactgece

gaatgctgtt

acatagcaat
taacgccococa
atgtgatgat
gattagcaaa
accatgcaac
aatgcaagta
gatacatttc
aaaaatgttg
cettgattgt
cttgatgate
agaaaagacc
aatgtaagtt
gtgtgagaac
taacagtacg
actaaaccct
tegetaggac
cgagegtgte
atttctttet
gaaacacttc
cgcgcccaaa
cacgagtaat
tgaagagctc
attegecett
tcgaatcgac
ctgcgeactt
gctaacattt
cttgaaaaca
tgaaactgca
tgtaatgzag
tetgegatte
aggttatcaa
ttatgecattt
ctegeatcaa
tcgectgttaa
agcgcatcaa

ttgcegggga
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gaccgetteot
getttttaag
tttgttgtcg
ggcatgtctg
atcaccattg
ttecttageco
ttgataatgt
aggagcetta
cattttotge
tgtaaaaaag
aaatatgtat
tecacgaggtt
aggctgttgt
atcgaacgaa
ttccegecat
cttgttgtgt
tgggtttttt
cgataagagg
ctttttectgg
tcggcatctt
tottgoaaat
gagactagat
ttgggcectyg
agcagtatag
aacttcgeat
gattaaaata
agaatctttt
atttattcat
gagaaaactc
cgactegtoc
gtgagaaatc
ctttccagac
ccaaacegtt
aaggacaatt
caatatttte

tegeagtggt

ggaatcattg
acaccagega
gattcgtcat
tcaacacaat
ttcaatgaac
atcttatcaa
tgcatatcag
agagccttta
agtctagata
agaaaaagaa
ttettgeatt
ctactaaact
tgtcacacga
ctttgetetg
tccagaacct
gacgaaattg
cagttttgtt
ccacgtgett
ccctgataat
taaatgcagg
goctattatg
gcatgetega
tacacctagg
cgaccagcat
ctgggcagat
gaacaactac
tattgtcagt
atcaggatta
accgaggcag
aacatcaata
accatgagtg
ttgttcaaca
attcattegt
acaaacagga
acctgaatca

gagtaaccat

80

gcaaatagat
tttgggaaac
cagcttcata
tgtatgatge
cagattgaac
agaattttte
taacgtaacc
cgttgtgage
tatttgttgt
agcatctaag
gaccaattta
aaaccaccec
ttcggacaat
gagatcacag
tcgattgett
gaagetgeaa
ctttttgeaa
tatgagggta
agtatgaggg
tatgcgatag
cagatgttat
gcggocgeca
atcegteogac
tcacatacga
gatgtegagg
aatataaaaa
actgattaga
tcaataccat
ttccatagga
caacctatta
acgactgaat
ggccagecat
gattgegect
atcgaatgca
ggatattett

gcatcatcag

agccactgtg
ttttetgagt
gatcaaagct
attcaattta
tttggtgtat
tggectcattg
cttgeegggt
ttcateaaact
aaaaagtaga
aacttgaaaa
tgcaagttta
cttggttaga
tctgtttgaa
tgggeatcat
gttacaaaac
tcaataggaa
acaaatcacg
acatcaatte
tgaagccaaa
ttcctecacte
aatatctgtg
gtgtgatgga
actggatgge
ttgacgcatg
cgaaaaaaaa
aactatacaa
aaaactcatc
atttttgaaa
tggcaagatc
atttecccte
ceggtgagaa
tacgctogte
gagegagacg
accggcgeag

ctaatacctg

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10749

10800

10860

10920

10980

110490

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11460

11520

11580

11640

11700

11760

11820

11880

119490

12000

12060

12120

12180

12240

12200

12350



10

15

<210> 21
<211> 1120
<212> ADN

<213>

<220>

Artificial

ES 2 648 865 T3

<223> secuencia de nucledtidos que codifica gldA de E. coli optimizado en codones para levadura

<400>

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

<220>

21

ctgcagaaaa
atcaacagat
aagttegttt
gttgttgaaa
ggtatcgetg
gacaccgcta
gattetaceyg
gacagatact
gctggtgete
gaagctagag
getgetttgg
atgttggetg
acctacttgt
aacggtttga
ggtaccttga
gctttgtete
gttccagecta
aacatgccag

tacggtcaaa

22
1450
ADN
Artificial

tggacagaat
tgggtgaata
tgggtttcge
tcgotecatt
aaaccgctca
aggctttgge
acgotcecatyg
tgttgttgece
cagctagatt
cttgttctag
ctttggetga
ctgaacaaca
ctggtgttgg
ccgetatece
cccaattggt
acgcetgttagg
agatgagaat
gtggtgctac

gattcctaca

cateccaatct
cttgaagecca
tcaatctace
cggtggtgaa
atgtggtget
tcacttcatg
ttetgetttyg
aaacaaccca
gttggcagct
atctggtget
attgtgttac
cgttgttace
tttegaatet
agacgcteoac
tttggaaaac
tttgecaate
cgttgctgaa
cccagaccaa

agaatgggaa

ccaggtaagt
ttggectgaaa
gttgaaaagt
tgttctcaaa
atcttgggta
ggtgttccag
taetgttatet
aacatggtta
ggtatcggtg
accaccatgg
aacaccttgt
ccagetttgg
ggtggtttgg
cactactacc
getecagttg
accttggete
gctgettgtg
gtttacgetg

taaggegege

81

acatccaagg
gatggttggt
ctttcaagga
acgaaatcga
teggtggtyg
ttgctatcge
acaccgacga
tegttgacac
acgctttgge
ctggtggtaa
tggaagaagg
aaagagttat
ctgctgetea
acggtgaaaa
aagaaatcga
aattggacat
ctgaaggtga

ctttgttggt

tgctgacgtt
tgttggtgac
cgetggtttg
cagattgaga
taagaccttg
tccaaccatce
aggtgaattc
caagatcgtt
tacctggttc
gtgtacccaa
tgaaaaggcet
cgaagctaac
cgoetgttceac
ggttgettte
aaccegttget
caaggaagac
aaccatccac

tgetgaccaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

500

960

1020

1080

1120



10

<223> Fragmento de PCR DAK1

<400> 22

tctagaaaat
ggtttgceet
agaccgatte
acgccggttt
cccettcaac
ttttattgat
gagcaagagco
gcagagaaaa
agattgtagg
aagtggctaa
aagtteootgy
gtattcataa
tcteocaagta
agtttgatga
ttgttattag
coccggttea
tcacattact
aatcagtact
ttgaaaagac
aggccgtegg
aagttatcaa
gtggttacac
aggactcatt
gtacttctgg

tttgtaaate

<210> 23
<211> 1698
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

gtccgetaaa
tgctaaccce
cgacaagate
cattggtaag
aaaacagatt
tgtgaagaac
cttgggtatt
gggtggtatg
tgeottagea
aattatcaac
caggaaatte
cgaacctggt
tatgctacca
agatgatgaa
ttctatcact
aacaattgct
aaacgccact
agacttgttg
ttctgeeocca
tacctatgac
gagcgaaccg
tttagtggca
atcteaggeg

tggtttatat
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tcgtttgaag
tcecattacge
gcattaattt
ggtatgttga
ttaaatgcaa
tacacaggtg
aactgcegeg
gttggtagaa
gaagaatatt
gacaatttgg
gaaagtgaat
gtgaaagttt
aaactattgg
gttgtcttgt
tccaaaacta
ggcacattga
aaggctacaa
aacgcattta
tcotgttaacg
tttgacaagt
cacattacgg
ggagttaaag
gttgeccaaa

tectattettt

tcacagatcec
tggtccctga
ctggtggtgg
gtggegccgt
teecgtttagt
atgttttgea
ttgetgtecat
gagcattgge
ctagtaagta
tgaccattgg
taaacgaaaa
tagaccctat
atccaaacga
tagttaacaa
cggatttett
tgacctecett
aggctttgea
cgaacgcacc
atgacttgtt
ttgctgagtg
aactagacaa
gcatcaccga
tttecagattt

tgtogggttt

82

agtcaattca
agaaaaaatt
tagtggacat
ggttggcgaa
caatgaaaat
ttttggtetg
aggtgatgat
aggtaccgtt
tggettagac
atcttettta
acaaatggaa
tecttetace
taaggataga
tctoggeggt
aaaggaaaat
caatggtaat
atctgatttt
gggctggcca
acataatgaa
gatgaagagt
tcaagttggt
aaaccttgac
cattgaagge

ttcacacgga

agtctcaaag
ctcttcagaa
gaacctacac
atttttgcat
gegtetggeg
tecgetgaga
gttgcagttg
ttggttcata
ggtacageta
gaccattgta
ttgggtatgg
gaagacttga
gettttgtaa
gtttctaatt
tacaacataa
gggttcagta
gaggagatca
attgcagatt
gtaacagcaa
ggtgctgaac
gatggtgatt
aagctgtcga
tcaatgggag

ttaattcagg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

500

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1450
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<223> Fragmento de PCR GUP1

<400> 23
gaattcaaaa tgtcgectgat cagecatcctg tctcecectaa ttacttccga gggettagat 60
tcaagaatca aaccttcace aaasaaggat gcctctacta ccactaagcc atcactatgg 120
aaaactactg agttcaaatt ctactacatt gecatttetgg tegtggtteec cttgatgtte 180
tatgctgggt tacaagctag ttcgcocccgaa aatccaaact atgcaagata cgaacgtcetce 240
ctatctcaag gttggttatt tggcagaaaa gtagacaata gtgattctca atataggttt 300
tteagggaca attttgeget attgtcagtt ttaatgetag tocacactte tataaaacge 360
attgtacttt attcaacaaa tatcactaaa ttgaggtttg atctgatatt tggtttgatc 420
tttttagtgg cecgectcatgg tgtcaattecg ataagaattt tagcccatat geotaatttta 480
tatgccatecg cccatgtact aaagaacttt agaagaatag ccaccatcag catttggatt 540
tatggtattt ctacgetttt tattaacgac aacttcagag catatcecatt tggtaatatt 600
tgetettttt taageccatt ggaccattgg tatagaggta tcattccaag atgggatgte 660
tttttcaatt ttactetttt gagagtcetta agttacaact tggacttett agagaggtgg 720
gagaatttac aaaagaagaa aagtccatce tatgaatcaa aagaagctaa atcagocatt 780
ttgctcaatg aacgtgctag attaactget gcacacccca tacaggacta cagcecttaatg 840
aattatattg catatgttac ttacacgecca cttttecattg ccoggecccat tataacatte 900
aatgattatg tttaccaatc gaaacatacce ttgecatcaa taaatttcaa attecattttt 960
tactatgegyg tgagattegt tattgetcte ttatctatgg agtteatttt acactttete 1020
cacgttgtgg caatctcaaa aaccaaagcqg tgggaaaatg acacaccttt ccagatttec 1080
atgattgget tatttaattt gaatattatt tggetaaaac tactgattee gtggaggetg 1140
tttaggcetgt gggctttget agacggaatc gatacacctg aaaatatgat caggtgtgtt 1200
gataacaatt acagttcact agcattctgg agagcttggce atagaagcta caataagtgg 1260
gttgtcegtt acatatatat tecctctaggt ggttcaaaaa atagagtttt gacatcacta 1320
gcagtctttt ccttegtage tatatggeat gacatcgaac taaagttatt attatggggt 1380
tggctaatag ttttgttcct cttaccagaa atttttgcta cccaaatttt ctctcattat 1440
accgacgeag tctggtacag acacgtttge getgteggtg ctgttttcaa catatgggtt 1500
atgatgatcyg ctaatctttt tggattetge ttgggetctg acggtactaa aaaattacta 1560
agegatatgt tetgtacegt atcotggttte aaatttgtaa ttttggeaag cgttagttta 1620
ttcatcgeag tacaaataat gtttgaaate agagaagaag aaaagaggca cggaatttac 1680
ctaaaatget gaggatecce 1698

<210> 24

<211> 3037

83



<212>
<213>

<220>

ADN
Artificial

<223> Fragmento de PCR FPS1

<400>

24

aagagctccg
gacttoctet
tcteocctaac
ataatggget
actaatactg
tccatttgce
tttctctete
actaaaggaa
tgaggggtat
taatgagcaa
goetgtoettge
tgttectcegtt
catacaatca
ctgtecagtyg
tocgacgaag
aataataaca
ggaaatgatg
cggectacte
caagaggtta
cagecgagtyg
aacgtgctta
tcacatttat
aatacaggeg
tcaccacgta
cctacagtet
tatttgaagg
goetgttgttt

ttggataacc

gactagtcgt
tttotggeaa
atgtaggtgg
aaacaagact
tagceetaga
atctattgaa
ccccgttgtt
aaaattaacg
ctcgaagcac
cggtatacgy
tatcaagtat
ccctttette
actccagectyg
aatctgtteca
gacgctectte
ataataataa
acgactatga
ccacgtatgt
ttcctagege
caagcagtaa
acattgaaga
cgagaaggag
ccacgaatgg
acgtccccat
tgececctecac
aatttttagce
gtcaggtcaa

ttaacgttac
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acgaattcta
ccaaacccat
cggaggggag
acaccaatta
cttgatagee
gtaataatag
gtctcaccat
acaaagacag
acgaaacttt
cottecttee
aaatagacct
cttgtttett
cattaaaatg
tacacatgat
atcacaacct
taataataac
ttatgaaatg
tccacaatat
atacattaac
tagagcatte
tttttacaaa
aagtaggtcg
caggactact
tatggtgaag
ataccatcca
cgagtttatg
tgttgetggg

cgggtcttet

tcocttttgtt
acatcgggat
atatacaata
cactgectea
atcatcatat
gcgcatgecaa
atccgcaatg
caccaacaga
ttectteeott
agttacttga
gcaattatta
tttctgecaca
agtaatcectc
agttctagga
tcacatcatc
agtaacaaca
caagattata
tcectgtagaaa
acacaagata
aggcactagag
aatgcagacg
agggctacga
ggtgcccaaa
ccaaagacat
attaataaat
ggaacaatgg
aaaatacagc

gcagaaacga

84

gttteocegggt
tcctataata
gaacagatac
ttgatggtgg
cgaagtttea
cttcttttet
acaaaaaaat
tgtcgttgtt
cattcacgea
atttgaaata
atecttttgtt
atatttcaag
aaaaagctct
aacaatctaa
actctggtgg
acaacaacgg
gaccttctecc
gtgggactge
taaaccataa
ggcagaccac
atgcgcatac
gtaatgctgg
ctaatatgga
tataccagaa
ggtcttcecgt
ttatgattat
aggacaattt

tagacgctat

gtacaatatg
ccttegttygg
cagacaagac
tacataacga
ctaccctttt
ttttttttet
gatggaagac
ccagagctga
cactactcte
aaaaaagttt
tectegteoat
ctataccaag
aaacgacttt
taagcagtcea
tactaacaac
caacgatggg
gcaaagtgeg
ttteoccegatt
agataacggt
agtgtcoggee
catcccggag
gcacagtgcc
aagcaatgaa
ccctcaaaca
caaaaacact
tttcggtagt
caacgtgget

gaagagttta

60

120

180

240

300

360

420

4380

540

600

660

720

780

840

900

860

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680
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acatccttgg tttcatccgt tgegggeggt acctttgatg atgtggeatt gggetggget 1740
getgoogtgg tgatgggeta tttetgeget ggtggtagtg ccatcetcagg tgoctcatttg 1800
aatccgteta ttacattage caatttggtg tatagaggtt tteccocctgaa gaaagttect 1860
tattactttg ctggacaatt gatcggtgcc ttcacaggeg ctttgatctt gtttatttgg 1520
tacaaaaggg tgttacaaga ggcatatage gattggtgga tgaatgaaag tgttgoggga 1980
atgttttgeg tttttecaaa geocttateta agttcaggac ggcaattttt ttecgaattt 2040
ttatgtggag ctatgttaca agcaggaaca tttgcegectga ccgatcctta tacgtgtttg 2100
tcctectgatg ttttcecccatt gatgatgttt attttgattt tcattatcaa tgectteccatg 2160
gcttatcaga caggtacagc aatgaatttg gctcgtgatc tgggeccacg tcttgeacta 2220
tatgcagttg gatttgatca taaaatgctt tgggtgcatc atcatcattt cttttgggtt 2280
cecatggtag geccatttat tggtgegtta atgggggggt tggtttacga tgtetgtatt 2340
tatcagggtc atgaatctce agtcaactgg tctttaccag tttataagga aatgattatg 2400
agagcctggt ttagaaggce tggttggaag aagagaaata gagcaagaag aacatcggac 2460
ctgagtgact tctecatacaa taacgatgat gatgaggaat ttggagaaag aatggetctt 2520
caaaagacaa agaccaagtc atctatttca gacaacgaaa atgaagcagg agaaaagaaa 2580
gtgcaattta aatctgttca gecgeggcaaa agaacgtttg gtggtatacc aacaattcett 2640
gaagaagaag attccattga aactgcttcg ctaggtgecga cgacgactga ttctattggg 2700
ttatccgaca catcatcaga agattcgcat tatggtaatg ctaagaaggt aacatgagga 2760
tecectttte ctttgtegat atcatgtaat tagttatgte acgettacat tcacgeccte 2820
ctcccacate cgcectctaace gaaaaggaag gagttagaca acctgaagtc taggtcccta 2880
tttatttttt ttaatagtta tgttagtatt aagaacgtta tttatatttc aaatttttcet 23940
tttttttetg tacaaacgeg tgtacgeatg taacattata ctgaaaacct tgettgagaa 3000
ggttttggga cgetcecgaagg cttectagge tegagtt 3037

<210> 25

<211> 552

<212> PRT

<213> Citrobacter freundii

<400> 25

Met Ser Gln Phe Phe Phe Asn Gln Arg Thr His Leu Val Ser Asp Val
1 5 10 15

Ile Asp Gly Thr Ile Ile Ala Ser Pro Trp Asn Asn Leu Ala Arg Leu
20 25 30

85



Glu

Asn

His

Asp

Ala

Gly

Gly

Asp

145

Ile

Arg

Leu

His

Ala

225

Val

Met

Thr

Ser

Asn

Val

val

val

Asp

Tyr

130

Asn

Ala

Glu

Ser

Pro

210

Ser

Asp

Ile

Arg

Asp

35

Val

Gly

Phe

Thr

Arg

115

Asn

Lys

Gly

Ala

Ser

195

Gly

val

Lys

Asn

Glu
275

Pro

Ala

Phe

Ala

Gly

100

Leu

val

His

Tyr

Gln

180

Cys

His

Ile

Len

Asn

260

Leu

Ala

Val

Ile

Ser

85

Glu

Asn

Glu

Pro

Phe

165

Tyr

His

Ala

Asp

Met

245

Leu

Ala
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Ile

Tle

Gly

70

Pro

Ala

Phe

Met

Arg

150

Ala

Ala

Leu

Glu

Thr

230

Ala

Gly

Ser

Arg

Ser

Lys

Ser

Gly

Gly

Leu

135

Gly

Glu

Ala

Pro

Leu

215

Gln

Ala

Gly

Ser

Ile

40

Gly

Gly

val

Cys

Leu

120

Ile

Ile

Arg

Asn

Gln

200

Gly

Asn

Leu

val

Pro
280

Val

Gly

Met

Asp

Leu

105

Ala

val

Ala

Gly

Asn

185

Glu

Met

Ser

Pro

Ser

265

Leu

86

Val

Gly

Leu

Ala

20

Leu

Ala

Gly

Gly

Tyr

170

Thr

Ala

Gly

Ala

Glu

250

val

His

Arg

Ser

Thr

75

Val

Ile

Glu

Asp

Thr

155

Asn

Phe

Asp

Ile

Gln

235

Thr

Ala

Pro

Arg

Gly

Ala

Leau

val

Lys

Asp

140

Ile

Leu

Ser

Ala

His

220

val

Gly

Glu

Arg

Asp

45

His

Ala

Thr

Lys

Ala

125

Ile

Leu

Ala

Leu

Ala

205

Gly

val

Arg

Met

Ile
285

Leu

Glu

Val

Ala

Asn

110

Arg

Ser

val

Thr

Gly

190

Pro

Glu

Asn

Leu

Ala

270

Asp

Asn

Pro

Cys

Ile

a5

Tyr

Arg

Leu

His

val

175

val

Arg

Pro

Leu

Ala

255

Ile

Trp

Lys

Ala

Gly

Gln

Thr

Leu

Pro

Lys

160

Leu

Ala

His

Gly

Met

240

Val

Ile

Leu



<210> 26
<211> 1678
<212> ADN

Ile

Leu

305

Glu

Ser

Ser

Leu

Asp

385

Ser

Phe

Gly

Gln

Lys

465

Leu

Ala

Ser

Leu

Gly

290

Thr

Val

Cys

Ala

Ser

370

Gly

Leu

Ala

Val

Gly

450

Phe

Gln

Ala

Lys

Gly
530

Bro

Ala

Glu

val

Asn

355

Asp

Asp

Leu

Leu

Leu

435

Ala

Tyr

Pro

Phe

Ala

515

Asn

Ala

Ile

Thr

Pro

340

Ala

Leu

Thr

His

Ile

420

Met

Ser

Gly

Ala

Asp

500

Asn

Met

Ser

Val

Ser

325

Ser

Met

Glu

Gly

Arg

405

Gly

Ser

Val

Gly

Leu

485

Ala

Ala

Asp

ES 2 648 865 T3

Leu

Leu

310

Asn

Ser

val

Thr

Ser

390

Gln

Glu

Tle

Ala

Ala

470

Thr

Ala

Gly

Pro

Ala Leu

545

Val

295

Glu

Trp

Gln

Ala

His

375

Thr

Gln

Arg

Fhe

Glu

455

Asp

Ser

Gln

Arg

Gly
535

Ala

Thr

Glu

Pro

Arg

Gly

360

Leu

Phe

Leu

Leu

Phe

440

Ser

Glu

Leu

Ala

Ala

520

Ala

Glu

Ala

Ser

Thr

Ser

345

Ile

Asn

Ala

DPro

Thr

425

Thr

Leu

Gly

Leu

Gly

505

Ser

His

Ser

87

Leu

Ile

Pro

330

Ala

val

Ala

Ala

Leu

410

val

Ala

Asn

Asp

Thr

430

Ala

Tyr

Ala

Glu
550

Asp

Glu

315

Val

Arg

Glu

Leu

Gly

395

Asp

Val

Ala

Thr

Arg

475

Gln

Glu

Leu

Val

Leu Gly

Met

300

Lys

Pro

val

Leu

Asp

380

Ala

Asn

Met

Gly

Gly

460

Thr

Pro

Arg

Ser

Ala
540

Lys

Ala

Pro

Glu

val

365

Ala

Arg

Leu

Gly

Gln

445

Leu

Met

Gln

Thr

Ser

525

Met

Ser

Leu

Arg

Phe

350

Thr

Lys

Glu

Ala

Gly

430

Lys

Ala

Ile

Asn

Cys

510

Glu

Val

Phe

Leu

Glu

335

Gln

Thr

Val

Ile

Thr

415

Ser

Leu

Gln

Asp

Leu

485

Leu

Ser

Phe

Ser

Thr

320

Ile

Pro

Thr

Gly

Ala

400

Leu

Ser

Glu

Met

Ala

480

Gln

Ser

Leu

Lys
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<213>

<220>

<223> secuencia de nucleétidos que codifica dhaK de C. freundii optimizado en codones para levadura

