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DESCRIPCION

Traustoquitridos recombinantes que crecen en xilosa, y composiciones, métodos de preparacion y usos de los
mismos

Referencia solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica el beneficio de la fecha de presentacion de la solicitud de Estados Unidos n.° 61/290.471,
presentada el 28 de diciembre de 2009.

Antecedentes de la invencion
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un método de produccion de un cultivo celular de traustoquitridos, que
comprende: a. transformar una célula de traustoquitridos con moléculas de acido nucleico que comprenden una
secuencia polinucleotidica que codifica un transportador heterdlogo de xilosa, una isomerasa heteréloga de xilosa y
una cinasa heterdloga de xilulosa; o con moléculas de acido nucleico que comprenden una secuencia
polinucleotidica que codifica un transportador heterdélogo de xilosa, una cinasa heteréloga de xilulosa, una reductasa
heteréloga de xilosa y una xilitol deshidrogenasa heteréloga; en el que los genes heterdlogos tienen los codones
optimizados para su expresion en la célula de traustoquitridos, y los genes heterdlogos estan bajo el control de
cualquier secuencia promotora, cualquier secuencia terminadora y/o cualquier otra secuencia reguladora que es
funcional en una célula de traustoquitridos; y b. cultivar la célula de traustoquitridos transformada en un medio de
cultivo que comprende xilosa como fuente de carbono, y cultivos celulares que comprenden los traustoquitridos
recombinantes, asi como métodos de produccidon de cultivos celulares, biomasa, aceites microbianos,
composiciones y biocombustibles usando los traustoquitridos recombinantes.

Antecedentes

Los acidos grasos se clasifican basandose en la longitud y caracteristicas de saturacion de la cadena de carbono.
Los acidos grasos se denominan acidos grasos de cadena corta, de cadena media o de cadena larga basandose en
el numero de carbonos presentes en la cadena, se denominan acidos grasos saturados cuando no hay dobles
enlaces presentes entre los atomos de carbono, y se denominan acidos grasos insaturados cuando hay dobles
enlaces presentes. Los acidos grasos de cadena larga insaturados estan monosaturados cuando hay unicamente un
doble enlace presente y estan poliinsaturados cuando hay mas de un doble enlace presente.

Los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) se clasifican basandose en la posicién del primer doble enlace desde el
extremo metilo del acido graso: los acidos grasos omega-3 (n-3) contienen un primer doble enlace en el tercer
carbono, mientras que los acidos grasos omega-6 (n-6) contienen un primer doble enlace en el sexto carbono. Por
ejemplo, el acido docosahexaenoico ("DHA") es un acido graso poliinsaturado de cadena larga omega-3 (LC-PUFA)
con una longitud de cadena de 22 carbonos y 6 dobles enlaces, a menudo denominado "22:6 n-3". Otros LC-PUFA
omega-3 incluyen acido eicosapentaenoico ("EPA"), denominado "20:5 n-3" y acido docosapentaenoico omega-3
("DPA n-3"), denominado "22:5 n-3". DHA y EPA se han llamado acidos grasos "esenciales". Los LC-PUFA omega-6
incluyen acido araquidonico ("ARA"), denominado "20:4 n-6" y acido docosapentaenoico omega-6 ("DPA n-6"),
denominado "22:5 n-6".