<400>

Artificial

26

tctagaaaaa
gacggtgcta
atcagaateg
ggttctggtc
gtttgtggtyg
gttaceggtg
ttcggtttgg
ggtgacgaca
gttcacaaga
gaagctcaat
ttgccacaag
ggtatccacg
aacttgatgg
atcaacaact
tcttctccat
ttggacatga
ttgttgacecg
tgtgttgttt
gttgctggta
gctttggacg
gaaatcgctt
getttgateg
atcttettea
aacaccggtt
atcgacgcett
gctttegacg
ggtagagcett

agattggcta

tgtctcaatt
tcatcgette
ttgttagaag
acgaaccagc
acgttttege
aagetggttg
ctgctgaaaa
tctetttgee
tcgcoctggtta
acgctgettce
aaaccgacge
gtgaaccagg
ttgacaagtt
tgggtggtgt
tgcactcaag
agggtttctc
aagttgaaac
cttctcacge
tcgttgaatt
ctaaggttgg
ctttgttgca
gtgaaagatt
cegetgetgg
tggctcaaat
tgcaaccagc
ctgctcaage
cttacttgte

tggttttcaa
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cttcttcaac
accatggaac
agacttgaac
tcacgttggt
ttctecatet
tttgttgate
ggctagaaga
agacaacaag
cttcgcoctgaa
taacaccttc
tgctccaaga
tgcttectgtt
gttggctgct
ttctgttgct
aatcgactgg
tttgaccgct
ctctaactgg
ttctgctaga
ggttaccgct
tgacggtgac
cagacaacaa
gacecgttgtt
tcaaaagttyg
gaagttctac
tttgacctct
tggtgctgaa
ttctgaatct

ggctttgget

cagagaaccc
aatttggcta
aagaacaacg
ttcatcggta
gttgacgetg
gttaagaact
ttgggttaca
cacccaagag
agaggttaca
tectttgggtyg
caccacccag
atcgacaccc
ttgccagaaa
gaaatggcta
ttgatcggtc
atcgttttgg
ccaaccccag
gttgaattcc
accttgtctg
accggttcta
ttgccattga
atgggtggtt
gaacaaggtg
ggtggtgctg
ttgttggctc
agaacctgtt
ttgttgggta

gaatctgaat

88

acttggtttc
gattggaatc
ttgctgttat
agggtatgtt
ttttgactge
acaccggtga
acgttgaaat
gtatcgotgg
acttagctac
ttgctttgtc
gtcacgetga
aaaactctge
ccggtagatt
tcatcaccag
cagcttcttt
aagaatctat
ttccaccaag
aaccatctgc
acttggaaac
ccttegetge
acaacttggc
cttctggtgt
ctaacgttgt
acgaaggtga
aaccaaagaa
tgtcttctaa
acatggaccce

tgggttaata

tgacgttatec
tgacccagcet
ctoctggtggt
gaccgctgcet
tateccaaget
cagattgaac
gttgatcgtt
taccatettg
cgttttgaga
ttcttgtcac
attgggtatg
tcaagttgtt
ggctgttatg
agaattggct
ggtaaccgct
cgaaaaggct
agaaatcacc
taacgctttg
ccacttgaac
tgctgctaga
taccttgtte
tttgatgtet
tgaagctttg
cagaaccatg
cttgcaagct
ggctaacget

aggtgctcaa

aggtcgac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

300

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1678
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<210> 27

<211> 2951

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> pRNdhaK

<400> 27
ggatccacta gtaacggcceg ccagtgtgct ggaattcgece cttctegage ttaagacgeg 60
tttctteotte agattceccte atggagaaag tgcggcagat gtatatgaca gagtcgcecag 120
tttccaagag actttattca ggcacttcca tgataggcaa gagagaagac ccagagatgt 180
tgttgtecta gttacacatg gtatttatte cagagtatte ctgatgaaat ggtttagatg 240
gacatacgaa gagtttgaat cgtttaccaa tgttectaae gggagegtaa tggtgatgga 300
actggacgaa tccatcaata gatacgtect gaggaccgtg ctacccaaat ggactgattg 360
tgagggagac ctaactacat agtgtttaaa gattacggat atttaactta cttagaataa 420
tgccattttt ttgagttata ataatcctac gttagtgtga gocgggattta aactgtgagg 480
accttaatac attcagacac ttctgoggta tcaccctact tattccette gagattatat 540
ctaggaacee atcaggttgg tggaagatta ccogttctaa gacttttcag cttectetat 600
tgatgttaca cctggacace ceotttteotgg catccagttt ttaatcettca gtggecatgtg 660
agattctccg aasattaatta aagcaatcac acaattctet cggataccac ctcggttgaa 720
actgacaggt ggtttgttac gcatgctaat gcaaaggage ctatatacct ttggetegge 780
tgetgtaaca gggaatataa agggecagcat aatttaggag tttagtgaac ttgeaacatt 840
tactatttte cettettacg taaatatttt tetttttaat tetaaatcaa tettttteaa 200
ttttttgttt gtattetttt cttgettaaa tctataacta caaaaaacac atacataaat 960
ctagaaaaat gtctcaattec ttcttcaacc agagaaccca cttggtttct gacgttateg 1020
acggtgctat catcgecttca ccatggaaca atttggctag attggaatct gacccagcta 1080
tcagaatcgt tgttagaaga gacttgaaca agaacaacgt tgctgttatc tctggtggtg 1140
gttctggtca cgaaccaget cacgttggtt tcatcggtaa gggtatgttg accgectgetg 1200
tttgtggtga cgttttecget tetecatctg ttgacgetgt tttgactget atccaagetg 1260
ttacecggtga agetggttgt ttgttgatcg ttaagaacta caccggtgac agattgaact 1320

89



ES 2 648 865 T3

tcggtttgge tgctgaaaag gctagaagat tgggttacaa cgttgaaatg ttgatcgttg 1380
gtgacgacat ctcecttigeca gacaacaage acccaagagg tatcgetggt accatcettgg 1440
ttecacaagat cgetggttac ttegetgaaa gaggttacaa cttagetace gttttgagag 1500
aagctcaata cgetgettet aacaccettet ctttgggtgt tgetttgtet tettgteact 1560
tgcecacaaga aaccgacget getecaagace accaccecagg teacgetgaa ttgggtatgg 1620
gtatccacgyg tgaaccaggt gettetgtta tegacaccca aaactetget caagttgtta 1680
acttgatggt tgacaagttg ttggctgett tgccagaaac cggtagattg gctgttatga 1740
tcaacaactt gggtggtgtt tctgttgctg aaatggctat catcaccaga gaattggett 1800
cttctecatt gcactcaaga atcgactggt tgatcggtcc agettetttg gtaacegett 1860
tggacatgaa gggtttctet ttgaccgeta teogttttgga agaatctatce gaaaaggett 1520
tgttgacega agttgaaacce tctaactgge caaccccagt tcocaccaaga gaaatcaccet 1980
gtgttgttte ttetcacget tcectgctagag ttgaattcca accatctget aacgectttgg 2040
ttgctggtat cgttgaattg gttaccgeta ccttgtetga cttggaaacc cacttgaacg 2100
ctttggacge taaggttgot gacggtgaca ccoggttcotac cttegetget getgetagag 2160
aaatcgcttc tttgttgcac agacaacaat tgccattgaa caacttggct accttgtteg 2220
ctttgategyg tgaaagattyg acegttgtta tgggtggtte ttetggtgtt ttgatgteta 2230
tcttettecac cgetgetggt caaaagttgg aacaaggtge taacgttgtt gaagectttga 2340
acaccggttt ggctcaaatg aagttctacg gtggtgctga cgaaggtgac agaaccatga 2400
tcgacgettt gecaaccaget ttgacctett tgttggetca accaaagaac ttgeaagetg 2460
ctttegacge tgetcaaget ggtgetgaaa gaacctgttt gtettetaag getaacgetg 2520
gtagagcttc ttacttgtct tectgaatett tgttgggtaa catggaccca ggtgctcaaa 2580
gattggctat ggttttcaag gctttggetg aatctgaatt gggttaataa ggtcgagaca 2640
aatcgctett azatatatac ctaaagaaca ttaaagcetat attataageca aagatacgta 2700
aattttgett atattattat acacatatca tatttctata tttttaagat ttggttatat 2760
aatgtacgta atgcaaagga aataaatttt atacattatt gaacagcgtc caagtaacta 2820
cattatgtgec actaatagtt tagecgtcgtg aagactttat tgtgtecgega aaagtaaaaa 2880
ttttaaaaat tagagcacct tgaacttgceg aaaaaggttc tcatcaactg tttaaaacgt 2340
acgaagctta a 23851

<210> 28

<211> 1949

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> pRNgldA

90



<400> 28

actagtaaat
ctacattctt
ttttccaatt
taccecgecac
cctcttgeat
aaatattttt
atttatatca
caotttotact
tctactacat
atttactgaa
aaggtgctga
tggttgttgg
aggacgctgyg
tcgacagatt
gtggtaagac
toegetocaac
acgaaggtga
acaccaagat
tggctacety
gtaagtgtac
aaggtgaaaa
ttatcgaagc
ctcacgetgt
aaaaggttge
tcgaaaccegt
acatcaagga
gtgaaaccat
tggttgcetga
tectttgteg
tcegetctaa
ttttaatagt
tgtacaaacyg

gacgetogaa

gtgtggggaa
ccttatecgga
aaccctcaat
gegttttttt
aaataaataa
gggtttgttt
cgctotettt
caaaccaaga
cagcettttag
ttaactgcag
cgttatcaac
tgacaagtte
tttggttgtt
gagaggtatc
cttggacacce
catogettet
attcocgacaga
cgttgetggt
gttcegaaget
ccaagetget
ggctatgttg
taacacctac
tcacaacggt
ttteggtace
tgctgetttg
agacgttcca
ccacaacatg
ccaatacggt
atatcatgta
ccgaaaagga
tatgttagta
cgtgtacgea

ggctteoctag
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gcgggtaage
tcctcaaaac
atttctetgt
ctttcaaatt
accgttttga
gatcctttece
ttatcttect
agaaaaagaa
atttttecacg
aaaatggaca
agattgggtg
gttttgggtt
gaaatcgcte
gcetgaaacog
gctaaggett
accgacgete
tacttgttgt
gctcocageta
agagcttgtt
ttggetttgg
gctgctgaac
ttgtctggtyg
ttgaccgecta
ttgacccaat
tcteocacgetg
gctaagatga
ccaggtggtg
caaagattce
attagttatg
aggagttaga
ttaagaacgt

tgtaacatta

gegtacgtt

tgccacageca
ccttaaaaac
cacccggect
tttttcttee
aaccaaactc
ttecccaatct
tttttteote
aaggtcaatc
cttactgett
gaatcatcca
aatacttgaa
tagetcaate
catteggtgg
ctcaatgtgg
tggcotcactt
catgttotge
tgccaaacaa
gattgttage
ctagatctgg
ctgaattgtg
aacacgttgt
ttggtttecga
tcccagacge
tggttttgga
ttggtttgee
gaatcgttge
ctacccocaga
tacaagaatg
tcacgettac
caacctgaag
tatttatatt

tactgaaaac

91

attaatgcac
atatgcctca
ctatttteea
ttettetttt
gccteotetet
ctecttgttta
toctcttgtat
tttgttaaag
ttttettece
atectacaggt
gccattggcect
taccgttgaa
tgaatgttct
tgectatettg
catgggtgtt
tttgtetgtt
cccaaacatg
agetggtate
tgctaccace
ttacaacace
taccccaget
atctggtggt
tcaccactac
aaacgctceca
aatcaccttg
tgaagectget
ccaagtttac
ggaataaggc
attcacgecee
tetaggtece
tcaaattttt

cttgettgag

aacatttaac
ccctaacata
ttttettett
tcttceoacgt
ctcetttttg
atatatatte
tetteottec
aataggatct
aagatcgaaa
aagtacatcc
gaaagatggt
aagtctttca
caaaacgaaa
ggtatcoggtyg
ccagttgeta
atctacaceyg
gttategttyg
ggtgacgctt
atggctggtyg
ttgttggaag
ttggaaagag
ttggctgetg
taccacggtg
gttgaagaaa
gctcaattgg
tgtgctgaag
getgetttgt
gegecccttt
tectcecaca
tatttatttt
cttttttttc

aaggttttgyg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

%00

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1949
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<210> 29
<211> 7690
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> pRN558

<400> 29

tcgegegttt
cagcttgtet
ttggcgggtyg
accataattc
acacggcatt
actettggee
ttttttttee
tgaattatac
ggcaagataa
tgaaaccaag
gatcttocca
taacgtccac
cggctggtcg
tgaagactgc
aaaaaggttt
tctttcgaac
tctctcttge
cctccacgtt
ggctcttgeg
caccaaaggt
tacatgtgta
ctgaagatga
cttttttett

gaaatacege

cggtgatgac
gtaagecggat
tecggggctgg
cgttttaaga
agtcagggaa
tectetagta
acctagcgga
attatataaa
acgaaggcaa
attcagattg
gaaaaagagy
acaggtatag
ctaatcgttg
gggattgctc
ggatcaggat
aggccgtacg
gagatgatcc
gattgtctge
gttgccataa
gttcttatgt
tatatgtata
caaggtaatg
tttgettttt

acagatgegt
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ggtgaaaacc
gcegggagea
cttaactatg
gcttggtgag
gtcataacac
cactectatat
tgactctttt
gtaatgtgat
agatgacaga
cgatctcttt
cagaageagt
ggtttctgga
agtgcattgg
tcggtcaagce
ttgcgccttt
cagttgtcga
cgcattttct
gaggcaagaa
gagaagccac
agtgacaccg
cctatgaatg
catcattcta
ctttttEttt

aaggagaaaa

tctgacacat
gacaagcecg
cggcatcaga
cgctaggagt
agtectttec
ttttttatge
tttttcttag
ttecttegaag
gcagaaagcc
aaagggtggt
agcagaacag
ccatatgata
tgacttacac
ttttaaagag
ggatgaggca
acttggtttg
tgaaagcttt
tgatcatcac
ctcgcccaat
attatttaaa
tcagtaagta
tacgtgtecat
ctecttgaact

taccgeatca

92

gcagctceceg
tcagggegeg
gcagattgta
cactgccagg
cgcaatttte
cteggtaatg
cgattggcat
aatatactaa
ctagtaaagc
ccectagega
gccacacaat
catgctctgg
atagacgacc
gccctactgg
ctttccagag
caaagggaga
gcagaggcta
cgtagtgaga
ggtaccaacg
gctgcagcecat
tgtatacgaa
tctgaacgag
cgacggatca

ggaaattgta

gagacggtca
tcagegggtyg
ctgagagtge
tatcgtttga
tttttctatt
atttteattt
tatcacataa
aaaatgagca
gtattacaaa
tagagcactec
cgcaagtgat
ccaagcattc
atcacaccac
cgcgtggagt
cggtggtaga
aagtaggaga
gcagaattac
gtgcgttcaa
atgttceccte
acgatatata
cagtatgata
gegegettte
tatgeggtgt

aacgttaata

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

300

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440



ttttgttaaa
aaatcggcaa
cagtttggaa
ccgtctatca
egaggtgceg
ggggaaagcc
tatatatctc
tgcatctaaa
aaaaattgta
ttectatacg
gaagaatcat
gaatataatc
gtaaacgcgg
ccttetteta
gcgcacaaaqg
atgecattttt
cgttgeattt
tegtegagtt
cgctttegeg
tagcgctctce
gatatgotat
gattacctat
cgtaaagege
aactcccagg
taaaacagtt
aagctgcage
ttctagtcte
acactgcctt
ggacaaggac
gtocgtggaa

ggccgecagt

attegegtta
aatccettat
caagagtcca
gggcgatgge
taaagcacta
ggcattgcga
tgtgctatat
ctcgacctct
gtaagaacta
tagtatatag
caacgctate
ggggatgect
gaagtggagt
accttaacgyg
gagaaaaaaa
gtagaacaaa
ctgttotgta
gcatttttgt
ttgcatttct
gcgttgeatt
tgaagtgeaa
gcaatagatg
tagactatat
ttcggatgtt
tgtcggatat
gtcacatcgg
tttctcggte
tgctgagetg
ctgagcggaa
ttaattetca

gtgatggata
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aatttttgtt
aaatcaaaag
ctattaaaga
ccactacgtg
aatcggaacc
ataccgettce
ccctatataa
acatttttta
ttcatagagt
agacaaaata
actttctgtt
ttatcttgaa
caggcttttt
acctacagtg
gtaatctaag
aaagaagtat
aaaatgeoage
tttacaaaaa
gttctgtaaa
tttgttctac
gatggaaacg
caatagttte
attattatac
caaaattcaa
taggctgtat
ataataatga
tagctagttt
gatcaataga
gtgtatcgta
tetttgacag

tetgecagaat

aaatecagcte
aatagaccega
acgtggactc
aaccatcacc
ctaaagggag
cacaaacatt
cctaccecate
tgtttatctc
gaatcgaaaa
gaagaaaccqg
cacaaagtat
aaaatgeacce
ttatggaaga
caaaaagtta
atgctttgtt
agattctttg
tcagattett
tgaagcacag
aatgcagctc
aaaatgaagc
cagaaaatga
tccaggaacce
aggttcaaat
tgatgggtaa
ctecctcaaag
tggcagccat
tactacatcg
gtaacaaaag
cagtagacgg
cttatcateg

tegeoectttt

93

attttttaac
gatagggtty
caacgtcaaa
ctaatcaagt
ceccecgattt
gctcaaaagt
cacctttege
tagtattact
caatacgaaa
ttcataattt
gegeaatcca
cgcagetteg
gaaaatagac
tcaagagact
agaaaaatag
ttggtaaaat
tgtttgaaaa
attcttegtt
agattctttg
acagatgctt
accggggaty
gaaatacata
atactatctyg
caagtacgat
cgtattcgaa
tgtagaagtg
cgaagataga
agtggtaagg
agtatctagt
ataatccgga

aagcttcecgta

caataggceg
agtgttgtte
gggcgaaaaa
tttttggggt
agagcttgac
atctetttge
tccttgaact
ctttagacaa
atgtaaacat
tctgaccaat
catcggtata
ctagtaatea
accaaagtag
gcattataga
cgctctcggg
agcgeteteg
attagegete
ggtaaaatag
tttgaszaaat
cgttaacaaa
cgacgtgcaa
cattgtctte
tttcagggaa
cgtaaatctg
tatcattgag
ccttttgeat
atcttagatc
cctegttaaa
atagtctata
getageatge

cgtgtggaag

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

22890

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2540

3000

3060

3120

3180

3240

3300



aacgattaca
cattgctgga
cteoggeatge
aacctgacct
tcactttaaa
aatcataaga
catcttttea
tggcaagtag
ttgaccaaca
ttgcttcaat
agcttcgatg
caatggtggt
aacttcgata
accagcagac
tgaaacagca
taattggtca
tggggtcaag
aacgtgagca
gttcatcaaa
caaaccgteca
tcttaggatc
tctcttagac
atgatctgta
aagaccaaat
taagtttcac
gagaacaggc
agtacgatcg
aaccetttece
taggaccttyg
cgtgtctggg
ctttotegat

cacttccttt

acaggtgttg
gttagcatat
cggtagaggt
acaggaaaga
atttgtatac
aattcgegeg
goggtagoca
tgagcagcac
cctggcaagt
ctgtaacctg
tecgtettgag
tcagctgggt
gccctagagg
ttagaagcga
gcaaccattg
acgttagctt
tecgatcaatce
ccagcagagyg
ccgataacac
gattgtgggt
ttgatcatca
atctgecagtc
aaaaagagaa
atgtatttect
gaggttctac
tgttgttgte
aacgaacttt
cgccatteoca
ttgtgtgacy
ttttttcagt
aagaggeccac

ttectggoceet
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tectetgagg
ctacaattgg
gtggtecaata
gttactcaag
acttattttt
cttaagcagc
aagcagaaga
cttcaacttc
taactggett
gaacgtatgc
atgctteogte
tcaaaacgat
tggttteoggt
tagaagcgat
ggatggtagc
ccaagttaac
tgatgtctgg
tagecgtcgaa
cttcgtgggt
cgataccaac
agtcagtacc
tagatatatt
aaagaaagca
tgcattgacc
taaactaaac
acacgattcg
gctctggaga
gaaccttega
aaattggaag
tttgttcottt
gtgctttatyg

gataatagta

acataaaata
gtgazatggg
agagecgaccet
aataagaatt
tttataactt
ttcaccagece
ggtcataatg
caaccaaaca
gtcttgtggg
ttgaacagct
agacaaaacg
gatagcctta
gaattcgtcg
gatttcageg
ttgaccacca
aactggaaca
cttagcttet
aacgatgtcg
ggtagcaaca
cataacagecc
gatgttacca
tgttgtaaaa
tectaagaact
aatttatgca
cacccecttg
gacaattctg
tcacagtggg
ttgettgtta
ctgcaatcaa
ttgcaaacaa

agggtaacat

tgagggtgaa
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cacaccgaga
gagcgatttg
catgcetatac
ttegttttaa
atttaataat
tttctagecea
tccaagttac
gocggtctteca
ataacttcga
tcageccattt
taaacggtgt
cccttageag
atgttagctc
tagtgaactc
caggtaacca
cagtatggac
ctcaaagcag
atgtcagcga
cccattctte
atttccaagt
gaaccgatga
agtagataat
tgaaaaacta
agtttatata
gttagaagaa
tttgaaagag
catcatagca
caaaacctgt
taggaagaca
atcacgagcg
caattcaaga

gccaaaataa

ttecatcaact
caggcatttg
ctgagaaage
aacctaagag
aaaaatcata
aagattgagce
cagcgtaage
aaccagagaa
attgaactct
cgttgattga
ctctcatcat
caccaccaac
tggtacctgg
tagcaactct
tgttaacgtt
cgatagcagec
cgtegttett
attctggecat
tagctctage
gttgaccgtg
tagcaacctt
tacttcocttg
cgaattagaa
tatgtaaatyg
aagagtgtgt
agagagtaac
tgtggtacta
gagccegtege
ggaagtcgag
acggtaattt
aggagggaaa

aggattcgcg

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3200

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4520

4980

5040

5100

5160

5220



cccaaatcegg
agtaattett
gagctcgaga
gtcgaccteg
gagettggeg
tccacacaac
gtaactcaca
ccagctgcat
ttececgettoe
agetcactea
catgtgagca
tttecatagg
gcgaaacccyg
ctetectgtt
cgtggegett
caagctggge
ctataegtett
taacaggatt
taactacggc
cttcggaaaa
tttttttgtt
gatcttttet
catgagatta
atcaatctaa
ggcacctatc
gtagataact
agacccacgc
gcgcagaagt
agctagagta
categtggtyg

aaggcgagtt

catetttaaa
geaaatgoct
ctagtggatc
agggggggcce
taatcatggt
ataggageccyg
ttaattgogt
taatgaatcg
tegetcacty
aaggcggtaa
aaaggccage
ctaggecoae
acaggactat
ccgacectge
tctcaatgct
tgtgtgecacg
gagtccaacce
agcagagcga
tacactagaa
agagttggta
tgcaageage
acggggtctg
tcaaaaagga
agtatatatg
tcagcgatct
acgatacggg
tcaccggcotce
ggtcctgeaa
agtagttcge
tcacgetagt

acatgatecce
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tgcaggtatg
attatgcaga
ccecocgggctyg
cggtacccag
catagetgtt
gaagcataaa
tgegetcact
gccaacgegc
actcgetgeg
tacggttate
aaaaggccaqg
ctgacgagea
aaagatacca
cgettacegg
cacgctgtag
aacceccegt
cggtaagaca
ggtatgtagg
ggacagtatt
gctcttgatc
agattacgeg
acgctcagtg
tettecaceta
agtaaacttg
gtctattteg
agggcttacc
cagatttatc
ctttatcege
cagttaatag
cgtttggtat

ccatgttgtg

cgatagttece
tgttataata
caggaattcg
cttttgttce
tcectgtgtga
gtgtaaagece
gcecgettte
ggggagaggc
cteggtegtt
cacagaatca
gaaccgtaaa
tcacaaaaat
ggegtteocee
atacctgtec
gtatctcagt
tcagcecgac
cgacttateg
cggtgcetaca
tggtatctge
cggcaaacaa
cagaaaaaaa
gaacgaaaac
gatectttta
gtctgacagt
ttecatccata
atctggecee
agcaataaac
cteccatcecag
tttgcgcaac
ggcttcatte

aaaaaaagcg
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tcactettte
tetgtgegte
atatcaagct
ctttagtgag
aattgttate
tggggtgect
cagtcgggaa
ggtttgcgta
cggetgegge
ggggataacg
aaggccgegt
cgacgceteaa
cctggaagct
geetttetee
teggtgtagy
cgetgegect
ccactggcag
gagttettga
gctctgetga
accaccgctg
ggatctcaag
tcacgttaag
aattaaaaat
taccaatgct
gttgcectgac
agtgctgeaa
cagccagccyg
tctattaatt
gttgttgecca
agctoeggtt

gttagetect

cttactcacg
ttgagttgaa
tatcgatacc
ggttaattce
cgctecacaat
aatgagtgag
acctgtegtg
ttgggcgctco
gagcggtatce
caggaaagaa
tgetggegtt
gtcagaggtyg
ccctegtgeg
cttegggaaqg
tecgttegete
tatccggtaa
cagceactygg
agtggtggec
agccagttac
gtagcggtgg
aagatcottt
ggattttggt
gaagttttaa
taatcagtga
tgcecegtegt
tgataccgeqg
gaagggccga
gttgceggga
ttgctacagg
cecaacgate

teggtectee

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5840

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6300

6960

7020

7080



10

gatcgttgte
taattctctt
caagtcattc
ggataatacc
ggggcgaaaa
tgecacccaac
aggaaggcaa
actcttcctt
catatttgaa
agtgccacct

ccctttegte

<210> 30
<211> 9416
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> pRN595

<400> 30

agaagtaagt
actgtcatgce
tgagaatagt
gegecacata
ctetcaagga
tgatcttecag
aatgoegcaa
tttcaatatt
tgtatttaga

gacgtcttat

ES 2 648 865 T3

tggeccgeagt
catccgtaag
gtatgeggeg
gcagaacttt
tattaceogot
catettttac
aaaagggaat
attgaagcat
aaaataaaca

tatcatgaca

gttatcacte
atgcttttet
accgagttge
aaaagtgctc
gttgagatce
ttteaccage
aagggegaca
ttatcagggt
aataggggtt

ttaacctata
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atggttatgg
gtgactggtg
tcttgecegg
atcattggaa
agttagatgt
gtttetgggt
cggaaatgtt
tattgtctca
ccgegcacat

aaaataggcg

cagcactgeca
agtactcaac
cgtcaatacg
aacgtteotte
aacccacteg
gagcaaaaac
gaatactcat
tgagcggata
ttcececgaaa

tatcacgagg

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7690



gacgaaaggg
aggtggcact
ttcaaatatg
aaggaagagt
ttgecttect
gttgggtgea
ttttegeecee
ggtattatcc
gaatgacttg
aagagaatta
gacaacgate
aactegcett
caccacgatg
tactcetaget
acttetgege

gegtgggtet

cctegtgata
tttcocggggaa
tatccogetea
atgagtattc
gtttttgcte
cgagtgggtt
gaagaacgtt
cgtattgacg
gttgagtact
tgcagtgctyg
ggaggaccga
gatcgttggg
cctgtagcaa
tocoggaaac
tecggeoectte

cgeggtatca
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cgectatttt
atgtgcgcgg
tgagacaata
aacatttccg
acccagaaac
acatcgaact
ttccaatgat
cogggoaaga
caccagtcac
ccataaccat
aggagctaac
aaccggaget
tggcaacaac
aattaataga
cggctggetg

ttgeoageact

tataggttaa
aaccectatt
accctgataa
tgtegeectt
gctggtgaaa
ggatctcaac
gagcactttt
gcaactaggt
agaaaagcat
gagtgataac
cgettttttt
gaatgaagcc
gttgegeaaa
ctggatggag
gtttattget

ggggccagat
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tgtcatgata
tgtttatttt
atgcttecaat
attccectttt
gtaaaagatg
agcggtaaga
aaagttctge
cgecgeatac
cttacggatg
actgeggeca
cacaacatgg
ataccaaacg
ctattaactg
goeggataaag
gataaatctg

ggtaagcect

ataagacgtc
tctaaataca
aatattgaaa
ttgcggeatt
ctgaagatca
tecttgagag
tatgtggege
actattetca
gcatgacagt
acttacttet
gggatcatgt
acgagoegtga
gcgaactact
ttgoaggace
gagecceggtga

cccgtategt

60

120

130

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960



agttatctac
gataggtgee
ttagattgat
taatctcatg
agaaaagatc
aacaaaaaaa
ttttcegaag
gccgtagtta
aatcctgtta
aagacgatag
geccagettyg
aagcgccacy
aacaggagag
cgggtttege
cctatggaaa
tgctcacatg
tgagtgaget
ggaagcggaa
atgcagctgg
tgtgagttac
gttgtgtgga
cgeccaagcete
cgaggtagac
tctcgagctc
aagaattact
cegatttggg
aaaggaagtg
atcgagaaag
cccagacacg
caaggtcocta

ggaaagggtt

acgacgggca
tcactgatta
ttaaaacttc
accaaaatcc
aaaggatctt
ccaccgectac
gtaactggct
ggccaccact
ccagtggety
ttaccggata
gagcgaacga
cttoccgaag
cgcacgaggg
cacctetgac
aacgccagca
ttctttectg
gatacegetce
gagogeccaa
cacgacaggt
ctcactcatt
attgtgageg
ggaattaacc
ggtategata
ttcaactcaa
cgtgagtaag
cgcgaatcoct
tttcecectect
aaattaccgt
ctcgacttcc
goegacggete

tagtaccaca

ES 2 648 865 T3

gtcaggcaac
agcattggta
atttttaatt
cttaacgtga
cttgagatce
cagcggtggt
tcagcagagc
tcaagaactc
ctgccagtgg
aggcgeageg
cectacaccga
ggagaaaggc
agcttcocecagg
ttgagcgteg
acgcggectt
cgttatcece
geogeageoyg
tacgcaaacc
ttccegactg
aggcacccca
gataacaatt
ctcactaaag
agcettgatat
gacgcacaga
gaaagagtga
ttattttgge
tcttgaattg
cgetegtgat
tgtcttecta
acaggttttg

tgctatgatg

tatggatgaa
actgtcagac
taaaaggatc
gttttcgtte
ttttttteotg
ttgtttgeeg
gcagatacca
tgtagcaccg
cgataagteg
gtegggetga
actgagatac
ggacaggtat
ggggaacgce
atttttgtga
tttacggttc
tgattotgtg
aacgaccgag
gocteteocce
gaaagcggge
ggctttacac
tcacacagga
ggaacaaaag
cgaattectyg
tattataaca
ggaactatcg
ttcaccctea
atgttaccet
ttgtttgeaa
ttgattgcag
taacaagcaa

cccactgtga

98

cgaaatagac
caagtttact
taggtgaaga
cactgagcgt
cgcegtaatet
gatcaagagc
aatactgtcc
cctacatace
tgtcttaceyg
acggggggtt
ctacagecgty
ceggtaageg
tggtatcttt
tgetegteag
ctggcectttt
gataaccgta
cgcagegagt
gegegttgge
agtgagcgca
tttatgcttc
aacagetatg
ctgggtaccg
cageecgggy
tctgcataat
catacctgca
tactattate
cataaagcac
aaagaacaaa
cttccaattt
tegaaggtte

tctecagage

agategctga
catatatact
tcctttttga
cagaccccgt
gctgettgea
taccaactct
ttotagtgta
togetetget
ggttggacte
cgtgcacaca
agcattgaga
gcagggtegyg
atagtcctgt
gggggccgayg
gctggecttt
ttaccgectt
cagtgagega
cgattcatta
acgcaattaa
cggctcctat
accatgatta
ggcceccect
gatccactag
aggcatttgce
tttaaagatg
agggccagaa
gtggecctctt
actgaaaaaa
cgtcacacaa
tggaatggcyg

aaagttcgtt

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820



cgategtact
gecectgttete
gtgaaactta
atttggtett
tacagatcat
gttaccaacg
tacgeottett
gctgacgcta
gaagacaagg
gaaaagacct
ccaatcggta
aagtctttga
aaagacgcta
ccaaaggact
caccaccecag
tactcttctg
gaaaccgctg
ggtgttatct
agagaaagat
caagacgtta
aagatcgetyg
gttaccgttg
atgtacagag
ggtggtattg
tcttactteg
ggtggtateg
tettggggtyg
accgttgeta
agaagaggtt
ttgatcgtta
ttgaaggetg

tctatcgtta

gttactetet
acacactctt
catttacata
ttctaatteg
caaggaagta
ttgctgaatt
tcacccaaga
gaatcccatt
ttatcaagaa
gtggtgtttt
tcatctgtgg
tetetttgaa
ccaacaaggc
tgateggttg
acatcaactt
gtaagccagc
acatcaagag
gtgcttctga
tcgctaccea
tottgaagaa
aattagctgg
ttgacgaatc
ctaaggactt
gtcacacctc
gtcaaaagat
gtgacttgta
gtaactctat
agagagetga
ctttgccaat
ccgacagatt
ctggtgttga

gaaagggtygc
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ctctttcaaa
ttcttctaac
tatataaact
tagttttteca
attatctact
gaacgctttg
acaagttgac
ggctaagatg
ccactteget
gtcagaagac
tatcgttcca
gaccagaaac
tgctgacatc
gatcgaccaa
gatcttgget
tatcggtgtt
agctgttget
acaatectgtt
cggtggttac
cggtgetttg
tttctoctgtt
tgaaccattc
cgaagacgct
ttgtttgtac
gaagaccgct
caacttcaag
ctctgaaaac
aaacatgttg
cgctttggac
cttgttcaac
aaccgaagtt

tgaattggct

cagaattgte
caagggggtyg
tgcataaatt
agttcttaga
ttttacaaca
gttgaaaggg
aagatctteca
gctgttgectg
tctgaataca
gacaccttcg
accaccaacc
gctatcatct
gttttgcaag
ccatctgttyg
accggtggte
ggtgctggta
tetgttttga
gttgttgttg
ttgttgcaag
aacgetgeta
ccagaaaaca
gctcacgaaa
gttgaaaaag
accgaccaag
agaatcttga
ttggctecat
gttggtccaa
tggcacaagt
gaagttatca
aacggttacg
ttettegaag

aactcttteca
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cgaatcgtgt
gtttagttta
ggtcaatgea
tgetttettt
aatatatcta
ttaagaaggc
gagctgctge
aatctggtat
tctacaacge
gtaccatcac
caacctctac
tetctecaca
ctgctatecge
aattgtctaa
caggtatggt
acaccccagt
tgtctaagac
actctgttta
gtaaggaatt
tegttggtcea
ccaagatctt
agttgtctcc
ctgaaaagtt
acaaccaace
tcaacaccce
ctttgacctt
agcacttgat
tgccaaaate
ccgacggtca
ctgaccaaat
ttgaagctga

agccagacgt

gacaacaaca
gtagaacctc
agaaatacat
ttoteottttt
gaaaatggct
tcaaagagaa
tttggetget
gggtatcgtt
ttacaaggac
catcgctgaa
cgctatctte
cccaagagcet
tgctggtgct
cgctttgatg
taaggctgcet
tgttategac
cttegacaac
cgacgetgtt
gaaggctgtt
accagecttac
gatcggtgaa
aaccttggct
ggttgoctatg
agctagagtt
agcttctcaa
gggttgtggt
caacaagaag
tatctactte
caagagagct
cacctctgtt
cocaaccttg

tatcatcgct

2880

2240

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3200

3860

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740



ttgggtggtg
gaaacccact
ttcccaaaga
tctgaagtta
gctgactacg
ccaaagtctt
gtttetgttt
aaggaatact
gttcactety
cactctatgg
ttgttgatet
ttctetcaat
ggtttgtctg
gaaaccttga
gctgacttct
ggtgctaace
tacggtagag
gcetgaaaaga
atttttatta
taggttttaa
tatecaggtat
tgcctgceaaa
gatgaatcte
cacacgtacg
gctagcectccg
gactatacta
acgaggecctt
taagattcta
aaaaggcact
atgatattcg

tttacgatceg

gttecteccaat
tegaagaatt
tgggtgttaa
ccccattege
ctttgaccce
tgtgtgettt
tggcttctga
tgccagettc
ctgectaccat
ctcacaagtt
gtaacgttat
acgacagacce
ctccaggtga
aggctgaatt
tggctaacgt
caagataccc
actacgttga
aggctaagaa
ttaaataagt
aacgaaaatt
agceatgaggt
tecgeteeccea
ggtgtgtatt
aagcttaaaa
gattatcgat
gatactcegt
accactcttt
tettegegat
tctacaatgg
aatacgettt

tacttgttac
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ggacgectget
ggetttgaga
ggctaagatg
tgttgttacc
agacatggct
cggtggtttg
attctetgac
ttaccacgaa
cgetggtate
gggttetcaa
cagatacaac
acaagctaga
cagaaccgct
gggtatccca
tgacaagttg
attgatctet
aggtgaaacc
gtetgettag
tataaaaaaa
cttattcttg
agetaettatt
tttcacceaa
ttatgtecte
gggcgaattc
gataagctgt
ctactgtacg
tgttactcta
gtagtaaaac
ctgccatcat
gaggagatac

ccatcattga

aagatcatgt
tteatggaca
atcgctgtta
gacgacgcta
ategttgacg
gacgctgtta
ggtcaagctt
ggttctaaga
gctttegeta
ttecacatec
goctaacgaca
agaagatacg
gcaaagatcg
aagtctatca
tctgaagacg
gaattgaagce
gatgetaaga
cttaagegeg
ataagtgtat
agtaactctt
gaccacacct
ttgtagatat
agaggacaac
tgcagatatc
caaagatgag
atacacttee
ttgatccagc
tagctagacc
tattatccga
agcectaatat

attttgaaca
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gggttatgta
tcagaaagag
ccaccacctc
ccggtcaaaa
ctaacttggt
cccacgctat
tgcaagcttt
acccagttge
acgettteott
cacacggttt
acccaaccaa
ctgaaatege
aaaagttgtt
gagaagctgg
ctttcgacga
aaatcttgtt
aggaagctge
cgaatttcott
acaaatttta
tcctgtaggt
ctacoggoat
gctaacteca
acctgttgta
catcacactg
aattaattce
getecaggtee
tcagcaaagyg
gagaaagaga
tgtgacgctg
cecgacaaact

tcegaacctg

cgaacaccea
aatctacaaqg
tggtaccggt
gtacccattg
tatggacatg
ggaagcttac
gaagttgttg
tagagaaaga
gggtgtttgt
ggctaacget
gcaaacceget
tgaccacttyg
ggcttggttyg
tgttcaagaa
ccaatgtacc
ggacacctac
tccagetaag
atgatttatg
aagtgactct
caggttgctt
goeogagcaaa
gcaatgagtt
atogttette
gcggecgcat
acggactata
ttgtecttta
cagtgtgatc
ctagaaatgc
cagcttcteca
gttttacaga

ggagttttee

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5540

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600



ctgaaacaga
acaatgtatg
acgtegeate
ttaacgaagc
ttcaaacaaa
tttaccaacg
gcotaattttt
agcgctattt
agagcgctat
taatgcagtc
tttggtgtct
tactagcgaa
ccgatgtgga
gtcagaaaat
ttacattttce
ctaaagagta
caaggagcga
agagatactt
agctctaaat
caaaaaactt
tocgeectttyg
aacactcaac
ctattggtta
aacgtttaca
cgcatatgat
gogegecteg
atactgtteg
tategtatge
gaacatcgtt
acgcactctc
tteotgetage

ctactttcte

tagtatattt
tatttecggtt
cceggtteat
atctgtgett
gaatctgagc
aagaatctgt
caaacaaaga
taccaacaaa
ttttctaaca
tcttgataac
attttetctt
gotgegggtg
ttgcgcatac
tatgaacggt
gtattgtttt
atactagaga
aaggtggatg
ttgagcaatg
cgggggctec
gattagggtg
acgttggagt
cctatctcgg
aaaaatgagce
atttecctgat
ccgtegagtt
ttcagaatga
tatacatact
tgecagettta
ggtaccattg
actacggtga
ctetgeaaag

cctttgcaaa
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gaacctgtat
cctggagaaa
tttctgegtt
cattttgtag
tgcattttta
gcttcatttt
atctgagetg
gaatctatac
aagcatctta
tttttgcact
ccataaaaaa
cattttttca
tttgtgaaca
ttcttctatt
cgattcactc
taaacataaa
ggtaggttat
tttgtggaag
ctttagggtt
atggttcacg
ccacgttctt
tectattettt
tgatttaaca
gocggtatttt
caagagaaaa
cacgtataga
tactgacatt
aataateggt
ggcgaggtyg
tgatcattct
ctttcaagaa

ccaagttcga

aataatatat
ctattgcatc
tecatettge
aacaaaaatg
cagaacagaa
tgtaaaacaa
catttttaca
ttcttttttg
gattactttt
gtaggtccgt
agcctgactc
agataaaggc
gaaagtgata
ttgtectctat
tatgaatagt
aaatgtagag
atagggatat
cggtattcge
ccgatttagt
tagtgggceca
taatagtgga
tgatttataa
aaaatttaac
ctccttacge
aaaaagaaaa
atgatgcatt
cataggtata
gtcactacat
cttectettat
tgcctegeag
aatgegggat

caactgegta
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agtctagege
tattgcatag
acttcaatag
caacgcgaga
atgcaacgcg
aaatgcaacg
gaacagaaat
ttctacaaaa
ttteotecttt
taaggttaga
cacttcccgc
atcececcgatt
gcgttgatga
atactacgta
tecttactaca
gtcgagttta
agcacagaga
aatgeccgget
gctttacgge
tegeococtgat
ctecttgttce
gggattttge
gcgaatttta
atctgtgegg
agcaaaaaga
accttgtcat
catatataca
aagaacacct
ggcaaccgca
acaatcaacg
catocteogeaa

cggcctgttce

tttacggaag
gtaatcttge
catatetttg
gegetaattt
aaagcgctat
cgacgagagce
gcaacgegag
atgcatccecg
gtgegctecta
agaaggctac
gtttactgat
atattctata
ttcttcattg
taggaaatgt
atttttttgt
gatgcaagtt
tatatagcaa
ttccecegtea
acctcgacce
agacggtttt
aaactggaac
cgatttcgge
acaaaatatt
tatttcacac
aaaaaggaaa
cttcagtate
catgtatata
ttggtggagg
agagccttga
tggagggtaa
gagagatcte

gaaagatcta

6660

€720

6780

€840

€800

€960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7520

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520



10

ccaccgcetet
cacgcgcecag
tgtgatggtc
gettggocag
cttgcgattg
gctctatcge
taatacgett
cattttttag
gtgataatgc
gaaaatcatt
gaaaaagaaa
acgatacctg
tctcagtaca
cgctgacgeg

cgtetceggg

<210> 31
<211> 9352
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> pRN596

<400> 31

ggaaagtgece
tagggcctcet
gtctatgtgt
agcatgtatc
tgtggcctgt
taggggacca
tactaggget
tatattcttc
caatcgctaa
accgaggcat
attgcgggaa
gcagtgacte
atctgctctg
ccctgacggg

agctgecatgt
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tcatccaaag
ttaaaagett
aagtcaccaa
atatggtcca
tctgctactg
ccctttaaag
ttetgetetg
gaagaaatca
gaaaaaaaaa
aaaaaaatat
aggactgtgt
ctagcgetea
atgccgcata
cttgtctget

gtcagaggtt

gegcaaatce
gaccgagagc
tgcactcaac
gaaaccctat
cttctgectce
agatcgcaat
tocatetttge
cattacttta
gagtcatccg
agagtgtact
tatgacttcc
ccaagetett
gttaagccag
cceggeatcc

ttecaccgtca

102

tgatccaaac
aatecccgeag
gattagcgac
acctgtgtgg
tttttctggg
ctgaatcttg
cttegtttat
tataatgtat
ctaggtggaa
agaggaggcc
ctgactaatg
aaaacggaat
ccccgacace
gcttacagac

tcaccgaaac

ctttttacte
tcttecagtgg
cagccggaat
acgttaatca
aagatcgagt
gtttcatttg
cttgeectget
aattcattat
aaaaaaaaat
aagagtaata
ccgtgttcaa
tatggtgcac
cgccaacacc
aagctgtgac

gcgega

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9416



gacgaaaggg
aggtggcact
ttcaaatatg
aaggaagagt
ttgcecttect
gttgggtgea
ttttegecece
ggtattatcc
gaatgacttg
aagagaatta

gacaacgate

cctegtgata
ttteggggaa
tatccgectcea
atgagtatte
gtttttgcte
cgagtgggtt
gaagaacgtt
cgtattgacg
gttgagtact
tgcagtgctg

ggaggaccga
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cgectatttt
atgtgogogyg
tgagacaata
aacatttccg
acccagaaac
acatcgaact
ttccaatgat
ccgggcaaga
caccagtcac
ccataaccat

aggagctaac

tataggttaa
aaccectatt
accctgataa
tgtegecott
gcetggtgaaa
ggatctcaac
gagcactttt
gcaactcggt
agaaaagcat
gagtgataac

cgecttttttt
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tgtcatgata
tgtttatttt
atgcttcaat
attccctttt
gtaaaagatyg
ageggtaaga
aaagttctgce
cgccgcatac
cttacggatg
actgcggeca

cacaacatgg

ataagacgtc
tectaaataca
aatattgaaa
ttgeggeatt
ctgaagatca
tacttgagag
tatgtggege
actattctca
gcatgacagt
acttacttet

gggatcatgt

60

120

180

240

300

360

420

4380

540

600

660



aactecgectt
caccacgatg
tactetaget
acttetgege
gegtgggtcot
agttatctac
gataggtgee
ttagattgat
taatctcatg
agaaaagatc
aacaaaaaaa
ttttcegaag
gccgtagtta
aatcctgtta
aagacgatag
gcccagettg
aagcgccacg
aacaggagag
cgggtttcge
cctatggaaa
tgctcacatg
tgagtgagct
ggaagcggaa
atgcagetgg
tgtgagttac
gttgtgtgga
cgccaagete
cgaggtcgac
tctegagetce
aagaattact

cegatttggg

aaaggaagtg

gategttggg
cctgtagcaa
toceggeaac
teggecette
cgcggtatca
acgacgggca
tcactgatta
ttaaaactte
accaaaatcc
aaaggatctt
ccaccgctac
gtaactggct
ggccaccact
ccagtggetg
ttaccggata
gagcgaacga
cttecegaag
cgcacgaggyg
cacctctgac
aacgccagea
ttctttectg
gataccgctc
gagogoccaa
cacgacaggt
ctcactcatt
attgtgageg
ggaattaacc
ggtatecgata
ttcaactcaa
cgtgagtaag
cgegaatect

tttcecteet

ES 2 648 865 T3

aaccggagcet
tggcaacaac
aattaataga
cggetggetg
ttgcagcact
gtcaggcaac
agcattggta
atttttaatt
cttaacgtga
cttgagatcc
cagcggtggt
tcagcagagce
tcaagaactc
ctgccagtgg
aggcgcageg
cctacaccga
ggagaaaggc
agcttccagg
ttgagecgtcg
acgeggectt
cgttatccce
gccgcagccyg
tacgcaaacc
ttcccgactg
aggcacccca
gataacaatt
ctcactaaag
agcttgatat
gacgcacaga
gaaagagtga
ttattttgge

tcttgaattyg

gaatgaagcc
gttgcgcaaa
ctggatggag
gtttattget
ggggccagat
tatggatgaa
actgtcagac
taaaaggatc
gttttegtte
tttttttctg
ttgtttgceg
gcagatacca
tgtagcaccg
cgataagtcg
gtegggetga
actgagatac
ggacaggtat
ggggaacgcc
atttttgtga
tttacggttc
tgattctgtyg
aacgaccgag
gectotecee
gaaageggge
ggctttacac
tcacacagga
ggaacaaaag
cgaattectg
tattataaca
ggaactatcg
tteocaccctea

atgttaccct

104

ataccaaacg
ctattaactg
gceggataaag
gataaatctg
ggtaagccct
cgaaatagac
caagtttact
taggtgaaga
cactgagcgt
cgcgtaatct
gatcaagagc
aatactgtcc
cctacatacc
tgtcttaceg
acggggggtt
ctacagcgtg
ccggtaageg
tggtatcttt
tgctegtcag
ctggectttt
gataaccgta
cgcagcgagt
gcegegttgge
agtgagcgca
tttatgctte
aacagctatg
ctgggtaccg
cageeacggygyg
tectgeataat
catacctgca
tactattate

cataaagcac

acgagegtga
gecgaactact
ttgecaggace
gagceggtga
cccgtategt
agatcgectga
catatatact
tectttttga
cagacccegt
getgettgea
taccaactct
tteoctagtgta
tecgetcotget
ggttggactc
cgtgcacaca
agcattgaga
gcagggtegyg
atagtecctgt
gggggccgag
gotggeottt
ttaccgectt
cagtgagcga
cgatteatta
acgcaattaa
cggctectat
accatgatta
ggeccoocct
gatccactag
aggcatttge
tttaaagatg
agggccagaa

gtggcctett

720

780

840

%00

860

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1520

1580

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580



atcgagaaag
cccagacacy
caaggtccta
ggaaagggtt
cgatcgtact
gcctgttcte
gtgaaactta
atttggtctt
tacagatcat
acgcaacaaa
getttgaagy
aaggcettetyg
accggtagag
acccacgaaa
atcaccgaaa
acctctaceg
tetttecace
gcetategetyg
gcttctaaca
gctatggtta
gtteocaaccet
tctaagtctt
gaaatctacyg
gaagaaaagg
aacaacgcta
gttggtatca
ccaaacgaac
aacacccaag
tctgetgeta
gettgtagaa

tacatctgge

aaattaccgt
ctogacttec
gecgacggctc
tagtaccaca
gttactetect
acacactctt
catttacata
ttctaattcg
caaggaagta
cecatgaccgt
aatacttgaa
ttgetgettt
gtatcttega
tgagacacgc
tcgctgaace
ctatcttecaa
catcetgettt
ctggtgetec
agttgatgaa
aggctgcata
acatogasaa
tcgacaacgg
accaagttgt
ctaagttgga
gattgaaccc
aggtaccaga
cattgaccag
acggtatcga
tccactctaa
tettgeacaa

catetttecac
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cgctegtgat
tgtcttecta
acaggttttg
tgctatgatg
ctettteaaa
ttcttctaac
tatataaact
tagtttttca
attatctact
tgacgaacac
gccagaatac
ggaccaacac
agacaaggct
taagaccgtt
agttggtgtt
gtetttgate
gaagtgtteot
agaaaactgt
ccacccaggt
ctcttctggt
gacctgtaac
tatgatectgt
tgaagaaatg
aaagttcatg
aaagtgtcca
agactgtaac
agaaaagttg
caaggctgaa
cgacaaggct
caccccatet

cttgggttgt

ttgtttgeaa
ttgattgeag
taacaagcaa
cccactgtga
cagaattgte
caagggggtyg
tgcataaatt
agttcttaga
ttttacaaca
atcaaccaat
acccaagaaa
tgtgetttgyg
accaagaaca
ggtatcatca
gtttgtggty
tctatcaaga
attatggetg
atccaatgga
gttgctacta
aagccagctt
atcaagcaag
gcttetgaac
aagaccttgg
ttcggtgtta
ggtatgtcte
atcatctgtg
tctccagttt
gctatggttg
gttgttgaaa
tctcaaggty

ggttettacg
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aaagaacaaa
cttecaattt
tcgaaggttc
tcteccagage
cgaategtgt
gtttagttta
ggtcaatgca
tgctttettt
aatatatcta
tagttagaaa
agatcgacta
ctgetgetge
tcttegettg
acgttgacece
ttaccccagt
ccagaaaccce
ctaaaategt
tegaattagy
tcttggctac
tgggtgttgy
ctgotaacga
aagctgctat
gtgettactt
acgcttactc
cacaatggtt
ctgtttgtaa
tggctatott
aatttaacqgg
agtacgcttt
gtatcggtte

gtggtaacte

actgaaaaaa
cgtcacacaa
tggaatgygcyg
aaagttcgtt
gacaacaaca
gtagaacctc
agaaatacat
ttctettttt
gaaaatgtct
ggctcaagtt
catcgttaag
tgttgaagaa
tgaacacgtt
attgtacggt
taccaaccca
aatcgtttte
tagagacget
tggtatcgaa
cggtggtaac
tgctggtaac
agttgttatg
catcgacaag
catcaacgaa
tgctgacgtt
cgctgaacaa
ggaagttggt
gaaagctgaa
tagaggtcac
gaccatgaag
tatctacaac

tgtttetget

2640

2700

2760

2820

2BBO

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440



aacgttacct
caatggttca
gaattgaagg
tacgttgaca
ttcatcgacg
aacacctteg
aagatcatgt
ttcatcgact
atctgtatcc
gaccacgaaa
atcgttgacc
gacgttttgg
ggtttggcta
gacttggaag
tctgetttot
ccacacggta
ccaagaaagt
gaattggectc
gctaaggctt
aacatcgacg
gaccaatgtt
aaggctgctt
tttattatta
gttttaaaac
caggtatagc
ctgcaaateg
gaatctcggt
acgtacgaag
gctceggatt
atactagata
ggccttacea

attctatctt

accacaactt
gagttccacc
aattgtectaa
gagttatgga
ttgaaccaga
gtccagacaa
ggttgttgta
tgagaaagag
caaccacckte
ccggtaagaa
caatgttcac
ttecacgetac
gagaagctgt
ctagagaaaa
tgggtatgga
gatgtgttgc
tggetatgtg
aaatggttgg
gtgaagaatt
aagctgettg
ctccagectaa
actacccaat
aataagttat
gaaaattctt
atgaggtcge
ctceceecattt
gtgtatttta
ctaaaaggge
atcgatgata
ctcecgtctac

ctettttgtt

cgcgatgtag
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gttgaacate
aaagatecttc
gatctteate
cgttttgaag
cccatctate
catcatcgct
cgaacaccca
agctttcaag
tggtaccggt
gtacccattg
catgtctttg
cgaagettac
taagttggtt
gatgcacaac
ccactctatg
tgttttgttg
gccaaagtac
tttgaagtgt
gatgaaggct
gatgtctaag
cccaagagtt
cgcttagett
aaaaaaaata
attcttgagt
tcottattgac
cacccaattyg
tgtcctcaga
gaattetgeca
agctgtcaaa
tgtacgatac
actctattga

taaaactagc

aagagattgg
ttcgaaccac
gtttctgaca
agaagatcta
caaaccgttc
atcggtggtyg
gaagctgact
ttcccaacca
tctgaagtta
gctgactact
ccaaagagag
gtttctgtta
tttgaaaact
gctgctacca
gctcacaagg
ccacacgtta
aacttctaca
aacaccccag
accgaaacca
gtteccagaaa
ccaatggtta
aagcgcgcga
agtgtataca
aactctttee
cacacctcta
tagatatgct
ggacaacace
gatatccate
gatgagaatt
acttccgctce
tecageteag

tagaccgaga
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ctgacagaag
actctatcag
gaatgatgta
acgaagttga
aaaagggttt
gttctgetat
tettegetat
tgggtaagaa
ccccattege
ctttgacccc
ctatcgctga
tggctaacga
tgttgaagtc
tcgetggtat
ttggtgctge
tcagatacaa
aggctgacca
ctgaaggtgt
tcaccggttt
tggctttgtt
aggacatgga
atttcttatg
aattttaaag
tgtaggtcag
caggeatgee
aactccagea
tgttgtaatce
acactggegg
aattccacgg
aggtccttgt
caaaggcagt

aagagactag

aaacaacttg
atacttggct
caagttgggt
aatcgaaate
ggctgttatg
ggacgctgct
gaagcaaaag
ggctagattg
tgttatctct
atctgttgct
caccggtttg
atacaccgac
ttacaacggt
ggcttteget
tttocacttg
cggtcaaaag
aagatacatg
tgaagcttte
caagaaggct
ggctttcegaa
aaagatcttg
atttatgatt
tgacteottag
gttgctttct
gagcaaatge
atgagttgat
gttectteocac
cegeatgeta
actatagact
cctttaacga
gtgatctaag

aaatgcaaaa

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4820

4580

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

3520

5580

5640

3700

5760

5820

5880

5540

6000

6060

6120

6180

6240

6300

€360



ggcacttcta
tattegaata
cgatcgtact
aacagatagt
tgtatgtatt
cgcatcececeg
cgaagcatct
aacaaagaat
ccaacgaaga
atttttcaaa
ctattttace
cgetattttt
gcagtctctt
gtgtctattt
agcgaagctg
tgtggattge
gaaaattatg
attttegtat
agagtaatac
gagcgaaagg
atacttttga
ctaaatcggg
aaacttgatt
cctttgacgt
ctcaaceccta
tggttaaaaa
tttacaattt
tatgatcegt
gcctcegttca
tgttcegtata

gtatgctgeca

caatggetge
cgetttgagy
tgttacccat
atatttgaac
teggttectg
gttcattttc
gtgctteatt
ctgagctgca
atctgtgett
caaagaatct
aacaaagaat
ctaacaaage
gataactttt
tctettecat
cgggtgeatt
geatactttg
aacggtttet
tgttttegat
tagagataaa
tggatgggta
geaatgtttg
ggctccettt
agggtgatgg
tggagtccac
tctcggtceta
atgagctgat
cctgatgegy
cgagttcaag
gaatgacacg
catacttact

gctttaaata
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catcattatt
agatacagaoc
cattgaattt
ctgtataata
gagaaactat
tgegtttcca
ttgtagaaca
tttttacaga
catttttgta
gagetgeatt
ctatacttet
atcttagatt
tgcactgtag
aaaaaaagoc
ttttcaagat
tgaacagaaa
tetattttgt
tcactctatg
cataaaaaat
ggttatatag
tggaageggt
agggttccga
ttecacgtagt
gttctttaat
ttcttttgat
ttaacaaaaa
tattttctcc
agaaaaaaaa
tatagaatga
gacattcata

atcggtgtea

atccgatgtg
taatatcega
tgaacatccg
atatatagte
tgecatctatt
tcttgcactt
aaaatgcaac
acagaaatgc
aaacaaaaat
tttacagaac
tttttgttet
acttttttte
gtecgttaag
tgactccact
aaaggcatcc
gtgatagagt
ctetatatac
aatagttett
gtagaggtcg
ggatatagca
attogeaatg
tttagtgett
gggccatege
agtggactct
ttataaggga
tttaacgcga
ttacgcatct
agaaaaagca
tgcattacct
ggtatacata

ctacataaga

107

acgctgcage
caaactgttt
aacctgggag
tagcgecttta
gecataggtaa
caatagcata
gcgagagcge
aacgcgaaag
gcaacgcgac
agaaatgcaa
acaaaaatgce
toectttgtge
gttagaagaa
teccegegttt
ccgattatat
tgatgattet
tacgtatagg
actacaattt
agtttagatg
cagagatata
coggoettteoo
tacggcacct
cetgatagac
tgttccaaac
ttttgeccgat
attttaacaa
gtgcggtatt
aaaagaaaaa
tgtcatcttce
tatacacatg

acacctttgg

ttctecaatga
tacagattta
ttttccctga
cggaagacaa
tettgecacgt
tctttgttaa
taattttteca
cgctatttta
gagagcgcta
cgogagageyg
atccegagag
getetataat
ggctactttg
actgattact
tctataccga
tcattggtca
aaatgtttac
ttttgtctaa
caagttcaaqg
tagcaasagag
acgtcaagot
cgaccccaaa
ggtttttege
tggaacaaca
ttcggecctat
aatattaacqg
tcacaccgca
aggaaagcgc
agtatcatac
tatatatate

tggagggaac

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220



10

15

atcgttggta
actctcacta
getageoctet
tttctecett
cgctctggaa
cgecagtagy
atggtegtet
ggccagagca
cgattgtgtg
tatcgctagg
acgctttact
ttttagtata
taatgccaat
atcattaceg
aagaaaattg
tacctggeayg
agtacaatct
gacgcgeect

tcegggaget

ccattgggeg
cggtgatgat
gecaaagettt
tgcaaaccaa
agtgcctcat
gectetttaa
atgtgtaagt
tgtatcatat
gectgttetg
ggaccaccct
agggctttet
ttctteogaag
cgctaagaaa
aggcataaaa
cgggaaagga
tgactectag
gcteotgatge
gacgggcttyg

gcatgtgtca

<210> 32
<211> 29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador GPD2uf

<400> 32

ggtaccagat cttttgcggc gaggtgccg

<210> 33
<211> 42
<212> ADN
<213> Artificial
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aggtggettce
cattcttgecc
caagaaaatyg
gttcgacaac
ccaaaggoge
aagcttgace
caccaatgca
ggtccagaaa
ctactgcttc
ttaaagagat
getotgteat
aaatcacatt
aaaaaagagt
aaatatagag
ctgtgttatg
cgetcaccaa
cgcatagtta
tetgecteceog

gaggttttca

29

tcttatggea
tcgecagacaa
cgggatcatc
tgogtacgge
aaatcctgat
gagagcaate
ctcaacgatt
ccoctatacet
tgcctetttt
cgcaatctga
ctttgectte
actttatata
catccgetag
tgtactagag
acttccctga
gctcettaaaa
agceageccoc
gcatcegett

cegtcatcac

108

accgcaagag
tcaacgtgga
tcgcaagaga
ctgtteogaaa
cgcaaaccttt
cegeagtett
agcgaccage
gtgtggacgt
tectgggaaga
atcttggttt
gtttatcttg
atgtataatt
gtggaaaaaa
gaggccaaga
ctaatgccgt
cggaattatg
gacacccgec
acagacaage

cgaaacgege

ccttgaacge
gggtaattet
gatcteoctac
gatctaccac
ttactccacg
cagtggtgtg
cggaatgett
taatcacttg
tegagtgete
catttgtaat
cectgeteatt
cattatgtga
aaaaatgaaa
gtaatagaaa
gttcaaacga
gtgecactcte
aacaccegcet
tgtgacegtc

ga

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9352



10

15

20

25

30

35

ES 2 648 865 T3

<220>
<223> Cebador GPD2ur

<400> 33

tctagactta aggaatgtgt atcttgttaa tcttctgaca gc 42

<210> 34
<211> 28
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador GPD2df

<400> 34

ctcgagatag tctacaacaa cgtccgea 28

<210> 35
<211> 39
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador GPD2dr

<400> 35

ccatggagat ctgcagtgaa aaagctcgaa gaaacagct

<210> 36
<211> 4397
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> pRN594

<400> 36

39

109



gacgacggcg
accgtcgagg
atggggcteg
accaacgtca
ctggacaccg
atgccotgee
atagtttttt
ttttcgecte
cgtcaatcgt
tcecagtgteg
tcacactgge
atgattgaag
toctttootgt
actactagta

atcattaacg

acctggcggg
acatcgaggt
cgacggagtt
acgcaccgge
ccctgtacga
cctagtactyg
tatattgtag
gacatcatct
atgtgaatgc
acggatccta
ggcecgetega
agctagacat
tgcctetttt
acattactac

ttaatttcta
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cttegtggtce
cgeccocggag
cgeccgegag
gatccacgog
cggcaccgec
acaataaaaa
ttgttctatt
gcccagatge
tggtcgctat
ggtgtacagg
gatagtctac
cgatgacgaa
tccoccaace
agttattata

tatatacata

gtctegtact
caccgggggce
cggggcgecg
taccggegga
tcggacggcg
gattettgtt
ttaatcaaat
gaagttaagt
actgctgtcg
gcccaaaagg
aacaacgtec
tagacactct
aatttatcat
attttctatt

actaccatta
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ceggetggaa
acggggtcgg
ggcacctctg
tggggttcac
agcaggcgct
ttcaagaact
gttagcgtga
gcgcagaaag
attcgatact
gcgaattetg
gcatggaaga
cceecccect
tatacacaag
ctetttttet

tacacgctat

ccgecggetg
gcgegegttg
gctggaggtco
cctetgegge
ctacatgagc
tgtcatttgt
tttatatttt
taatatcatg
aacgccgcca
cagatatcceca
cctaccggag
cccectetga
ttctacaact
ttaagaatct

tategtttac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900



atatcacatc
gccataacct
agatctccat
attcategac
ccgtgatatt
tatcgceoget
aattgaaaaa
gcggeatttt
gaagatcagt
cttgagagtt
tgtggegogg
tattctocaga
atgacagtaa
ttacttctga
gatcatgtaa
gagcgtgaca
gaactactta
gcaggaccac
gccggtgage
cgtatcgtag
atcgctgaga
tatatacttt
ctttttgata
gaccccgtag
tgcttgcaaa
ccaactettt
ctagtgtage
gctetgetaa
ttggactcaa
tgcacacagc

ctatgagaaa

agggtcggaa

accgttaatg
tttctgttat
ggcgatgeet
tgtggcegge
gctgaagagc
ccecgattege
ggaagagtat
gccttectgt
tgggtgcacg
ttecgcceocega
tattatccecg
atgacttggt
gagaattatg
caacgatcgg
ctogeettga
ccacgatgec
ctctagette
ttctgegete
gtgggtcteg
ttatectacac
taggtgecte
agattgattt
atctcatgac
aaaagatcaa
caaaaaaacc
ttecgaaggt
cgtagttagg
toetgttace
gacgatagtt
ccagcttgga
gogecacget

caggagagcg
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aaagatacga
ctatageccect
gcttgecgaa
tgggtgtgge
ttggeggega
agcgcatecge
gagtattcaa
ttttgctcac
agtgggttac
agaacgtttt
tattgacgcc
tgagtactca
cagtgctgcec
aggaccgaag
teogttgggaa
tgtagcaatg
ccggcaacaa
ggceccttecg
cggtatcatt
gacggggagt
actgattaag
aaaacttcat
caaaatcect
aggatcttct
accgctacca
aactggette
ccaccacttc
agtggetget
accggataay
gcgaacgacc
tcecgaaggg

cacgagggadg

caccctgtac
taaagectgtt
tatcatggtg
ggaccgetat
atgggctgac
cttctatcge
catttcegtg
ccagaaacgc
atcgaactgg
ccaatgatga
gggcaagagce
ccagtcacag
ataaccatga
gagctaaccyg
coggagetga
gcaacaacgt
ttaatagact
gctggetggt
gcagcactgy
caggcaacta
cattggtaac
ttttaattta
taacgtgagt
tgagatcctt
geggtggttt
agcagageoge
aagaactctg
gccagtggeg
gegeageggt
tacaccgaac
agaaaggcgg

cttccagggy
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actaacacaa
tcttegaget
gaaaatggece
caggacatag
cgcttccteg
cttcttgacyg
togecettat
tggtgaaagt
atctcaacag
gcacttttaa
aactcggtcg
aaaagcatct
gtgataacac
cttttttgea
atgaagccat
tgcgeaaact
ggatggagge
ttattgctga
ggccagatgg
tggatgaacg
tgtcagacca
aaaggatcta
tttegttoca
tttttctgeg
gtttgcegga
agataccaaa
tagcaccgec
ataagtcgtg
cgggetgaac
tgagatacct
acaggtatce

gaaacgectg

ttaaataatec
ttttcactge
gettttetgg
cgttggetac
tgctttacgg
agttcttectg
tecctttttt
aaaagatgct
cggtaagatce
agttctgcta
ccgcatacac
tacggatgge
tgcggccaac
caacatgggyg
accaaacgac
attaactgge
ggataaagtt
taaatctgga
taagccctce
aaatagacag
agtttactca
ggtgaagatc
ctgagegtea
cgtaatctge
tcaagagcta
tactgttett
tacatacctc
tettaceggg
ggggggttcg
acagcgtgag
ggtaagegge

gtatctttat

%860

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1220

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820
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agtcctgteg
gggcggagec
tggecttttyg
accgectttg
gtgagcgagg
attcattaat
gcaattaatg
gctcgtatgt
catgattacg
ggtaccagat
acggacctat
gtcattctag
ttcttgttac
ttgggttctt
tattttggta
tgcttgetgt
acccggecag
caggggcatg
ttgcatccat
agacctgega
ccctgtagag
cttttaaaat
aaatgaccac
aggccatcga
ccggggacgyg
ccgacgacga

cgttegtege

<210> 37
<211> 14200
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> pRN957

ggtttegeea
tatggaaaaa
ctcacatgtt
agtgagctga
aagcggaaga
gcagctggca
tgagttagct
tgtgtggaat
ccaagctatt
cttttgegge
tgocattgtt
tatttttttt
tttttttcta
ctttctacte
gattcaattc
cagaagatta
cgacatggag
atgtgactgt
acattttgat
gcagggaaac
aaatataaaa
cttgetagga
tcttgacgac
ggcactggat
cttecaccctg
atcggacgac

gtacggg
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cctetgactt
cgocageaac
cttteoctgeyg
tacegectege
gcgcccaata
cgacaggttt
cactcattag
tgtgagcgga
taggtgacac
gaggtgcega
attcocgatta
tttttttttt
gttttttttce
ctttagattt
tcttteoceett
acaagataca
gocccagaata
cgcccgtaca
ggccgeacgg
gcteccectea
ggttaggatt
tacagttctce
acggcttacc
gggtccttca
cgggaggtge

gaatcggacg

gagcgtegat
goggectttt
ttatcococtg
cgcagecegaa
cgcaaaccgc
cccgactgga
gcaccccagyg
taacaatttc
tatagaatac
tgggttgetg
atctattgtt
ggttttactt
cttccactaa
tttttttata
tecttttect
catteocttaa
ccctecttga
tttagcccat
cgcgaagcaa
cagacgegtt
tgccactgag
acatcacate
ggtaccgcac
ccaccgacac
cggtggacce

ccggggagga
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ttttgtgatg
tacggttcct
attctgtgga
cgaccgageyg
ctctcceege
aagcgggeag
ctttacactt
acacaggaaa
tcaagctatg
aggggaagag
cagcagetet
ttttttette
gctttttect
tattaatttt
tegctcecect
ggcctegtee
cagtcttgac
acatccccat
aaattacggc
gaattgtcec
gttcttecttt
cgaacataaa
cagtgtceceg
cgtcttecge
gcccctgace

cggcgaceeg

ctegtcaggg
ggcocttttge
taaccgtatt
cagcgagtea
gegttggeeg
tgagcgcaac
tatgcttcceg
cagctatgac
catcaagctt
tgtttageott
tetetaceet
ttgeocttttt
tgatttatce
taagtttatg
tccttatcaa
ccgeegggtce
gtgecgecaget
gtataatcat
tectegetge
cacgccgege
catatacttc
caaccatgta
ggggacgcecg
gtcacecgececa
aaggtgttcc

gactcceogga

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4397



<400> 37

gacgaaaggg
aggtggeact
ttcaaatatg
aaggaagagt
ttgeettect
gttgggtgea
ttttegecece
ggtattatce
gaatgacttyg
aagagaatta
gacaacgatc
aactcgectt
caccacgatg
tactetaget
acttctgege
gegtgggtet
agttatatac
gataggtgcce
ttagattgat
taatctcatg
agaaaagatc
aacaaaaaaa
tttteegaag
goecegtagtta
aatcctgtta
aagacgatag
gcocecagettg
aagcgccacg
aacaggagag
cgggtttege

cctatggaaa

cctegtgata
ttteggggaa
tatcogetea
atgagtattc
gtttttgete
cgagtgggtt
gaagaacgtt
cgtattgacg
gttgagtact
tgcagtgctg
ggaggacaga
gatcgttggy
cctgtagcaa
toceggeaac
toggocette
cgoggtatca
acgacgggca
tcactgatta
ttaaaacttc
accaaaatcc
aaaggatectt
ccaccgetac
gtaactgget
ggccaccact
ccagtggctg
ttaccggata
gagcgaacga
cttecegaag
cgcacgaggg
cacctctgac

aacgccagca
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cgcctatttt
atgtgegegg
tgagacaata
aacatttceg
acccagaaac
acatcgaact
ttccaatgat
ccgggcaaga
caccagtcac
ccataaccat
aggagctaac
aaccggaget
tggcaacaac
aattaataga
cggctggetyg
ttgcagecact
gtcaggeaac
agcattggta
atttttaatt
cttaacgtga
cttgagatoc
cagcggtggt
tecagcagage
tcaagaactce
ctgccagtgg
aggcgcagceg
cctacaccga
ggagaaaggc
agcttcecagg
ttgagcgteg

acgeggectt

tataggttaa
aaccectatt
accctgataa
tgtcgeeett
gctggtgaaa
ggatctcaac
gagcactttt
gcaactcggt
agaaaagcat
gagtgataac
cgettttttt
gaatgaagcc
gttgcgcaaa
ctggatggag
gtttattget
ggggccagat
tatggatgaa
actgtcagac
taaaaggatc
gttttcgtte
tttttttetg
ttgtttgeeg
gcagataccea
tgtagcaceg
cgataagtcg
gtegggetga
actgagatac
ggacaggtat
ggggaacgece
atttttgtga

tttacggtte

113

tgtcatgata
tgtttatttt
atgettcaat
attccetttt
gtaaaagatg
agceggtaaga
aaagttctgce
cgcegeatac
cttacggatg
actgcggeca
cacaacatqgy
ataccaaacg
ctattaactg
geggataaag
gataaatetg
ggtaagcecct
cgaaatagac
caagtttact
taggtgaaga
cactgagcgt
cgegtaatct
gatcaagagc
aatactgtece
cctacatace
tgtcttaceg
acggggggtt
ctacagegtg
ccggtaageg
tggtatcttt
tgctegtecag

ctggecetttt

ataagacgtce
tetaaataca
aatattgaaa
ttgcggecatt
ctgaagatca
tcottgagag
tatgtggege
actattctca
gcatgacagt
acttacttet
gggatcatgt
acgagegtga
gcgaactact
ttgcaggace
gageeggtga
ccegtategt
agategetga
catatatact
tcctttttga
cagaccccgt
gctgettgea
taccaactet
ttetagtgta
tegetetget
ggttggactc
cgtgecacaca
agcattgaga
gcagggtcegg
atagtcctgt
gggggccgag

gctggecttt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

849

900

960

1020

1080

11490

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860



tgctcacatg
tgagtgaget
ggaagcggaa
atgcagctgg
tgtgagttac
gttgtgtgga
cgccaagctce
cgaggtcgag
tgtatatgac
agagagaaga
cetgatgaaa
cgggagegta
gctacccaaa
tatttaactt
agcgggattt
ttattcectt
agacttttca
tttaatctte
tcggatacca
cctatatacc
gtttagtgaa
ttataaatca
acaaaaaaca
acttggtttc
gattggaatc
ttgetgttat
agggtatgtt
ttttgactge
acaccggtga
acgttgaaat

gtategetgg

ttctttectg
gatacegete
gagcgcccaa
cacgacaggt
ctcacteatt
attgtgageg
ggaattaacc
cttaagacgc
agagtcgeca
cccagagatg
tggtttagat
atggtgatgg
tggactgatt
acttagaata
aaactgtgag
cgagattata
gcttocteta
agtggcatgt
cctcggttga
tttggctcgg
cttgoaacat
atctttttea
catacataaa
tgacgttatc
tgacccagct
ctetggtggt
gaccgectget
tatccaaget
cagattgaac
gttgategtt

taccatcttg
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cgttateocce
gecgeageeyg
tacgcaaacc
ttccegactg
aggcacccea
gataacaatt
ctcactaaag
gtttcttett
gtttccaaga
ttgttgtect
ggacatacga
aactggacga
gtgagggaga
atgccatttt
gaccttaata
tctaggaace
ttgatgttac
gagattctec
aactgacagg
ctgctgtaac
ttactatttt
attttttgtt
tetagaaaaa
gacggtgcta
atcagaatcg
ggttetggte
gtttgtggtg
gttaccggtg
ttcggtttgg
ggtgacgaca

gttcacaaga

tgattctgtg
aacgaccgag
gcctctocec
gaaagcggge
ggctttacac
tcacacagga
ggaacaaaag
cagatteccet
gactttatte
agttacacat
agagtttgaa
atccatcaat
cctaactaca
tttgagttat
cattcagaca
catcaggttg
acetggacac
gaaattaatt
tggtttgtta
agggaatata
cacttettac
tgtattettt
tgtctcaatt
tcatcgettc
ttgttagaag
acgaaccagc
acgttttege
aagctggttg
ctgctgaaaa
tctetttgee

tegetggtta
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gataaccgta
cgcagegagt
gecgegttgge
agtgagcgca
tttatgette
aacagctatyg
ctgggtaceg
catggagaaa
aggcacttec
ggtatttatt
tegtttacea
agatacgtcce
tagtgtttaa
aataatccta
cttctgecggt
gtggaagatt
cacttttetg
aaagcaatca
cgcatgctaa
aagggcagca
gtaaatattt
tecttgettaa
cttettcaac
accatggaac
agacttgaac
tcacgttggt
ttctececatct
tttgttgatc
ggctagaaga
agacaacaag

cttegetgaa

ttacecgectt
cagtgagega
cgattcatta
acgcaattaa
cggctectat
accatgatta
ggccecccect
gtgcggcaga
atgataggca
ccagagtatt
atgttcctaa
tgaggaccgt
agattacgga
cgttagtgtyg
atcaccctac
accegttcota
gcatccagtt
cacaattcte
tgcaaaggag
taatttagga
ttotttttaa
atctataact
cagagaacac
aatttggcta
aagaacaacg
ttcatcggta
gttgacgctyg
gttaagaact
ttgggttaca
cacccaagaq

agaggttaca

1920

1980

20490

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720



acttagctac
ttgctttgte
gtcacgetga
aaaactctge
ccggtagatt
tcatcaccag
cagcettottt
aagaatctat
ttecaccaag
aaccatctgc
acttggaaac
ccttegetge
acaacttggc
cttctggtgt
ctaacgttgt
acgaaggtga
aaccaaagaa
tgtcttctaa
acatggaccc
tgggttaata
tattataagcec
atttttaaga
tgaacagegt
ttgtgtcgeg
ctcatcaact
gcaaggtttt
tttgaaatat
ctagacttea
tgaatgtaag
attcccattc
cttggtetgg

cttcagcaac

cgttttgaga
ttecttgteac
attgggtatg
tcaagttgtt
ggctgttatg
agaattgget
ggtaaccget
cgaaaaggct
agaaatcacc
taacgctttg
ccacttgaac
tgectgetaga
taccttgttc
tttgatgtct
tgaagetttg
cagaaccatg
cttgcaaget
ggctaacget
aggtgctcaa
aggtcgagac
aaagatacgt
tttggttata
ccaagtaact
aaaagtaaaa
gtttaaaacg
cagtataatg
aaataacgtt
ggttgtctaa
cgtgacataa
ttgtaggaat
ggtagcaceca

gattctcate
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gaagctcaat
ttgccacaag
ggtatecacg
aacttgatgg
atcaacaact
tcttctecat
ttggacatga
ttgttgaccg
tgtgttgttt
gttgctggta
gctttggacg
gaaatecgett
gctttgatcg
atcttcttca
aacaccggtt
atcgacgcett
gctttegacg
ggtagagctt
agattggcta
aaatcgeotet
aaattttgct
taatgtacgt
acattatgtg
attttaaaaa
tacgecctagg
ttacatgegt
cttaatacta
ctecettactt
ctaattacat
ctttgaccgt
cctggeatgt

ttagctggaa

acgctgette
aaaccgacgc
gtgaaccagg
ttgacaagtt
tgggtggtgt
tgcactcaag
agggtttete
aagttgaaac
cttectcacge
tcgttgaatt
ctaaggttgg
ctttgttgea
gtgaaagatt
ccgetgetgg
tggctcaaat
tgcaaccage
ctgctcaage
cttacttgtc
tggttttcaa
taaatatata
tatattatta
aatgcaaagg
cactaatagt
ttagagcacc
aagccttega
acacgegttt
acataactat
tteggttaga
gatatcgaca
attggtcage
tgtggatggt

cgtcttcoctt
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taacacctte
tgcteccaaga
tgettetgtt
gttggctget
ttectgttget
aatcgactgg
tttgacecget
ctctaactgg
ttectgectaga
ggttaccget
tgacggtgac
cagacaacaa
gaccgttgtt
tcaaaagttg
gaagttctac
tttgacctct
tggtgctgaa
ttctgaatct
ggctttgget
cctaaagaac
tacacatatc
aaataaattt
ttagegtegt
ttgaacttge
gcogteccaaa
gtacagaaaa
taaaaaaaat
gceggatgtgg
aaggaaaagqg
aaccaacaaa
ttcaccttea

gatgtccaat

tetttgggtg
caccacccag
atcgacacee
ttgeccagaaa
gaaatggcta
ttgatecggtce
atcgttttgg
ccaaccccag
gttgaattce
accttgtctg
accggttcta
ttgeoccattga
atgggtggtt
gaacaaggtg
ggtggtgetg
ttgttggetce
agaacctgtt
ttgttgggta
gaatctgaat
attaaagcta
atatttctat
tatacattat
gaagacttta
gaaaaaggtt
accttctcaa
aaaagaaaaa
aaatagggac
gaggagggcyg
ggcgcgcctt
gcagcgtaaa
geacaageag

tgagccaagg

3780

3840

3500

3860

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4820

4880

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640



tgattggcaa
cgtttteocaa
ggtgagcgtc
cagattcgaa
gggtaacaac
tgtaacacaa
tagcaccaga
cagctgccaa
ttgggttgtt
acaaagcaga
ccatgaagty
tagcaccaca
attcaccacce
cggtagattyg
atggcttcaa
gagattggat
gaaaaaagca
acaaagattg
agagagagga
aagagagatt
gaggcgagktt
aagaaggaag
aatagaggce
catatgtttt
ttaattgctyg
tcaagacgca
taaggaaaga
teoeotttattt
tccttettga
cogtegeteyg

ttectgtett

accaacagcg
aaccaattgyg
tgggatagcyg
accaacacca
gtgttgtteca
ttcagccaaa
tctagaacaa
caatctagcect
tggcaacaac
acatggageg
agacaaagec
ttgageggtt
gaatggagceg
agcgaaacces
gtattcaccc
gattetgtec
gtaagegtga
accttttett
aaaaaaggaa
gggaaggaaa
tggtttecaaa
aaaaaaattt
gggtgacaga
taagggtttt
tggcagctta
cagatattat
gtgaggaact
tggctteace
attgatgtta
tgatttgttt

cctattgatt
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tgagacaaag
gteaaggtac
gtcaaaccgt
gacaagtagg
gcagccaaca
gccaaagceag
getctagett
ggagcaccag
aagtatctgt
tecggtagaag
ttageggtgt
tecagegatac
atttcaacaa
aaaacgaact
aatctgttga
attttctgea
aaaatctaaa
tttcttettyg
gataaaaaga
ggatcaaaca
acggtttatt
gaaagaaaaa
gaaatattga
gaggatccga
cecgettecec
aacatctgra
atcgcatacc
ctcatactat
ccctcataaa
gcaaaaagaa

gcagctteeca

cagcaacggt
cgaaagcaac
tgtgaacagc
tgttagctte
tagcetttte
cttgggtaca
cgaaccaggt
caacgatctt
cgaattcace
cgatggttgg
ccaaggtett
ctecteaatet
ccaaaccagc
tgtcaccaac
taacgtcage
gttaattcag
agctgatgta
gtttgagtag
gagcgtgata
aacccaaaaa
tatttatgea
aacgegtgge
gggttaattg
taaggaagaa
cacacattta
taataggcat
tgcatttaaa
tatcagggece
gcacgtggec
caaaactgaa

atttegtcac
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ttecgatttet
ctttteaceg
gtgagcagca
gataactctt
accttettec
cttaccacca
agccaaageg
ggtgtcaacg
ttegtegaty
agegatagea
accaccaceyg
gtegattteg
gtcecttgaaa
aaccaaccat
accttggatg
taaatttteg
gtagaagatc
aaaggggaag
taaatgaata
tatttcaaaa
agaggacgtyg
gggtaaagaa
gaaaatatgt
tgtaggttaa
ctagtectcga
ttgcaagaat
gatgccgatt
agaaaaagga
tcttatcgag
aaaacccaga

acaacaaggt

tcaactggag
tggtagtagt
gccaaaccac
tccaaagctg
aacaaggtgt

gccatggtgg

tcaccgatac
ataaccatgt
tagataacaqg
actggaacac
atacccaaga
ttttgagaac
gacttttcaa
cttteageca
tacttacctg
atcttgggaa
ctattettta
gaagaataca
tatattaaac
aggagagaga
gaagaaaaaqg
gaaaatggaa
tagggtgagg
atgttgtgca
gctcttcaac
tactegtgag
tgggcgcgaa
agtgtttcec
aaagaaatta
cacgetegac

cctagecgacyg

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500



gctcacaggt
cacatgctat
atetetottt
tettttette
catatatata
ttegtagttt
agtaattatc
aattgaacgc
aagaacaagt
cattggctaa
agaaccactt
ttttgtcaga
gtggtatcgt
tgaagaccag
aggctgctga
gttggatcga
acttgatctt
cagctatcgg
agagagctgt
ctgaacaatc
cccacggtyy
agaacggtgc
ctggtttete
aatctgaacc
acttegaaga
cctettgttt
agatgaagac
tgtacaactt
ctatctctga
ctgaaaacat
caategettt

gattecttgtt

tttgtaacaa
gatgcccact
caaacagaat
taaccaaggg
aacttgcata
ttcaagttct
tactttttac
tttggttgaa
tgacaagatc
gatggctgtt
cgctteotgaa
agacgacacc
tccaaccacc
aaacgctatc
catcgttttg
ccaaccatct
ggctaccggt
tgttggtget
tgctteotgtt
tgttgttgtt
ttacttgttg
tttgaacgct
tgttccagaa
attegetcac
cgctgttgaa
gtacaccgac
cgctagaate
caagttgget
aaacgttggt
gttgtggcac
ggacgaagtt

caacaacggt
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gcaatcgaag
gtgatcteca
tgtcegaate
ggtggtttag
aattggtcaa
tagatgecttt
aacaaatata
agggttaaga
ttcagagctg
gctgaatctg
tacatctaca
ttcggtacca
aacccaacct
atcttctcte
caagctgeta
gttgaattgt
ggtccaggta
ggtaacacce
ttgatgtcta
gttgactctg
caaggtaagg
gctategttg
aacaccaaga
gaaaagttgt
aaagctgaaa
caagacaacc
ttgatcaaca
ccatetttga
ccaaagcact
aagttgccaa
atcaccgacyg

tacgctgacc

gttctggaat
gagcaaagtt
gtgtgacaac
tttagtagaa
tgcaagaaat
ctttttetet
tctagaaaat
aggctcaaag
ctgectttgge
gtatgggtat
acgcttacaa
tcaccatege
ctaccgctat
cacacccaag
tegotgetgg
ctaacgcttt
tggttaaggce
cagttgttat
agaccttcga
tttacgacge
aattgaaggc
gtcaaccagc
tettgategg
ctcecaacctt
agttggttge
aaccagctag
ccccagette
cottgggttg
tgatcaacaa
aatctatcta
gtcacaagag

aaatcacctc
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ggcgggaaag
cgttcgatcg
aacagcetgt
cotegtgaaa
acatatttgg
tttttacaga
ggctgttace
agaatacgct
tgectgetgac
cgttgaagac
ggacgaaaag
tgaaccaatc
cttcaagtct
agctaaagac
tgctccaaag
gatgcaccac
tgcttactet
cgacgaaace
caacggtgtt
tgttagagaa
tgttcaagac
ttacaagatc
tgaagttace
ggctatgtac
tatgggtggt
agtttcttac
tcaaggtggt
tggttottgg
gaagaccgtt
cttcagaaga
agctttgate

tgttttgaag

ggtttagtac
tactgttact
tetecacacac
cttacattta
tcttttctaa
tecatcaagga
aacgttgetg
tottteoacce
gctagaatce
aaggttatca
acctgtggtg
ggtatcatct
ttgatctctt
gctaccaaca
gacttgatcg
ccagacatca
tetggtaage
getgacatca
atctgtgett
agattegeta
gttatcttga
gctgaattag
gttgttgacg
agagctaagg
attggtcaca
ttcggtcaaa
atcggtgact
ggtggtaact
gectaagagag
ggttctttge

gttacegaca

getgctggtyg

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7280

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8840

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420



ttgaaaccga
gtgectgaatt
caatggacgc
aattggcttt
ttaaggctaa
tcgetgttgt
ccccagacat
cttteggtgg
ctgaattete
cttettacca
ccatcgetgy
agttgggttce
ttatcagata
gaccacaage
gtgacagaac
aattgggtat
acgttgacaa
acccattgat
ttgaaggtga
agaagtctgc
aagttataaa
aattcttatt
aggtegetet
cccatttcac
tattttatgt
aaaagggcga
cgatgataag
ccgtctactg
cttttgttac
cgatgtagta

atggctgccea

agttttette
ggctaactet
tgctaagatc
gagattcatg
gatgategcet
taccgacgac
ggctatogtt
tttggacgct
tgacggtcaa
cgaaggttet
tatcgettte
tcaattccac
caacgctaac
tagaagaaga
cgctgcaaag
cccaaagtct
gttgtetgaa
ctotgaattyg
aaccgctgect
ttagcttaag
aaaaataagt
cttgagtaac
tattgaccac
ccaattgtag
cctcagagga
attctgeaga
ctgtcaaaga
tacgatacac
tctattgatc
aaactagcta

tcattattat
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gaagttgaag
ttecaagecag
atgtgggtta
gacatcagaa
gttaccacea
gctacecggtce
gacgctaact
gttacccacg
getttgeaag
aagaacccag
gctaacgett
atcccacacyg
gacaacccaa
tacgctgaaa
atcgaaaagt
atcagagaag
gacgettteog
aagcaaatct
aagaaggaag
cgcgcgaatt
gtatacaaat
tetttectgt
acctetaceg
atatgctaac
caacacctgt
tatccateac
tgagaattaa
tteccgeteag
cagctcageca
gaccgagaaa

cegatgtgac

ctgacccaac
acgttatcat
tgtacgaaca
agagaatcta
cctetggtac
aaaagtaccec
tggttatgga
ctatggaagc
ctttgaagtt
ttgctagaga
tettgggtagt
gtttggetaa
ccaagcaaac
tcgetgacea
tgttggcecttg
ctggtgttea
acgaccaatg
tgttggacac
ctgctccage
tcttatgatt
tttaaagtga
aggtcaggtt
gcatgeegag
tccagcaatg
tgtaatcgtt
actggeggec
ttccacggac
gtecttgtee
aaggcagtgt
gagactagaa

getgeagett
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cttgtetate
cgetttgggt
cccagaaacc
caagttccea
cggttetgaa
attggectgac
catgccaaag
ttacgtttct
gttgaaggaa
aagagtteac
ttgtcactet
cgetttgttyg
cgctttectet
cttgggtttyg
gttggaaacc
agaagctgac
tacecggtget
ctactacggt
taaggctgaa
tatgattttt
ctottaggtt
gettteteag
caaatgccotyg
agttgatgaa
cttccacacg
geatgctage
tatagactat
tttaacgagg
gatctaagat
atgcaaaaqgg

ctcaatgata

gttagaaagg
ggtggttete
cacttcgaag
aagatgggtyg
gttaccccat
tacgectttga
tetttgtgtyg
gttttggctt
tacttgccaqg
tectgetgeta
atggctcaca
atctgtaacyg
caatacgaca
tetgetecag
ttgaaggctg
ttecttggcta
aacccaagat
agagactacqg
aagaaggcta
attattaaat
ttaaaacgaa
gtatagcatg
caaategete
tctcggtgtyg
tacgaagctt
tccggattat
actagatact
ccttaccact
tctatctteg
cacttctaca

ttecgaatacg

9480

9540

2600

9660

9720

9780

9840

9500

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10820

10980

11040

11100

11160

11220

11280



ctttgaggag
ttacccatca
atttgaacct
ggttectgga
tcattttctg
gcttcatttt
gagctgoatt
ctgtgcttea
aagaatctga
caaagaatct
aacaaagcat
taactttttg
tcttccataa
ggtgcatttt
atactttgtg
cggtttcttc
ttttegatte
gagataaaca
gatgggtagg
aatgtttgtg
ctccectttag
ggtgatggtt
gagteocacgt
tcggtctatt
gagctgattt
tgatgeggta
agttcaagag
atgacacgta
tacttactga
tttaaataat
attgggcgag

gtgatgatca

atacagecta
ttgaattttyg
gtataataat
gaaactattg
cgtttccatc
gtagaacaaa
tttacagaac
tttttgtaaa
gctgecatttt
atacttcttt
cttagattac
cactgtaggt
aaaaagcctg
ttcaagataa
aacagaaagt
tattttgtct
actctatgaa
taaaaaatgt
ttatataggg
gaagcggtat
ggttcecgatt
cacgtagtgg
totttaatag
cttttgattt
aacaaaaatt
ttttetoctt
aaaaaaaaag
tagaatgatg
cattcatagg
cggtgtcact
gtggettete

ttcttgecte
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atatccgaca
aacatccgaa
atatagtcta
catctattge
ttgcacttca
aatgcaacgc
agaaatgcaa
acaaaaatgc
tacagaacag
tttgttctac
tttttttetc
ccgttaaggt
actccacttc
aggcatceee
gatagegttg
ctatatacta
tagttcttac
agaggtcgag
atatagcaca
tegecaatgeoce
tagtgecttta
gccatecgeecc
tggactettg
ataagggatt
taacgecgaat
acgcatctgt
aaaaagcaaa
cattaccttg
tatacatata
acataagaac
ttatggcaac

gcagacaatc

aactgtttta
cetgggagtt
gegetttacg
ataggtaatc
atagcatatc
gagagcgcta
cgogaaageg
aacgcgacga
aaatgcaacg
aaaaatgcat
ctttgtgcge
tagaagaagg
ccgogtttac
gattatattc
atgattctte
cgtataggaa
tacaattttt
tttagatgca
gagatatata
ggctttecac
cggcacctcg
tgatagacgyg
ttcocaaactg
ttgceogattt
tttaacaaaa
geggtattte
aagaaaaaag
tcatctteag
tacacatgta
acctttggtg
cgcaagagee

aacgtggagg
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cagatttacg
ttccectgaaa
gaagacaatg
ttgecacgteg
tttgttaacg
atttttcaaa
ctattttace
gagcgctaat
cgagagcget
cccgagageg
tctataatge
ctactttggt
tgattactag
tataccgatg
attggtcaga
atgtttacat
ttgtctaaag
agttcaagga
gcaaagagat
gtcaagectet
accccaaaaa
tttttcogece
gaacaacact
cggcctattg
tattaacgtt
acaccgecata
gaaagcgege
tatcatactg
tatatatcgt
gagggaacat
ttgaacgcac

gtaattctge

atcgtacttg
cagatagtat
tatgtattte
cateccecoggt
aagcatctgt
caaagaatct
aacgaagaat
ttttcaaaca
attttaccaa
ctatttttct
agtctcttga
gteotatttte
cgaagctgcg
tggattgecge
aaattatgaa
tttcgtattg
agtaatacta
gcgaaaggtg
acttttgage
aaatcggggg
acttgattag
tttgacgttg
caaccctate
gttaaaaaat
tacaatttce
tgatcegteg
ctcgttcaga
ttegtataca
atgctgcage
cgttggtacc
tetecactacg

tagecctctge

11340

11400

11460

11520

11580

11640

11700

11760

11820

11880

11940

12000

12060

12120

12180

12240

12300

12360

12420

12480

12540

12600

12660

12720

12780

12840

12800

12960

13020

13080

13140

13200
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aaagcttteca
caaaccaagt
tgccetcatee
ctctttaaaa
gtgtaagteca
tatcatatgg
ctgttctget
accacccttt
ggctttotge
cttcogaagaa
ctaagaaaaa
gcataaaaaa
ggaaaggact
actecctageg
tctgatgccg
cgggettgte

atgtgtcaga

<210> 38
<211> 3042
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> pRNDAK

<400> 38

agaaaatgeyg
tcgacaactg
aaaggegcaa
gcettgacega
ccaatgecact
tccagaaace
actgecttctg
aaagagatceg
tctgtcatcet
atcacattac
aaaagagtca
atatagagtg
gtgttatgac
ctecaccaage
catagttaag
tgcteeecgge

ggttttecace
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ggatcatctc
cgtacggect
atceotgatece
gagcaatecce
caacgattag
ctatacctgt
cctettttte
caatctgaat
ttgeccttegt
tttatataat
tecegetaggt
tactagagga
ttcoctgact
tcttaaaacyg
ccagccccga
atcegettac

gtcatcaccg

gcaagagaga
gttcgaaaga
aaaccttttt
gcagtctteca
cgaccagccg
gtggacgtta
tgggaagatc
cttggtttea
ttatcttgee
gtataattca
ggaaaaaaaa
ggccaagagt
aatgcegtgt
gaattatggt
cacccgceccaa
agacaagetg

aaacgcgeoga
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tctecctactt
tctaccacecg
actccacgeg
gtggtgtgat
gaatgettgg
atcacttgeg
gagtgctcta
tttgtaatac
tgcteatitt
ttatgtgata
aaatgaaaat
aatagaaaaa
tcaaacgata
geactotcag
cacccgctga

tgacegtete

tctecetttyg
ctctggaaaqg
ccagtaggge
ggtegtctat
ccagagcatg
attgtgtgge
tegetagggy
gectttactag
ttagtatatt
atgccaatcg
cattaccgag
gaaaattgeg
cctggeagtg
tacaatcotge
cgcgccctga

cgggagetge

13260

13320

13380

13440

13500

13560

13620

13680

13740

13800

13860

13820

13980

14040

14100

14160

14200



ggatccacta
tttcttette
tttccaagag
tgttgtccta
gacatacgaa
actggacgaa
tgagggagac
tgccattttt

accttaatac

gtaacggceg
agattecocte
actttattca
gttacacatg
gagtttgaat
tccatcaata
ctaactacat
ttgagttata

attcagacac
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ccagtgtgct
atggagaaag
ggcacttcca
gtatttatte
cgtttaccaa
gatacgtcct
agtgtttaaa
ataatcctac

ttetgeggta

ggaattecgee
tgcggeagat
tgataggcaa
cagagtatte
tgttceetaac
gaggaccgtyg
gattacggat
gttagtgtga

tcaccctact
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cttctegage
gtatatgaca
gagagaagac
ctgatgaaat
gggagegtaa
ctacccaaat
atttaactta
gcgggattta

tattccocette

ttaagacgeg
gagtcogocay
ccagagatgt
ggtttagatg
tggtgatgga
ggactgattg
cttagaataa
aactgtgagg

gagattatat

60

120

180

240

300

360

420

480

540



ctaggaaccc
tgatgttaca
agatteteeg
actgacaggt
tgctgtaaca
tactattttc
ttttttgttt
ctagaaaatg

gtttgcectt

atcaggttgg
cctggacacc
aaattaatta
ggtttgttac
gggaatataa
ccttettacg
gtattctttt
tccgectaaat

gctaaﬂﬁﬁﬁt

gaccgattcc
cgeccggttte
cccttcaaca
tttattgatt
agcaagagcc
cagagaaaag
gattgtaggt
agtggctaaa
agttecctgge
tattcataac
ctcocecaagtat
gtttgatgaa
tgttattagt
ccoggtteaa
cacattacta
atcagtacta
tgaaaagact
ggccgtoggt
agttatcaag
tggttacact
ggactcatta
tacttctggt

ttgtaaatca

gacaagatcg
attggtaagg
aaacagattt
gtgaagaact
ttgggtatta
ggtggtatgg
gccttcgecag
attatcaacg
aggaaattcg
gaacctggtg
atgetaccaa
gatgatgaag
tctatecactt
acaattgectg
aacgececacta
gacttgttga
tetgecccat
acctatgact
agcgaacege
ttagtggcag
tctcaggegg
ggtttatatt

aaggatgaac
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tggaagatta
ccttttetgg
aagcaatcac
gcatgctaat
agggcagcat
taaatatttt
cttgcttaaa
cgtttgaagt
ccattacget
cattaatttc
gtatgttgag
taaatgcaat
acacaggtga
actgccgegt
ttggtagaag
aagaatattc
acaatttggt
aaagtgaatt
tgaaagtttt
aactattgga
ttgtcttgtt
ccaaaactac
gcacattgat
aggctacaaa
acgcatttac
ctgttaacga
ttgacaagtt
acattacgga
gagttaaagy
ttgcccaaat
ctatteotttt

ccgtcactaa

ccegttotaa
catccagttt
acaattetet
gcaaaggagce
aatttaggag
tctttttaat
tctataacta
cacagatcca
ggtcectgaa
tggtggtggt
tggcgecgtg
cegtttagte
tgttttgecat
tgctgtcata
agcattggeca
tagtaagtat
gaccattgga
aaacgaaaaa
agaccctatt
tocaaacgat
agttaacaat
ggatttctta
gacctectte
ggctttgcaa
gaacgcaccy
tgacttgtta
tgctgagtgg
actagacaat
catcaccgaa
ttcagatttc
gtegggtttt

ggaaattgtg
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gacttttcag
ttaatcttca
cggataccac
ctatatacct
tttagtgaac
tctaaatcaa
caaaaaacac
gtcaattcaa
gaaaaaattc
agtggacatg
gttggcgaaa
aatgaaaatg
tttggtctgt
gogtgatgatg
ggtaccgttt
ggcttagacg
tettetttag
caaatggaat
ccttctaccg
aaggatagag
cteggeagtyg
aaggaaaatt
aatggtaatg
tctgattttg
ggctggeccaa
cataatgaag
atgaagagtg
caagttggtg
aaccttgaca
attgaaggct
tocacacggat

gctaagtcac

cttectetat
gtggcatgtg
cteoggttgaa
ttggetegge
ttgcaacatt
tottttteaa
atacataaat
gtctcaaagg
tettcagaaa
aacctacaca
tttttgecatc
cgtctggegt
ccgctgagag
ttgecagttgg
tggttcataa
gtacagctaa
accattgtaa
tgggtatggg
aagacttgat
cttttgtaaa
tttctaattt
acaacataac
ggttcagtat
aggagatcaa
ttgeagattt
taacagcaaa
gtgctgaaca
atggtgattg
agctgtcgaa
caatgggagg
taattecaggt

teggaattge

600

660

720

780

840

$00

%60

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1880

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460
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attggatact
tttagaacca
tgcagaggaa
tgtcggegat
gggggttcaa
attaaagcta
atatttctat
tatacattat
gaagacttta

gaaaaaggtt

<210> 39
<211> 14291
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> pRN977

<400> 39

ttatacaaat
ttegttaaag
ggtgctaaat
tcatctcaag
agcgecttgt
tattataagce
atttttaaga
tgaacagcgt
ttgtgtegeg

ctecatcaact
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atacaaaggc
aatttactge
ccactgetac
tagaagatcc
aagtcgagac
aaagatacgt
tttggttata
ccaagtaact
aaaagtaaaa

gtttaaaacyg

aaggaaggga
atctaaggat
attcgaggece
tggtgcagta
aaatcgctct
aaattttgect
taatgtacgt
acattatgtg
attttaaaaa

tacgaagett

123

tcatccacca
ttcaataagyg
aaatttggea
ggcctatgtg
taaatatata
tatattatta
aatgcaaagg
cactaatagt
ttagagcacc

aa

tgattgatge
cggtaaaage
gagcttegta
agtttttgaa
cctaaagaac
tacacatatc
aaataaattt
ttagecgtegt

ttgaacttge

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3042



gacgaaaggg
aggtggcact
ttcaaatatg
aaggaagagt
ttgecttect
gttgggtgca
ttttegeecee
ggtattatcc
gaatgacttg
aagagaatta
gacaacgate
aactcgoctt
caccacgatg
tactcetaget
acttctgege

gegtgggtet

cctegtgata
tttcocggggaa
tatccgctca
atgagtattc
gtttttgcte
cgagtgggtt
gaagaacgtt
cgtattgacg
gttgagtact
tgcagtgetyg
ggaggaccga
gatcgttggg
cctgtagcaa
tocoggaaac
tcggeectte

cgeggtatca
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cgectatttt
atgtgcegcgyg
tgagacaata
aacatttccg
acccagaaac
acatcgaact
ttccaatgat
cogggoaaga
caccagtcac
ccataaceat
aggagctaac
aaccggaget
tggcaacaac
aattaataga
cggctggctyg

ttgeoageact

tataggttaa
aaccectatt
accctgataa
tgtegeectt
gctggtgaaa
ggatctcaac
gagcactttt
gcaactaggt
agaaaagcat
gagtgataac
cgettttttt
gaatgaagcc
gttgegeaaa
ctggatggag
gtttattget

ggggccagat
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tgtcatgata
tgtttatttt
atgcttcaat
attccectttt
gtaaaagatg
agcggtaaga
aaagttctge
cgecgeatac
cttacggatg
actgeggeca
cacaacatgg
ataccaaacg
ctattaactg
goeggataaag
gataaatctg

ggtaagcect

ataagacgtc
tctaaataca
aatattgaaa
ttgcggeatt
ctgaagatca
tccttgagag
tatgtggege
actattetca
gcatgacagt
acttacttet
gggatcatgt
acgagcgtga
gcgaactact
ttgoaggace
gagecggtga

cccgtategt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960



agttatctac
gataggtgcc
ttagattgat
taatcteatg
agaaaagatc
aacaaaaaaa
ttttecgaag
gccgtagtta
aatcctgtta
aagacgatag
gcccagettg
aagcgccacg
aacaggagag
cgggtttege
cctatggaaa
tgctcacatg
tgagtgagct
ggaagcggaa
atgcagctgg
tgtgagttac
gttgtgtgga
cgccaagctce
cgaggtcgag
tgtatatgac
agagagaaga
cctgatgaaa
cgggagegta
gctacccaaa
tatttaactt
agcgggattt
ttattecett

agacttttca

acgacgggca
tcactgatta
ttaaaactte
accaaaatce
aaaggatctt
ccaccgetac
gtaactgget
ggccaccact
ccagtggectg
ttaccggata
gagcgaacga
ctteccecgaag
cgcacgaggg
cacctctgac
aacgccagca
ttetttectg
gataccgete
gagcgeccaa
cacgacaggt
ctcacteatt
attgtgagcg
ggaattaacc
cttaagacge
agagtecgcea
cccagagatg
tggtttagat
atggtgatgg
tggactgatt
acttagaata
aaactgtgag
cgagattata

gcttectcta
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gtcaggcaac
agcattggta
atttttaatt
cttaacgtga
cttgagatcc
cagcggtggt
tcagecagage
tcaagaactc
ctgcecagtgg
aggcgcagcg
cctacaccga
ggagaaaggc
agcttccagg
ttgagegteg
acgcggectt
cgttatccce
gccgecagecg
tacgcaaacc
ttccegactg
aggcacccca
gataacaatt
ctcactaaag
gtttettett
gtttccaaga
ttgttgtect
ggacatacga
aactggacga
gtgagggaga
atgccatttt
gaccttaata
tctaggaace

ttgatgttac

tatggatgaa
actgtcagac
taaaaggate
gttttegtte
tttttttctg
ttgtttgeeg
gcagatacca
tgtagcaccg
cgataagteg
gtcgggctga
actgagatac
ggacaggtat
ggggaacgcc
atttttgtga
tttacggttc
tgattectgtg
aacgaccgag
gecteteocee
gaaagcgggce
ggctttacac
tcacacagga
ggaacaaaayg
cagattecct
gactttatte
agttacacat
agagtttgaa
atccatcaat
ccotaactaca
tttgagttat
cattcagaca
catcaggttg

acctggacac
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cgaaatagac
caagtttact
taggtgaaga
cactgagegt
cgcgtaatct
gatcaagagc
aatactgtecc
cctacatacc
tgtcttaceg
acggggggtt
ctacagcgtg
ccggtaageg
tggtatcttt
tgctegtcag
ctggoctttt
gataaccgta
cgcagcgagt
gegegttgge
agtgagcgca
tttatgette
aacagctatg
ctgggtaccg
catggagaaa
aggcacttce
ggtatttatt
tegtttacca
agatacgtce
tagtgtttaa
aataatccta
cttctgecggt
gtggaagatt

cocttttctg

agatcgctga
catatatact
tectttttga
cagaccccgt
gctgecttgea
taccaactct
ttectagtgta
tegetetget
ggttggactc
cgtgcacaca
agcattgaga
geagggtegy
atagtcctgt
gggggccegag
getggecttt
ttaccgeett
cagtgagcga
cgattcatta
acgcaattaa
cggetectat
accatgatta
ggccceecct
gtgeggeaga
atgataggca
ccagagtatt
atgttcctaa
tgaggaccgt
agattacgga
cgttagtgtyg
atcaccctac
accegtteta

gcatccagtt

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1820

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880



tttaatectte
teggatacca
cctatatacc
gtttagtgaa
ttctaaatca
acaaaaaaca
agtcaattca
agaaaaaatt
tagtggacat
ggttggegaa
caatgaaaat
ttttggtetg
aggtgatgat
aggtaccgtt
tggcttagac
atcttettta
acaaatggaa
tecttetace
taaggataga
tctcggeggt
aaaggaaaat
caatggtaat
atctgatttt
gggctggcca
acataatgaa
gatgaagagt
tcaagttggt
aaaccttgac
cattgaaggc
ttcacacgga

ggctaagtca

agtggcatgt
coteggttga
tttggctcgg
cttgcaacat
atcotttttea
catacataaa
agtctcaaag
ctcttcagaa
gaacctacac
atttttgeat
gegtctggeg
toecegetgaga
gttgcagttg
ttggtteata
ggtacagcta
gaccattgta
ttgggtatgyg
gaagacttga
gcttttgtaa
gtttctaatt
tacaacataa
gggttcagta
gaggagatca
attgcagatt
gtaacagcaa
ggtgetgaac
gatggtgatt
aagctgtega
tcaatgggag
ttaattcagg

ctecggaattg
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gagattectece
aactgacagg
ctgctgtaac
ttactatttt
attttttgtt
tctagaaaat
ggtttgeceoct
agaccgattc
acgceggttt
ccectteoaac
ttttattgat
gagcaagagce
gcagagaaaa
agattgtagg
aagtggctaa
aagttcctgg
gtattcataa
teteccaagta
agtttgatga
ttgttattag
accaggttoa
tecacattact
aatcagtact
ttgaaaagac
aggccgtcgg
aagttatcaa
gtggttacac
aggactcatt
gtacttctgg
tttgtaaatc

cattggatac

gaaattaatt
tggtttgtta
agggaatata
ccettettac
tgtattettt
gtcecgetaaa
tgctaaccce
cgacaagatc
cattggtaag
aaaacagatt
tgtgaagaac
cttgggtatt
gggtggtatg
tgecttegea
aattatcaac
caggaaatte
cgaacctggt
tatgctaccea
agatgatgaa
ttctatcact
aacaattget
aaacgccact
agacttgttg
ttctgecoccca
tacctatgac
gagcgaaccg
tttagtggea
atctcaggeg
tggtttatat
aaaggatgaa

tttatacaaa
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aaagcaatca
cgcatgetaa
aagggcagca
gtaaatattt
tettgettaa
tcgtttgaag
tccattacge
gcattaattt
ggtatgttga
ttaaatgeaa
tacacaggty
aactgeoeogceyg
gttggtagaa
gaagaatatt
gacaatttgg
gaaagtgaat
gtgaaagttt
aaactattgg
gttgtecttgt
tccaaaacta
ggcacattga
aaggctacaa
aacgcattta
tctgttaacg
tttgacaagt
cacattacgg
ggagttaaag
gttgcccaaa
tctattcttt
cecgteacta

tatacaaagg

cacaattcte
tgcaaaggag
taatttagga
ttctttttaa
atctataact
tcacagatcc
tggtccctga
ctggtggtgg
gtggegeegt
tecegtttagt
atgttttgca
ttgctgtcat
gagcattggce
ctagtaagta
tgaccattgg
taaacgaaaa
tagaccctat
atccaaacga
tagttaacaa
cggatttctt
tgacctoott
aggctttgea
cgaacgeacce
atgacttgtt
ttgctgagtg
aactagacaa
gcatcaccga
tttcagattt
tgtcgggttt
aggaaattgt

caaggaaggqg

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3800

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740



atcatccacc
tttcaataag
caaatttgge
aggcctatgt
ttaaatatat
ttatattatt
taatgcaaag
gcactaatag
attagagcac
gaagccttcg
tacacgcgtt
aacataacta
tttcggttag
tgatatcgac
tattggtecag
ttgtggatgg
acgtecttect
gcagcaacgg
ccgaaagcaa
ttgtgaacag
gtgttagett
atagcctttt
gcttgggtac
tcgaaccagg
gcaacgatct
teogaatteac
gcgatggttg
tcocaaggtet
cctctcaate
accaaaccag
ttgteaccaa

ataacgtcag

atgattgatg
gcggtaaaag
agagcettegt
gagtttttga
acctaaagaa
atacacatat
gaaataaatt
tttagegtcg
cttgaacttg
agcgtcccaa
tgtacagaaa
ttaaaaaaaa
agcggatgtg
aaaggaaaag
caaccaacaa
tttecaccttec
tgatgtccaa
tttcgattte
ccttttcacc
cgtgagecage
cgataactct
caccttctte
acttaccacc
tagccaaage
tggtgtcaac
cttegteggt
gagcgatage
taccaccace
tgtegattte
cgtccttgaa
caaccaacca

caccttggat
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ctttagaacc
ctgcagagga
atgteggega
agggggttca
cattaaagct
catatttcta
ttatacatta
tgaagacttt
cgaaaaaggt
aaccttctca
aaaaagaaaa
taaataggga
ggaggagggc
gggcegegect
agcagcgtaa
agcacaagca
ttgagccaag
ttcaactgga
gtggtagtag
agccaaacca
ttccaaagct
caacaaggtyg
agccatggtg
gtcaccgata
gataaccatg
gtagataaca
aactggaaca
gatacccaag
gttttgagaa
agacttttca
tettteagee

gtacttacct

attcgttaaa
aggtgctaaa
ttcatctecaa
aagcgecttyg
atattataag
tatttttaag
ttgaacageg
attgtgtcge
tctcatcaac
agcaaggttt
atttgaaata
cctagactte
gtgaatgtaa
tattecccatt
acttggtctg
gcttcagcaa
gtgattggeca
gegttttcca
tggtgagcgt
ccagattega
gaggtaacaa
ttgtaacaca
gtagcaccag
ccagotgeca
tttgggttgt
gacaaagcag
cccatgaagt
atagcaccac
cattcaccac
acggtagatt

aatggcttea

ggagattgga
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gaatttactg
tccactgecta
gtagaagatc
taagtecgaga
caaagatacg
atttggttat
tccaagtaac
gaaaagtaaa
tgtttaaaac
tcagtataat
taaataacgt
aggttgtcta
gcgtgacata
cttgtaggaa
gggtagcacc
cgattctcat
aaccaacagc
aaaccaattg
ctgggatage
aaccaacacc
cgtgttgttc
attcagccaa
atctagaaca
acaatctagc
ttggcaacaa
aacatggage
gagccaaage
attgagcggt
cgaatggage
gagcgaaacce
agtattcace

tgattctgte

catctaagga
cattcgagge
ctggtgeagt
caaategete
taaattttge
ataatgtacg
tacattatgt
aattttaaaa
gtacgcctag
gttacatgcg
tottaatact
actccttect
actaattaca
tetttgacecg
acctggecatg
cttagctgga
gtgagacaaa
ggtcaaggta
ggtcaaaccg
agacaagtag
agcagccaac
agccaaagca
agctctaget
tggagcacca
caagtatctg
gtcggtagaa
cttageggtg
ttcagegata
gatttcaaca
caaaacgaac
caatctgttg

cattttctge

4800

4860

4920

4880

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

3820

5880

5840

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660



agttaattca
aagctgatgt
ggtttgagta
agagcgtgat
aaacccaaaa
ttatttatgce
aaacgcegtgg
agggttaatt
ataaggaaga
ccacacattt
ataataggca
ctgeatttaa
ttatcaggge
agcacgtgge
acaaaactga
aatttegtca
ggttatggaa
agagcaaagt
cgtgtgacaa
gtttagtaga
atgoraagaaa
tetttttete
atctagaaaa
aaggctcaaa
gctgetttgg
ggtatgggta
aacgcttaca
atcaccatcg
tctaccgcta
ccacacccaa

ategetgetg

gtaaattttc
agtagaagat
gaaaggggaa
ataaatgaat
atatttcaaa
aagaggacgt
cgggtaaaga
ggaaaatatg
atgtaggtta
actagtctcg
tttgcaagaa
agatgocgat
cagaaaaagg
ctottatega
aaaaacccag
cacaacaagg
tggegggaaa
tegttegate
caacagcctg
acctcgtgaa
tacatatttg
ttttttacag
tggctgttac
gagaatacgc
ctgctgetga
tcgttgaaga
aggacgazaaa
ctgaaccaat
tcttcaagtce
gagctaaaga

gtgctccaaa
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gatcttggga
cetattettt
ggaagaatac
atatattaaa
aaggagagag
ggaagaaaaa
agaaaatgga
ttagggtgag
aatgttgtge
agectcettcaa
ttactcgtga
ttgggegega
aagtgtttec
gaaagaaatt
acacgctcga
tcetagegac
gggtttagta
gtactgttac
ttectcacaca
acttacattt
gtetttteta
atcatcaagg
caacgttget
ttctttcacc
cgctagaatc
caaggttatc
gacctgtggt
cggtatcatc
tttgatctet
cgetaccaac

ggacttgatc

agaaaaaagc
aacaaagatt
ddgagagagy
caagagagat
agaggegagt
gaagaaggaa
aaatagaggc
gcatatgttt
attaattgcet
ctcaagacge
gtaaggaaag
atcctttatt
ctecttettg
acegtegete
cttcetgtet
ggctcacagg
ccacatgeta
tcteotetett
ctettttott
acatatatat
attogtagtt
aagtaattat
gaattgaacg
caagaacaag
ccattggcta
aagaaccact
gttttgtcag
tgtggtateg
ttgaagacca
aaggctgctyg

gogttggateg
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agtaagcgtg
gacettttot
aaaaaaagga
tgggaaggaa
ttggtttecaa
gaaaaaaatt
cgggtgacag
ttaagggttt
gtggcagett
acagatatta
agtgaggaac
ttggetteac
aattgatgtt
gtgatttgtt
tcctattgat
ttttgtaaca
tgatgeccac
tcaaacagaa
ctaaccaagg
aaacttgcat
tttcaagtte
ctacttttta
ctttggttga
ttgacaagat
agatggctgt
tegettetga
aagacgacac
ttccaaccac
gaaacgctat
acategtttt

accaaccatc

aaaaatctaa
ttttettett
agataaaaag
aggatcaaac
aacggtttat
tgaaagaaaa
agaaatattg
tgaggatccg
accegettec
taacatctge
tatcgcatac
cctecatacta
accctecataa
tgcaaaaaga
tgcagcttee
agcaatcgaa
tgtgatcteoe
ttgtcecgaat
gggtggttta
aaattggtca
ttagatgeott
caacaaatat
aagggttaag
cttcagagct
tgctgaatct
atacatctac
cttcggtace
caacccaacc
catcttctet
gcaagetget

tgttgaattg

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520



tctaacgett
atggttaagg
ccagttgtta
aagacctteg
gtttacgacg
gaattgaagg
ggtcaaccag
atcttgatecg
tetccaacct
aagttggttg
caaccagcta
accceagett
accttgggtt
ttgatcaaca
aaatctatct
ggtcacaaga
caaatcacct
gctgacccaa
gacgttatca
atgtacgaac
aagagaatct
acctctggta
caaaagtacc
ttggttatgg
gctatggaag
getttgaagt
gttgctagag
ttcttgggtg
ggtttggeta
accaagcaaa
atcgetgace

ttgttggett

tgatgcacca
ctgcttacte
togacgaaac
acaacggtgt
ctgttagaga
ctgttcaaga
cttacaagat
gtgaagttac
tggctatgta
ctatgggtgg
gagtttctta
ctcaaggtgg
gtggttcttg
agaagaccgt
acttcagaag
gagctttgat
ctgttttgaa
ccttgtcectat
tcgetttggg
acccagaaac
acaagttccc
ccggttctga
cattggetga
acatgeccaaa
cttacgttte
tgttgaagga
aaagagttca
tttgteacte
acgctttgtt
ccgetttcte
acttgggttt

ggttggaaac
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cccagacate
ttctggtaag
cgetgacate
tatctgtget
aagattcgct
cgttatcttg
cgctgaatta
cgttgttgac
cagagctaag
tattggtcac
cttcggtcaa
tatecggtgac
gggtggtaac
tgctaagaga
aggtteotttg
cgttaccgac
ggctgctggt
cgttagaaag
tggtggttct
ccacttogaa
aaagatgggt
agttacccca
ctacgeotttg
gtbctttgtgt
tgttttgget
atacttgeca
ctctgeotget
tatggectcac
gatctgtaac
tcaatacgac
gtctgeteca

cttgaaggct

aacttgatct
ccagctatcg
aagagagetg
tetgaacaat
acccacggtg
aagaacggtg
gotggtttet
gaatctgaac
gacttcgaag
acctcttgtt
aagatgaaga
ttgtacaact
tctatctctg
gctgaaaaca
ccaatcgett
agattcttgt
gttgaaaccg
ggtgctgaat
ccaatggacg
gaattggett
gttaaggcta
ttcgotgttg
accccagaca
gcttteggtg
tctgaattct
gettettace
accatcgctg
aagttgggtt
gttatcagat
agaccacaag
ggtgacagaa

gaattgggta
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tggctacegg
gtgttggtgce
ttgettetgt
ctgttgttgt
gttacttgtt
ctttgaacgc
ctgtteocaga
cattcgctca
acgctgttga
tgtacaccga
ccgctagaat
tcaagttgge
aaaacgttgg
tgttgtggea
tggacgaagt
tcaacaacgg
aagttttett
tggctaactc
ctgctaagat
tgagattcat
agatgatcge
ttaccgacga
tggctategt
gtttggacge
ctgacggtca
acgaaggtte
gtategettt
ctcaattececa
acaacgctaa
ctagaagaag
cogotgceaaa

tcccaaagte

tggtccaggt
tggtaacacc
tttgatgtct
tgttgactct
gcaaggtaag
tgctateogtt
aaacaccaag
cgaaaagttg
aaaagctgaa
ccaagacaac
cttgatcaac
tocatectttg
tccaaagcac
caagttgcca
tatcaccgac
ttacgctgac
cgaagttgaa
tttcaagcca
catgtgggtt
ggacatcaga
tgttaccace
cgctaccggt
tgacgctaac
tgttacccac
agctttgcaa
taagaaccca
cgctaacget
catcccacac
cgacaaccca
atacgctgaa
gatcgaaaag

tatcagagaa

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9500

9860

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440



gctggtgtte
gacgaccaat
ttgttggaca
gctgeteocag
ttettatgat
ttttaaagtyg
taggtcaggt
ggcatgccga
ctocageaat
ttgtaategt
cactggegge
attccacgga
ggtccttgte
aaaggcagty
agagactaga
egctgeaget
aaactgtttt
acctgggagt
agcgctttac
cataggtaat
aatagcatat
cgagagcgcet
acgegaaage
caacgcgacg
gaaatgcaac
caaaaatgca
cctttgtgeg
ttagaagaag
cccgegttta
cgattatatt

gatgattctt

aagaagctga
gtaccggtge
cctactacgg
ctaaggctga
ttatgatttt
actcttaggt
tgotttetea
gcaaatgecct
gagttgatga
tcttecacac
cgcatgetag
ctatagacta
ctttaacgag
tgatctaaga
aatgcaaaag
tctcaatgat
acagatttac
tttecctgaa
ggaagacaat
cttgcacgtc
ctttgttaac
aattttteaa
getattttac
agagcgctaa
gcgagagcgc
tcoccogagage
ctctataatg
getactttgg
ctgattacta
ctataccgat

cattggtcag
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cttettgget
taacccaaga
tagagactac
aaagaaggct
tattattaaa
tttaaaacga
ggtatageat
gcaaatcgct
atcteggtgt
gtacgaagct
ctecggatta
tactagatac
gccttaccac
ttetatette
gcacttctac
attcgaatac
gatcagtactt
acagatagta
gtatgtattt
gcatcccecgg
gaagcatctg
acaaagaatc
caacgaagaa
tttttcaaac
tattttacca
getattttte
cagtctcttg
tgtcotatttt
gcgaagctge
gtggattgeg

aaaattatga

aacgttgaca
tacccattga
gttgaaggtyg
aagaagtctg
taagttataa
aaattcttat
gaggtcgcte
ccccattteca
gtattttatg
taaaagggcg
togatgataa
teegtcetact
tcttttgtta
gcgatgtagt
aatggctgce
getttgagga
gttacccate
tatttgaacce
cggttcectgg
ttcattttct
tgoettecattt
tgagctgecat
tetgtgette
aaagaatctg
acaaagaatc
taacaaagca
ataacttttt
ctettecata
gggtgcattt
catactttgt

acggtttett
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agttgtctga
tetetgaatt
aaaccgctgc
cttagcttaa
aaaaaataag
tcttgagtaa
ttattgacca
cccaattgta
tecectcagagy
aattctgecag
getgtcaaayg
gtacgataca
ctctattgat
aaaactaget
atcattatta
gatacagcct
attgaatttt
tgtataataa
agaaactatt
gcgttteccat
tgtagaacaa
ttttacagaa
atttttgtaa
agctgcattt
tatacttctt
tecttagatta
gcactgtagg
aaaaaagcct
tttcaagata
gaacagaaag

ctattttgte

agacgcttte
gaagcaaate
taagaaggaa
gcgecgcegaat
tgtatacaaa
ctctttecctyg
cacctctacce
gatatgctaa
acaacacctyg
atatccatea
atgagaatta
cttcegetea
ccagctcage
agaccgagaa
tcecgatgtga
aatateccgac
gaacatcacga
tatatagtct
gcatctattg
cttgcacttc
aaatgcaacg
cagaaatgea
aacaaaaatqg
ttacagaaca
ttttgttcta
ctttttttet
tccgttaagyg
gactccactt
aaggcatcecc
tgatagegtt

tctatatact

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10820

10980

11040

11100

11160

11220

112890

11340

11400

11460

11520

11580

11640

11700

11760

11820

11880

11540

12000

12060

12120

121890

12240

12300



acgtatagga
ctacaatttt
gtttagatge
agagatatat
cggcttteece
acggcacctc
ctgatagacg
gttccaaact
tttgececgatt
ttttaacaaa
tgcggtattt
aaagaaaaaa
gtcatcttca
atacacatgt
cacctttggt
ccgcaagagc
caacgtggag
cgcaagagag
tgttcgaaag
caaacctttt
cgcagtctte
gcgaccagcc
tgtggacgtt
ctgggaagat
tettggttte
tttatcttge
tgtataattc
tggaaaaaaa
aggccaagaqg
taatgccgtg
ggaattatgg

acacccygcca

cagacaagct gtgaccgtct ccgggagetg catgtgtcag aggttttcac cgtcatcacc

gaaacgegeg a

<210> 40
<211> 4891
<212> ADN

aatgtttaca
tttgtctaaa
aagtteaagg
agcaaagaga
cgtcaagctc
gaccccaaaa
gtttttegea
ggaacaacac
teggectatt
atattaacgt
cacaccgcat
ggaaagcgceg
gtatcatact
atatatatcg
ggagggaaca
cttgaacgca
ggtaattctg
atctectact
atctaccacc
tactecacge
agtggtgtga
ggaatgcttg
aatcacttge
cgagtgectet
atttgtaata
ctgcteattt
attatgtgat
aaaatgaaaa
taatagaaaa
ttcaaacgat
tgeacteotea

acacccgctg
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ttttegtatt
gagtaatact
agcgaaaggt
tacttttgag
taaatcgggg
aacttgatta
ctttgacgtt
tcaacecctat
ggttaaaaaa
ttacaatttc
atgatcecgtce
cctegtteag
gttcgtatac
tatgctgeag
tegttggtac
ctctcactac
ctagectctg
ttcteecttt
gctctggaaa
gccagtaggg
tggtcgtcta
gccagagcat
gattgtgtgg
atcgctaggg
cgctttacta
tttagtatat
aatgccaatc
tcattaccga
agaaaattgce
acctggcagt
gtacaatctg

acgecgecctyg

gttttegatt
agagataaac
ggatgggtag
caatgtttgt
gctcececttta
gggtgatggt
ggagtccacg
ctcggtctat
tgagctgatt
ctgatgcggt
gagttcaaga
aatgacacgt
atacttactg
ctttaaataa
cattgggcga
ggtgatgatc
caaagcttte
gcaaaccaag
gtgccteatce
cctetttaaa
tgtgtaagtc
gtatcatatyg
cotgttetge
gaccacectt
gggctttetyg
tetteogaaga
gctaagaaaa
ggcataaaaa
gggaaaggac
gactcctage
ctetgatgee

acgggcttgt
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cactctatga
ataaaaaatg
gttatatagg
ggaagcggta
gggttccgat
tcacgtagtg
ttetttaata
tcttttgatt
taacaaaaat
attttctect
gaaaaaaaaa
atagaatgat
acattcatag
toggtgtcac
ggtggcttct
attcttgect
aagaaaatgc
ttcgacaact
caaaggcgca
agcttgaceg
accaatgcac
gtccagaaac
tactgettet
taaagagatc
ctctgtecate
aatcacatta
aaaaagagtc
aatatagagt
tgtgttatga
gctcaccaag
gcatagttaa

ctgctcocegg

atagttetta 12360
tagaggtcga 12420
gatatagcac 12480
ttegecaatge 12540
ttagtgcttt 12600
ggccatocgee 12660
gtggactett 12720
tataagggat 12780
ttaacgcgaa 12840
tacgcatctg 129200
gaaaaagcaa 12960
gecattacett 13020
gtatacatat 13080
tacataagaa 13140
cttatggcaa 13200
cgcagacaat 13260
gggatcatct 13320
gecgtacggee 13380
aatcctgatc 13440
agagcaatce 13500
tcaacgatta 13560
cctatacctg 13620
goctettttt 13680
gcaatctgaa 13740
tttgcetteg 13800
ctttatataa 13860
atccgectagg 13520
gtactagagg 13980
cttccctgac 14040
ctcttaaaac 14100
gecagecceg 14160
catccgctta 14220
14280
142391



<213> Artificial

<220>
<223> pRN593

<400> 40

gttttaaatc
tcagtgaggc
cegtegtgta
taccgcgaga
gggccgagceg
gocegggaage
ctacaggcat
aacgatcaag
gtceeteoegat
cactgcataa
actcaaccaa
caatacggga
gttetteggy
ccactcgtge
caaaaacaqgyg
tactcatact
gcgctgegaa
gccaagctct
acccagccgg
caagcaggea
ggtgtacagc
tttaaatata
taataagtaa

aatatgatat

aatctaaagt
acctatctca
gataactacg
cccacgctca
cagaagtggt
tagagtaagt
cgtggtgtea
gcgagttaca
cgttgtcaga
ttectecttact
gtecattctga
taataccgeg
goegaaaacte
acccaactga
aaggcaaaat
cttccttttt
tcgggagegg
tcagcaatat
ccacagtcga
tcgccatggt
taatattata
catatttatt
tttoctaacgt

agaagagcct

ES 2 648 865 T3

atatatgagt
gcgatctgte
atacgggagg
ccggectocag
cctgcaactt
agttcgecag
cgetegtegt
tgatccecca
agtaagttgg
gtcatgecat
gaatagtgta
ccacatagca
tcaaggatct
tcttcagcat
gccgcaaaaa
caattcagaa
cgataccgta
cacgggtagc
tgaatccaga
accgagtggt
atggaaaatc
tatatttatt
gataaagtag

cgaaaaaagt

aaacttggtc
tatttegttce
gcttaccatce
atttatcagc
tatccgectce
ttaatagttt
ttggtatgge
tgttgtgcaa
cogeagtgtt
ccgtaagatg
tgocggegace
gaactttaaa
tacogetgtt
cttttacttt
agggaataag
gaactcgtca
aagcacgagg
caacgctatg
aaagcggcca
gttgtaacca
cttttgctct
tggttactaa
ttatgagaaa

gggggaaagt
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tgacagttac
atccatagtt
tggceccagt
aataaaccag
catccagtct
gogcaacgtt
ttecattecage
aaaagcggtt
atcactcatg
cttttetgtg
gagttgetet
agtgetcatce
gagatccagt
caccagcgtt
ggcgacacgyg
agaaggcgat
aagcggtcag
tcctgatage
ttttccacca
ccctcaaaaa
ataggatttt
attttgtatt
tgacataatg

atgatatgtt

caatgcttaa
gcctgactce
gctgcaatga
ccagcoggaa
attaattgtt
gttgccattg
tocggttece
agctcctteg
gttatggcag
actggtgagt
tgoeccggogt
attggaaaac
tegatgtaac
tctgggtgag
aaatgttgaa
agaaggcgat
cccattcgee
ggtccgccac
tgatattcgg
atgcggaaga
ttttttaaaa
aatttaataa
ctaatttatg

atctttetec

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440



aataaatcta
ggtagttgtt
cacatgttte
cattcaacaa
cgacagcagt
acttaacttc
atttgattaa
aacaagaatc
cgtecggttte
ctgcgggcga
cgaccctgeg
tcaagaccaa
ctccgctcega
atgttggega
gttatgegge
cggacttcgg
gcactgacgg
catatgaaat
ccgctegtet
agaacagcgg
gagatgcaat
agcgeggccg
ctatttacec
tegcecteeg
tcgacagacg
tgtgagaact
gcaaatccta
tgtgagggga
cgccgtgcgyg
aatgtacggg
ggtattctgg

gaacgtacga

atcttecatgt
gtaaacgatt
caaccatteg
ctegtacace
atagcgacca
gcatctggge
aatagaacaa
tttttattgt
cactatcgge
tttgtgtacg
cccaagctge
tgecggageat
agtagcgcegt
cctegtattg
cattgteegt
ggcagtecctc
tgtegtccat
cacgeccatgt
ggctaagatc
geagtteggt
aggtcaggct
atgcaaagtg
gcaggacata
agagctgcat
tegeggtgag
gtatcctage
accttttata
gogttteecet
ccatcaaaat
cgacagtcac
goctecatgt

gctceggatt
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agatctaatt
tggtatacgg
tgaacttett
taggatecgt
gcattcacat
agatgatgtc
ctacaatata
cagtactgat
gagtacttct
cccgacagtce
atcatcgaaa
atacgececegg
ctgctgectcco
ggaatccceg
caggacattg
ggcccaaagc
cacagtttge
agtgtattga
ggccgcageyg
ttcaggcagg
ctcgectgaat
ccgataaaca
tccacgecct
caggteggag
ttcaggettt
aagattttaa
tttctctaca
gctegeaggt
gtatggatgce
atcatgccce
cgetggecgyg

aagggcgaat

cttcaatcat
cttcaaataa
tgcaggtaat
cgacactgga
acgattgacg
gaggcgaaaa
aaaaaactat
tattecctttg
acacagccat
ccggetececgg
ttgcegtcaa
agccgeggeg
atacaagcca
aacatcgect
ttggagccga
atcagctcat
cagtgataca
ccgattectt
atcgcatcca
tottgeaacg
teccccaatgt
taacgatctt
cctacatega
acgctgtcga
ttacccatgyg
aaggaagtat
ggggcgegge
ctgecagegag
aaatgattat
tgagctgege
gtgaccegge

tecageacac
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gtceggeagg
tgggaagtct
taaaccttga
tggeggegtt
catgatatta
aaaatataaa
acaaatgaca
ccctecggacyg
cggtccagac
atcggacgat
ccaagctctg
atcctgecaag
accacggcct
cgcteocagte
aatccgegtg
cgagagcctg
catggggatc
geggtocgaa
tggcctecge
tgacaccctg
caagcacttc
tgtagaaacc
agctgaaage
acttttcgat
ttgtttatgt
atgaaagaag
gtggggacaa
gagcegtaat
acatggggat
acgtcaagac
ggggacgagyg

tggeggecgt

ttectteattg
tegacagage
geggattgge
agtatcgaat
ctttctgege
tecacgctaac
agttcttgaa
agtgctgggg
ggccgegett
tgegteogeat
atagagttgg
cteoeggatge
ccagaagaag
aatgaccgct
cacgaggtge
cgcgacggac
agcaatcgeg
tgggcogaac
gaccggctge
tgcacggegg
cggaatcggyg
atcggcgeag
acgagattct
cagaaacttc
teggatgtga
aacctecagtg
ttcacgegte
ttttgetteg
gtatgggcta
tgtcaaggag
cottaagtte

tactagacca

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1820

1580

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2540

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360



10

gcattcaagt
tcaatatttg
atgtaggaga
tttcactcat
cgaattaggt
caaaataggg
ttgatgcata
tagctgtttce
agcataaagt
cgotoactge
caacgogegy
tagetgaget
cggttatcca
aaggccagga
gacgagcatc
agataccagg
cttacecggat
cgctgtaggt
ccceecegtte
gtaagacacg
tatgtaggeg
acagtatttg
tcttgatceg
attacgcgea
gctecagtgga

ttcacctaga

ggcoggaagt
tgtttgtgga
gtaagataaa
ggtagtatat
tggatagatt
aaaactggaa
gettgagtat
ctgtgtgaaa
gtaaageoctyg
cogotttoca
ggagaggcgg
cggtegtteg
cagaatcagg
accgtaaaaa
acaaaaatcg
cgtttecace
acctgtaage
atctcagttc
agcccgacceg
acttatecgee
gtgctacaga
gtatctgcge
gcaaacaaac
gaaaaaaagg
acgaaaactce

tceottttaaa

<210> 41
<211>30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador gpd1uf

<400> 41
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taagtttaat
gggggggggt
agaaaattaa
atataactac
tgatgaacce
aaagaaaagqg
tctatagtgt
ttgttatceog
gggtgcctaa
gtogggaaac
tttgegtatt
gotgaeggega
ggataacgca
ggccgegttyg
acgctcaagt
tggaagcteoe
cttteteocot
ggtgtaggtce
ctgegectta
actggcagca
gttottgaag
tctgctgaag
caccgctggt
atctcaagaa
acgttaaggg

ttaaaaatga

ctatcagecag
gtacaatata
agggagaaag
gaaactgcca
attectgatac
aaggggagag
cacctaaata
ctcacaattc
tgagtgagct
ctgtogtgec
gggegetett
gaggtatcag
ggaaagaaca
ctggcgtttt
cagaggtggc
ctegtgeget
tcgggaageg
gtteogeteoca
teceggtaact
gccactggta
tggtggecta
ccagttacct
agcggtggtt
gatcctttga
attttggtca

a

134

cagcagacat
caattgtitc
aatttaaggt
ataccaagcc
ttgttgtgcg
aagcaaggceg
gcttggegta
cacacaacat
aactcacatt
agectgeoatta
cogetteocte
ctecactcaaa
tgtgagcaaa
tccataggct
gaaacccgac
ctectgttaa
tggogettte
agetgggetg
ategtcttga
acaggattag
actacggcta
tcggaaaaag
tttttgtttg
tettttctac

tgagattatc

ctttatatta
ttgatgtctt
aacgtaacag
agtctacgtg
gaaaaaggga
ggtaccaagce
atcatggtca
acgagcogga
aattgoegttyg
atgaatcogge
gcteoactgac
ggcggtaata
aggccagcaa
ccgcccccct
aggactataa
gaccctgeeg
tcatageotcea
tgtgcacgaa
gtcecaacceg
cagagcgagg
cactagaaga
agttggtagc
caagcagcag
ggggtctgac

aaaaaggatce

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3860

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4891



10

15

20

25

30

35
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aagcttggta cccgccttgce ttcteteecee 30

<210> 42
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador gpd1ur

<400> 42

tctagaccag cattcaagtg gccgga 26

<210> 43
<211> 29
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador gpd1df

<400> 43

cgtacgagtt gttgaatggc caatccgct 29

<210> 44
<211> 31
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador gpd1dr

<400> 44

ccatggtacc gagtggtgtt gtaaccaccc t 31

<210> 45

<211> 20
135



10

15

20

25

30

35

<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador gpd1icf

<400> 45

accaatacgt aaacggggcg

<210> 46
<211> 23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador gpdicr

<400> 46

aatacaccca tacatacgga cgc

<210> 47
<211> 28
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador acs1f

<400> 47

ttaagcttaa aatgtcgccc tetgeegt

<210> 48
<211>50
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

ES 2 648 865 T3

23

28

136
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<223> Cebador acs1r

<400> 48

aagcgcgcta caacttgacc gaatcaatta gatgtctaac aatgccaggg

<210> 49
<211> 49
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador acs2f

<400> 49

aactgcagaa aatgacaatc aaggaacata aagtagttta tgaagctca

<210> 50
<211> 49
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador acs2r

<400> 50

acgtcgacta tttctttttt tgagagaaaa attggttctc tacagcaga

<210> 51
<211> 13018
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> pRN753

<400> 51

137

49

50

49
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gacgaaaggg cctcgtgata cgcctatttt tataggttaa tgtcatgata ataatggttt &0

cttagacgtc aggtggcact tttcggggaa atgtgegegg aacccctatt tgtttatttt 120

tctaaataca ttcaaatatg tatccgetca tgagacaata accctgataa atgettcaat 180
aatattgaaa aaggaagagt atgagtattc aacatttceg tgtcgcectt attccetttt 240
ttgecggecatt ttgecttect gtttttgetce acccagaaac getggtgaaa gtaaaagatg 300
ctgaagatca gttgggtgea cgagtgggtt acatcgaact ggatctecaac ageggtaaga 360
teccttgagag ttttegecce gaagaacgtt ttcoccaatgat gagcactttt aaagttotge 420
tatgtggcge ggtattatce cgtattgacg ccgggcaaga gcaactcggt cgccgcatac 480
actattctca gaatgacttg gttgagtact caccagtcac agaaaagcat cttacggatg 540
gcatgacagt aagagaatta tgcagtgectg ccataaccat gagtgataac actgeggeoca 600
acttacttct gacaacgatc ggaggaccga aggagctaac cgcttttttt cacaacatgg 660
gggatcatgt aactcgecett gategttggg aaccggaget gaatgaagec ataccaaacg 720
acgagcgtga caccacgatg cctgtagcaa tggcaacaac gttgecgcaaa ctattaactg 780
gcgaactact tactctaget tcceggecaac aattaataga ctggatggag goggataaag B840
ttgcaggace acttctgege teggeceette cggetggetg gtttattget gataaatetg 800
gagccggtga gcgtgggtct cgcggtatca ttgcagcact ggggoccagat ggtaagcect 260
cccgtategt agttatctac acgacgggca gtcaggcaac tatggatgaa cgaaatagac 1020
agatcgetga gataggtgoc tcactgatta ageattggta actgtcagac caagtttact 1080
catatatact ttagattgat ttaaaacttc atttttaatt taaaaggatc taggtgaaga 1140
tecctttttga taatctcatg accaaaatcc cttaacgtga gttttegtte cactgagegt 1200
cagacccegt agaaaagatc aaaggatcett cttgagatce tttttttctg cgegtaatct 1260
gctgcttgeca aacaaaaaaa ccaccgctac cagcggtggt ttgtttgecg gatcaagage 1320
taccaactet tttteecgaag gtaactgget tecagocagage gocagatacca aatactgtcee 1380
ttctagtgta gocogtagtta ggccaccact tcaagaactc tgtagcaccg cctacatace 1440
tcgctctget aatcctgtta ccagtggetg ctgccagtgg cgataagtcg tgtcttaccg 1500
ggttggactc aagacgatag ttaccggata aggegcageg gtogggetga acggggggtt 1560
cgtgecacaca gcecagettg gagegaacga cctacaccga actgagatac ctacagegtg 1620
agcattgaga aagcgccacg cttcccgaag ggagaaagge ggacaggtat ccggtaageg 1680
geagggtcogg aacaggagag cgcacgaggg agettcocagyg ggggaacgee tggtatcttt 1740
atagtcctgt cgggtttcge cacctetgac ttgagegteg atttttgtga tgctcegtcag 1800
gggggcogag cctatggaaa aacgccagea acgeggectt tttacggtte ctggectttt 1860
gctggecttt tgctcacatg ttcetttectg cgttateccce tgattctgtg gataaccgta 1520
ttaccgectt tgagtgagcet gataccgectc goccgroagocg aacgaccgag cgcagogagt 1880
cagtgagcga ggaagcoggaa gagegoccaa tacgcaaace gectctecce gegegttgge 2040
cgattcatta atgcagctgg cacgacaggt ttcccgactg gaaagoggge agtgagegea 2100

138



acgcaattaa
cggetectat
accatgatta
ggcccceccct
tottecagat
catactaaat
tggaaaagaa
ttttatcacg
ctoccattga
tettgttcta
atctaagety
acagtcaagt
gcagaagaag
catcteagat
gcaggactat
taaagctace
taaaacggge
ctgttacaac
cgaaggtgac
ttgtcaagtg
cgtgtacatg
tgccattcac
cgatggggac
tgagactaaa
ggtttataga
ggcaacagaa
tccattattc
taccgeaggt
agaagacgtt
ttatggtece

aaattactce

tgtgagttac
gttgtgtgga
cgccaagctc
cgaccggtcc
ttteteggac
ttceccetett
aaaagagacc
tttctttttce
tatttaagtt
ttacaacttt
cagaagctta
gaaattgaca
gaacatgagt
agactgeage
cagcgettge
caatttttaa
aggadoteoct
tgtgttgaca
gagcctggcc
gcacaagtgc
ccetatggtoc
tcecgtagtet
tetaaagttyg
agaattgttg
aagaccaaca
aagaagaaat
ttgttgtata
tacttgetgg
ttcttecacag
ttactatatg

cgttattggg

ES 2 648 865 T3

ctcacteatt
attgtgageg
ggaattaacc
cacacaccat
tececgegeate
tcttectcta
gectegttte
ttgaaaattt
aataaacggt
ttttacttet
aaatgtcgece
agttgaaagce
atgaacattt
cegcaattge
acaaggagtc
actggtctaa
tccagaacaa
gacatgcoett
aaggctattc
tgacttactc
cagaagcaat
ttgecegggtt
tecatcactac
atgacgcgct
atccatctgt
acaagaccta
cgtctggtte
gagctttgtt
ctggagacat
gttgtgecac

atattattga

aggcacccca
gataacaatt
ctcactaaag
agcttcaaaa
gcegtaccac
gggtgtegtt
tttttetteg
ttttttttga
cttcaattte
tgectecattag
ctetgeegta
aaaaatgtec
gacttcggte
tacccactat
tattgaagac
gccattegat
tgecatggtte
gaagactact
cattacctac
tatgggcgtt
cataacottg
ttettecaac
agatgaatce
aagagagacc
tgctttcecat
ctatccatge
tactggtgcece
gaccatgcge
tggctggatt
tttggtettt

tgaacacaaa
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ggctttacac
tcacacagga
ggaacaaaag
tgtttetact
ttcaaaacac
aattaccecgt
tcgaaaaagg
tttttttcte
tcaagttteca
aaagaaagca
caatcatcaa
cagtctgecyg
aagategtge
tetecacact
cctgctaagt
aaggtgtteca
ctcaacggeoce
aacaagaaaqg
aaggaactac
cgcaagggcyg
ttggocattt
teccttgagag
aacagaggtyg
ccaggcgtga
gcccccagag
acaccegttg
cccaagggty
tacacttttyg
acaggccaca
gaagggactc

gtcaceccaat

tttatgette
aacagctatg
ctgggtaccg
ccttttttac
ccaagcacag
actaaaggtt
caataaaaat
tttcegatgac
gtttcatttt
tagcaatcta
aactagaaga
ccactgoegea
cacaacggcc
tggacgggtt
tctteggtte
tceccagacee
aattaaacge
ccattatttt
ttgaagaagt
atactgttgc
acegtataegg
atcgtatcaa
gtaaagtcat
gacacgtctt
atttggattg
attctgagga
ttcaacattc
acactcacca
cttatgtggt
ctgegtacec

tttatgttge
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gccaactget
aaaatctttg
gtactetgaa
atctggtteg
tgcctcattce
acttaacacc
aagaactatt
ctactatttce
tegtgtagac
tgectattatc
gactggtcaa
aacagatgat
cgggccattt
cggcaaaatt
cgacgtttct
gtaacttaag
aaaaataagt
cttgagtaac
tattgaccac
ccaattgtag
cctcagagga
agaacctttt
aataaagtct
caataatgta
atatagaaat
tatagcttta
tttgagagaa
ccaaagtagt
ttctcataat
gtgaggcgaa
ctggtgtgat

gggaaacata

ttgegtttgt
cgttgettgy
aaaataggta
catctggtca
ccecttetteg
agccacgcag
tggaaaaatc
actggtgatg
gatgtggtga
gaagatccaa
gcagttgctg
gaattacaag
gccgcaccaa
atgagacgta
acattgtcaa
cgcgcgaatt
gtatacaaat
tctttecetgt
acctctaccg
atatgctaac
caacacctgt
tcgcaagttc
tcacgacget
taaaatttat
atgatatgtg
atgttettta
aaattggtte
taggtcacect
ctttectgac
aggaccaatc
gtgttetgea

tgcaacgacg
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tgaaaagagc
gttcggtegg
aaaatgaaat
cccegetgge
gtattgatgc
agggtgtecct
atgataggta
gtgctgcaaa
acgtctetgg
ttgtggccga
catttgtggt
atatcaagaa
aattgatcat
ttttaagaaa
accctggeat
tecttatgatt
tttaaagtga
aggtcaggtt
gcatgccgag
tecageaatg
tgtaatcgtt
aaggtgctct
aaactattag
ttcectttgea
tataataata
ggtatatatt
tctacagcag
agctgttegyg
cttgttctty
tcacccctaa
tcacctteag

gtttgaccgyg

tggtgattecc
tgagccaatt
ccccattgta
tggtggtgtt
agttgttctt
tgcecgtcaaa
tctagacact
ggataaggat
tcacegtetg
gtgtgctgtt
gttgaaaaac
gecatttggte
tttagtggat
aatcctagea
tgttagacat
tatgattttt
ctcttaggtt
gectttectcag
caaatgcctyg
agttgatgaa
cttccacacg
aatttttaaa
tgcacataat
ttacgtacat
taagcaaaat
taagagcgat
aaatgatgge
cttegttaga
gtagatctect
cttgtaagat
tagegttgtt

tcaattcatc
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tacatcgaaa
gctgetgaag
gacacctact
acaccaatga
gaccctaaca
gctgeatgge
tatttgaace
ggttatatct
tctacegetg
gtcggattca
aaatctagtt
tttactgtta
gacttgccca
ggagaaagtyg
ctaattgatt
attattaaat
ttaaaacgaa
gtatagcatg
caaatcgctce
teteggtgtg
tacgttttaa
atttttactt
gtagttactt
tatataacca
ttacgtatct
ttgtetegac
aggtacaact
agcaaccttt
aactagaata
caattctcta
ttgtagataa

tggaataccyg

atcattecctt
tttgggagtg
ggcaaacaga
aaccgggtte
ctggtgaaga
catcatttge
cttaceccotgg
ggattttggg
aaattgagge
acgatgactt
ggtccaccge
gaaaagacat
agacaagatc
accaactagg
cggtcaagtt
aagttataaa
aattcttatt
aggtcgetct
cccatttcac
tattttatgt
acagttgatg
ttcgcgacac
ggacgcotgtt
aatcttaaaa
ttgcttataa
tattteotttt
tetgggttgg
cttagaacte
atggtttttg
cgtaaattat
ccatetttta

acaacagcag

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4820

4280

3040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880



cttecgagac
gaccggaaac
ctctaccagc
tgtaacggtc
caaggacacc
aagcgttaat
ccaaaggagc
agtttttgtt
cgacggaace
cacgtttgat
ggataattcet
aggcggtace
cgtcaccgge
aagcggeace
aaccggaagt
aagttctetg
taccottecagt
aaccttegte
aagtgatgac
acccagcaaa
cagettetgg
tttttaagac
tgttgtegga
catgtctgtc
caccattgtt
ccttagecat
gataatgttg
gagccttaag
ttttctgeag
taaaaaagag

atatgtattt

gttttegtga
atttacaacyg
accatcacct
gtggtggttc
ttecgacatca
accaaagaat
aattaaatga
acccactttt
caagacacgt
taatcttaaa
ccaatatcta
caaggttaat
agtgaagaga
taataaataa
gtataataaa
cttageggec
accagttett
aacaattttt
cactttagaa
gacaacagag
aatcattgge
accagecgatt
ttegteatea
aacacaattg
caatgaacca
cttatcaaag
catatcagta
agcctttacg
tctagatata
aaaaagaaag

cttgecattga
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tttgagatag
tegtcaacte
gtgaaatagt
caaacagatc
ttacctteta
ggcacggtag
gaaccagact
tcatgatacc
aatgaggaag
gcagttggag
ccataatctg
ggaccatata
acatcttctg
ccacctgtag
aatagaggat
tcetecatgee
tggaaaacca
ttagtgttga
ttagcgtcaa
tgaatagcac
aaatagatag
tgggaaactt
getteataga
tatgatgcat
gattgaactt
aatttttctg
acgtaaccct
ttgtgagett
tttgttgtaa
catctaagaa

ccaatttatg

atgcttecaat
taccectgat
gaccaggata
tagccattga
attccacace
cagaaccagg
ctgtttgeca
attcccataa
tgtcatattt
ccacatagaa
ggtaggcagg
gagcataggt
ggtgaatatc
tgtgaacgac
cttcagcgte
accagtaate
agatacggga
tggtecttace
cgacacgatc
caatacgagc
ccactgtgte
ttectgagtaa
tcaaagetgg
tcaatttacc
tggtgtatgg
gctcattgat
tgccgggttyg
cataaactac
aaagtagata
cttgaaaaac

caagtttata
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ttctgatgtg
ccagtagtaa
aggtttcaag
tggccatggt
tgtaacaggg
ttttgttggg
catagtgtca
gtctggagag
ggcaattteg
atgggtagee
agtggatteyg
gtgaccegty
aaaaacgtat
acccetttgga
acatgaaaca
tctacecggece
aaccaaatog
acctetttta
tttcaacgaa
cacagccaac
acctttetta
ttcaccaaat
cttgteggga
gttcaaaaac
agcatecccaa
agattgttga
gctgttgtaa
tttatgttoc
attacttcct
tacgaattag

tatatgtaaa

gataatctat
ccatcatgat
taagtatcca
gatttaacgg
tcaatgatac
acagcacctyg
caaatgacac
attggttcac
gecttecaccta
ttgtgacgtt
aaaattattyg
atccagecga
ctagttgtta
gaaccagtygyg
ggaggtaggt
ttcattggaa
actcegttea
cetteatcac
ccagcggaga
atagcaatga
acgcococage
gtgatgattt
ttagceaaagg
catgcaacat
tgcaagtatt
tacatttett
aaatgttgag
ttgattgtca
tgatgatctg
aaaagaccaa

tgtaagttte
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acgaggttct
gectgttgttyg
cgaacgaact
cccgecatte
tgttgtgtga
ggtttttteca
ataagaggecc
ttttetggee
ggcatcttta
ttgcaaatgc
gactagatgc
gggccctgta
cagtatagcg
cttecgeatcet
ttaaaataga
aatcttttta
ttattcatat
gaaaactcac
actcgtccaa
gagaaatcac
ttccagactt
aaaccgttat
ggacaattac
atattttcac
gcagtggtga
ggcataaatt
ctacctttge
attgtegecac
tcecatgttgg
tatgttcgga
agaagaacct

gacaattcaa

actaaactaa
tcacacgatt
ttgetetgga
cagaacctte
cgaaattgga
gttttgttet
acgtgettta
ctgataatag
aatgcaggta
ctattatgca
atgcteogage
cacctaggat
accagcattc
gggcagatga
acaactacaa
ttgtcagtac
caggattatec
cgaggeagtt
catcaataca
catgagtgac
gttcaacagg
tcattecgtga
aaacaggaat
ctgaatcagg
gtaaccatge
cagtcageeca
catgtttcag
ctgattgeece
aatttaatcg
tgtgatgtga
cagtggcaaa

cgegtetgtg
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accacceccct
cggacaattc
gatcacagtg
gattgecttgt
agctgcaatc
ttttgcaaac
tgagggtaac
tatgagggtg
tgecgatagtt
gatgttataa
ggccgecagt
cecgtegacac
acatacgatt
tgtegaggeg
tataaaaaaa
tgattagaaa
aataccatat
ccataggatg
acctattaat
gactgaatcce
ccageccatta
ttgcegectga
cgaatgcaac
atattcttct
atcatcagga
gtttagtctg
aaacaactct
gacattatcg
cggectogaa
gaactgtatc

tectaaccett

aggggagegt

tggttagaag
tgtttgaaag
ggcatcatag
tacaaaacct
aataggaaga
aaatcacgag
atcaattcaa
aagccaaaat
cctcactett
tatctgtgecg
gtgatggata
tggatggegy
gacgcatgat
aaaaaaaata
ctatacaaat
aactcatcga
ttttgaaaaa
gcaagatcct
ttccecetogt
ggtgagaatg
cgctogtcat
gcgagacgaa
cggcogcagga
aatacctgga
gtacggataa
accatctcat
ggcgeategg
cgagcecatt
acgtgagtct
ctagcaagat
ttatatttet

ttceoectgete

142

aaaagagtgt
agagagagta
catgtggtac
gtgagcegte
caggaagtcg
cgacggtaat
gaaggaggga
aaaggattcg
tccttactea
tcttgagttg
tctgecagaat
cgttagtate
attactttct
taaatcacgc
gacaagttct
gcatcaaatg
gcegtttetg
ggtatcggtc
caaaaataag
gcaaaagctt
caaaatcact
atacgcgatc
acactgeccag
atgctgtttt
aatgcttgat
ctgtaacate
gctteccata
tatacccata
tttcecttace
tttaaaagga
ctacagggge

gcaggtectge

gtgagaacag
acagtacgat
taaaccettt
gctaggacct
agcgtgtctg
ttettteteg
aacacttect
cgcccaaatce
cgagtaattce
aagagctcga
teogecetttt
gaatcgacag
gcgcacttaa
taacatttga
tgaaaacaag
aaactgcaat
taatgaagga
tgcgattecg
gttatcaagt
atgecatttct
cgcatcaacc
gctgttaaaa
cgcatcaaca
gecggggatc
ggtcggaaga
attggcaacyg
caatcgatag
taaatcagca
catggttgtt
agtatatgaa
geggegtggg

agcgaggage
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cgtaattttt
ggggatgtat
caagactgtc
acgaggcctt
agaattaatt
ccgctcaggt
gctcagcaaa
ccgagaaaga
gatgtgacge
atccgacaaa
catccgaace
atagtctage
tctattgcat
gcacttcaat
tgcaacgcga
aaatgcaacg
aaaaatgcaa
cagaacagaa
tgttctacaa
tttttctect
gttaaggtta
tccacttcce
gcatcocega
tagcgttgat
atatactacg
gttettacta
aggtcgagtt
atagcacaga
gcaatgccgg
gtgctttacyg

catecgeectg

gcttegegece
gggctaaatyg
aaggagggta
aagttcgaac
ccacggacta
ccttgtectt
ggcagtgtga
gactagaaat
tgcagettet
ctgttttaca
tgggagtttt
goetttacgga
aggtaatctt
agcatatctt
gagcgctaat
cgaaagecget
cgagacgaga
atgcaacgeg
aaatgcatcc
ttgtgcgcectce
gaagaaggot
gegtttactg
ttatatteta
gattcttcat
tataggaaat
caattttttt
tagatgcaag
gatatatagc
ctttcocceccgt
geacctegac

atagacggtt
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gtgcggecat
tacgggegac
ttctgggect
gtacgagctc
tagactatac
taacgaggcc
tctaagattc
gcaaaaggca
caatgatatt
gatttacgat
cectgaaaca
agacaatgta
gcacgtcgca
tgttaacgaa
ttttcaaaca
attttaccaa
gegotaattt
agagcgetat
cgagagcgct
tataatgcag
actttggtgt
attactagcg
taccgatgtg
tggtcagaaa
gtttacattt
gtctaaagag
ttcaaggagc
aaagagatac
caagctctaa
cccaaaaaac

tttegecett

caaaatgtat
agtcacatca
ccatgtcget
cggattateg
tagatactec
ttaccactct
tatcttegeg
cttctacaat
cgaatacget
cgtacttgtt
gatagtatat
tgtatttegyg
tceceggtte
gcatectgtge
aagaatctga
cgaagaatet
ttcaaacaaa
tttaccaaca
atttttctaa
tctcttgata
ctattttete
aagctgeggg
gattgegeat
attatgaacg
togtattgtt
taatactaga
gaaaggtgga
ttttgagcaa
atcggggget
ttgattaggg

tgacgttgga
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ggatgcaaat
tgcecctgag
ggccgggtga
atgataagct
gtctactgta
tttgttactce
atgtagtaaa
ggctgeccatce
ttgaggagat
acccatcatt
ttgaacctgt
ttcctggaga
attttetgeg
ttcattttgt
gctgcatttt
gtgctteatt
gaatctgage
aagaatctat
caaagcatct
actttttgca
ttcecataaaa
tgcatttttt
actttgtgaa
gktttcttcta
ttcgattcac
gataaacata
tgggtaggtt
tgtttgtgga
ccctttaggg
tgatggttca

gtccacgtte

gattatacat
ctygegeacgt
cccggegygy
gtcaaagatg
cgatacactt
tattgatcca
actagctaga
attattatcc
acagcctaat
gaattttgaa
ataataatat
aactattgea
tttcecatctt
agaacaaaaa
tacagaacag
tttgtaaaac
tgecattttta
acttettttt
tagattactt
ctgtaggtcc
aaagcctgac
caagataaag
cagaaagtga
ttttgtctct
tctatgaata
aaaaatgtaqg
atatagggat
agcggtatte
ttcegattta
cgtagtggge

tttaatagtg
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gactcttgtt
aagggatttt
acgegaattt
gcatctgtgc
atttgtgagt
catcttctea
toccetteeet
acatcatceca
cagggtgtea
ataaagcega
totecagtag
toctttgtta
cogtgtgeat
aatttgactyg
ttggecggata
tccacatgtg
tecttggtgg
ttaaatagect
ttcgacatga
actgggcaat
tgctccttee
aaccgaaatc
actetcagta
cecgetgacg

accgtecteeg

ccaaactgga
gccgattteg
taacaaaata
ggtatttcac
ttagtataca
aatatgette
ttgcaaatag
cggttetata
taatcaacca
taacaaaatce
atagggagece
ctteottetge
tegtaatgte
tattaccaat
atgecctttag
tttttagtaa
tacgaacatc
tggcagcaac
tttatctteg
ttcatgtttc
ttcgttctte
aaaaaaaaga
caatetgete
cgeectgacy

ggagctgecat
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acaacactca
gcctattggt
ttaacgttta
accgcagggt
tgecatttact
ccagectget
tectetteca
ctgttgacce
ategtaacct
tttgtcgete
cttgeatgac
cgectgette
tgcccattet
gtcagcaaat
cggcttaact
acaaattttg
caatgaagca
aggactagga
tttectgeag
ttcaacacta
cttctgttcg
ataaaaaaaa
tgatgeegea
ggcttgtctyg

gtgtcagagg

accctatcte
taaaaaatga
caatttectyg
aataactgat
tataatacag
tttotgtaac
acaataataa
aatgcegtete
tecatetotte
ttegeaatgt
aattoetgeta
aaaccgctaa
gctattetgt
tttetgtett
gtgececteca
ggacctaatg
cacaagtttg
tgagtagcag
gtttttgtte
catatgcgta
gagattaccg
aatgatgaat
tagttaagee
ctceccggeat

ttttcacegt
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ggtctattct
gctgatttaa
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tgtcagatce
ccttgteate
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acatcaaaag
caatacctgg
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cgaagagtaa
tggaaaaatc
cttcaactaa
tttgetttte
cacgttcctt
tgtgcagttg
tatataccaa
aatcaaaaaa
tgaattgaaa
ageccocgaca
cegettacag

catcaccgaa

tttgatttat
caaaaattta
ttetecttac
tgaagctcta
ttgetggeeg
tacecttagea
tgtagagace
taaacccaca
taetttgagea
cttagtatat
gectetaggt
gecccaccaca
agagtactge
aaaattgtac
agtcaagata
ctccagtaat
gtgcatgata
atatgtaget
ggttaagaat
tctaagtctg
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agcgtggtgce
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acaagctgtg
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REIVINDICACIONES

1. Un proceso de produccién de etanol, por el que el proceso comprende la etapa de fermentar un medio con una
célula de levadura, por el que el medio contiene o se alimenta con:

a) una fuente de al menos una de una hexosa y una pentosa;
b) una fuente de acido acético; y,
c) una fuente de glicerol,

por el que la célula de levadura fermenta acido acético, glicerol y al menos una de la hexosa y pentosa en etanol, y
opcionalmente, recuperacion del etanol, por el que la célula de levadura comprende un gen exdgeno que codifica
una enzima con actividad de acetaldehido deshidrogenasa, gen que confiere a la célula la capacidad de convertir el
acido acético en etanol, y por el que la célula de levadura comprende un gen bacteriano que codifica una enzima con
actividad de glicerol deshidrogenasa unida a NAD", y en el que la célula de levadura comprende una modificacién
genética que aumenta la actividad especifica de dihidroxiacetona cinasa, en el que la célula de levadura no es una
célula de levadura que comprende una modificacion genética que reduce la actividad de formiato deshidrogenasa
dependiente de NAD" especifica en la célula, en el que el aumento o reduccién de una actividad especifica de una
enzima particular es un aumento o disminucién en comparacion con la actividad especifica de esa enzima en una
célula de levadura no mutada por lo demas idéntica.

2. Un proceso segun la reivindicacion 1, en el que el gen exdgeno que codifica la enzima con actividad de
acetaldehido deshidrogenasa comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos
con al menos uno de:

i) al menos el 64 % de identidad de secuencia de aminoacidos con SEQ ID NO: 1,
ii) al menos el 76 % de identidad de secuencia de aminoacidos con SEQ ID NO: 3y,
i) al menos el 61 % de identidad de secuencia de aminoacidos con SEQ ID NO: 5; y,

en el que el gen bacteriano que codifica una enzima con actividad de glicerol deshidrogenasa unida a NAD"
comprende una secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminoacidos con al menos el 45 % de
identidad de secuencia de aminoacidos con SEQ ID NO: 7.

3. Un proceso segun la reivindicacion 1 o 2, en el que la célula de levadura comprende una modificacion genética
que reduce la actividad especifica de glicerol 3-fosfato deshidrogenasa dependiente de NAD" en la célula.

4. Un proceso segun la reivindicacion 3, en el que la modificacion genética que reduce la actividad especifica de
glicerol 3-fosfato deshidrogenasa dependiente de NAD" en la célula es una modificacion genética que reduce o
inactiva la expresion de un gen endogeno que codifica una glicerolfosfato deshidrogenasa que tiene una secuencia
de aminoacidos con al menos el 70 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 16.

5. Un proceso segun la reivindicacion 1 o 2, en el que la modificacion genética que aumenta la actividad especifica
de dihidroxiacetona cinasa es expresidon en exceso de una secuencia de nucledtidos que codifica una
dihidroxiacetona cinasa, y en el que, preferentemente, la secuencia de nucledtidos que codifica la dihidroxiacetona
cinasa comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos con al menos el 50 %
de identidad de secuencia de aminoacidos con al menos una de SEQ ID NO: 8, 9y 25.

6. Un proceso segun una cualquiera de las reivindicaciones 2 - 5, en el que la célula comprende ademas una
modificacion genética que aumenta al menos uno de:

i) la actividad de acetil-CoA sintetasa especifica, y en el que la modificacion genética es la expresion en exceso
de una secuencia de nucleétidos que codifica una acetil-CoA sintetasa; vy,

ii) el transporte de glicerol en la célula mediante expresion en exceso de una secuencia de nucleétidos que
codifica al menos una de una proteina de captacion de glicerol y un canal de glicerol, en el que,
preferentemente, la secuencia de nucleétidos que codifica la proteina de captacion de glicerol comprende una
secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos con al menos el 50 % de identidad de
secuencia de aminoacidos con al menos una de SEQIDNO: 10 y 11, y en el que, preferentemente, la
secuencia de nucledtidos que codifica el canal de glicerol comprende una secuencia de nucleétidos que
codifica una secuencia de aminoacidos con al menos el 30 % de identidad de secuencia de aminoacidos con la
secuencia de aminoacidos entre los aminoacidos 250 y 530 de SEQ ID NO: 12.

7. Un proceso segun la reivindicacion 6, en el que la secuencia de nucleétidos que codifica una acetil-CoA sintetasa
es la acetil-CoA sintetasa codificada por el gen ACS1 0 ACS2 de S. cerevisiae.
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8. Un proceso segun la reivindicacion 6 o 7, en el que la modificacion genética aumenta la actividad de acetil-CoA
sintetasa especifica en condiciones anaerobias mediante la expresiéon en exceso de una secuencia de nucleétidos
que codifica una acetil-CoA sintetasa, por el que la secuencia de nucledtidos esta operativamente unida a un
promotor que es activo en condiciones anaerobias.

9. Un proceso segun una cualquiera de las reivindicaciones 2-8, en el que la célula de levadura comprende al menos
uno de:

i) un gen de xilosa isomerasa exdgeno funcional, gen que confiere a la célula la capacidad de isomerizar xilosa
en xilulosa; v,

ii) genes exdgenos funcionales que codifican una L-arabinosa isomerasa, una L-ribulocinasa y una L-ribulosa-
5-fosfato 4-epimerasa, genes que juntos confieren a la célula la capacidad de convertir L-arabinosa en D-
xilulosa 5-fosfato, y en el que, preferentemente, la célula de levadura comprende al menos una modificacion
genética adicional que produce una caracteristica seleccionada del grupo que consiste en:

a) elevada actividad de xilulosa cinasa especifica;

b) elevado flujo de la via de pentosa fosfato;

c) reducida actividad especifica de aldosa reductasa no especifica; y,

d) elevado transporte de al menos una de xilosa y arabinosa en la célula hospedadora.

10. Un proceso segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la célula de levadura es de un
género seleccionado del grupo que consiste en Saccharomyces, Kluyveromyces, Candida, Pichia,
Schizosaccharomyces, Hansenula, Kloeckera, Schwanniomyces y Yarrowia.

11. Un proceso segun la reivindicacion 10, en el que la célula de levadura pertenece a una especie seleccionada del
grupo que consiste en S. cerevisiae, S. exiguus, S. bayanus, K. lactis, K. marxianus 'y Schizosaccharomyces pombe.

12. Un proceso segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el medio contiene o se alimenta
con un hidrolizado lignocelulésico.

13. Un proceso segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la célula de levadura fermenta
en condiciones anaerobias.

14. Una célula de levadura que comprende:

a) un gen exdgeno que codifica una enzima con actividad de acetaldehido deshidrogenasa, gen que confiere a
la célula la capacidad de convertir acido acético en etanol; y,

b) un gen bacteriano que codifica una enzima con actividad de glicerol deshidrogenasa unida a NAD",

en la que la célula de levadura no es una célula de levadura que comprende una modificacion genética que
reduce la actividad de formiato deshidrogenasa dependiente de NAD" especifica en la célula, en la que la
célula de levadura comprende una modificacion genética que aumenta la actividad especifica de
dihidroxiacetona cinasa, en la que el aumento o reduccién de una actividad especifica de una enzima particular
es un aumento o disminucién en comparacion con la actividad especifica de esa enzima en una célula de
levadura no mutada por lo demas idéntica.

15. Una célula de levadura segun la reivindicacion 14, en la que la célula de levadura es ademas como se define en
una cualquiera de las reivindicaciones 2 - 11.
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