Los acidos grasos omega-3 son moléculas biolégicamente importantes que afectan a la fisiologia celular debido a su
presencia en las membranas celulares, regulan la produccioén y la expresion génica de compuestos biolégicamente
activos y sirven como sustratos biosintéticos. Roche, H. M., Proc. Nutr. Soc. 58: 397-401 (1999). El DHA, por
ejemplo, representa aproximadamente un 15 %-20 % de los lipidos en la corteza cerebral humana y un 30 %60 %
de los lipidos en la retina, esta concentrado en los testiculos y el esperma y es un componente importante de la
leche materna. Jean-Pascal Bergé & Gilles Barnathan, Fatty Acids from Lipids of Marine Organisms: Molecular
Biodiversity, Roles as Biomarkers, Biologically Active Compounds, and Economical Aspects, in Marine Biotechnology
| 49 (T. Scheper, ed., 2005). EI DHA representa hasta un 97 % de los acidos grasos omega-3 en el cerebro y hasta
un 93 % de los acidos grasos omega-3 en la retina. Ademas, el DHA es esencial para el desarrollo tanto fetal como
infantil, asi como para el mantenimiento de las funciones cognitivas en adultos. /d. Los acidos grasos omega-3,
incluyendo DHA y EPA, también poseen propiedades antiinflamatorias. Véase, por ejemplo, id. y Simopoulos, A.P.,
J. Am. Coll. Nutr. 21: 495-595 (2002). En particular, el EPA compite con el acido araquidonico por la sintesis de
eicosanoides tales como prostaglandinas y leucotrienos a través de ciclooxigenasas y lipoxigenasas. /d. Como los
acidos grasos omega-3 no se sintetizan de novo en el cuerpo humano, estos acidos grasos deben obtenerse de
fuentes nutritivas.

Los traustoquitridos, que son organismos microalgaceos del orden Thraustochytriales, estan reconocidos como
fuentes alternativas para la produccion de lipidos. Por ejemplo, se ha informado de que cepas de especies de
traustoquitridos producen acidos grasos omega-3 como un alto porcentaje de los acidos grasos totales producidos
por los organismos. Véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos n.° 5.130.242; Huang, J. ef al., J. Am. Oil.
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Chem. Soc. 78: 605-610 (2001); Huang, J. et al., Mar. Biotechnol. 5: 450-457 (2003). Los traustoquitridos también se
han reconocido como fuentes de lipidos para la produccion de biocombustibles. Véase, por ejemplo, la publicacion
de Estados Unidos n.° 2009/0064567 y el documento WO 008/067605.

La biomasa vegetal esta compuesta de tres fracciones principales; celulosa, hemicelulosas y lignina. La celulosa
esta compuesta principalmente de polimeros de glucosa, la hemicelulosa que esta enriquecida con polimeros de
xilosa y la lignina que esta compuesta principalmente de compuestos polifendlicos complejos. Los carbohidratos
derivados de estas fracciones de biomasa se han mencionado colectivamente como azucares lignoceluldsicos y se
han investigado como una fuente de materias primas renovables de bajo coste para la fermentacion de etanol.

La hemicelulosa vegetal de fuentes tales como bagazo de cafia de azucar, rastrojo de maiz, pasto varilla, paja de
trigo, madera dura y blanda, y similares puede ser una fuente de azlcares enriquecidos en xilosa. Los azucares
pueden liberarse de la hemicelulosa a través de hidrdlisis acida y/o digestion enzimatica.

Aunque los traustoquitridos metabolizan la glucosa y/o la fructosa, no parecen metabolizar de forma natural la xilosa.
Véase, por ejemplo, Honda et al., Mycol. Res. 4:439-448 (1998); Goldstein, American J. of Botany 50:271-279
(1963); Damare, Indian Journal of Marine Sciences 35:326-340 (2006). Por tanto, los cultivos de traustoquitridos
incluyendo los cultivos comerciales e industriales, actualmente requieren jarabes de glucosa como fuentes de
carbono y energia.

Existe una necesidad continuada de produccién de traustoquitridos con la capacidad de crecer sobre fuentes de
carbono alternativas tales como xilosa para su uso en aplicaciones comerciales e industriales.

Breve sumario de la invencién

La presente invencion se refiere a un método de produccion de un cultivo celular de traustoquitridos, que
comprende: a. transformar una célula de traustoquitridos con moléculas de acido nucleico que comprenden una
secuencia polinucleotidica que codifica un transportador heterdlogo de xilosa, una isomerasa heteréloga de xilosa y
una cinasa heterdloga de xilulosa; o con moléculas de acido nucleico que comprenden una secuencia
polinucleotidica que codifica un transportador heterélogo de xilosa, una cinasa heterdloga de xilulosa, una reductasa
heteréloga de xilosa y una xilitol deshidrogenasa heteréloga; en el que los genes heterdlogos tienen los codones
optimizados para su expresion en la célula de traustoquitridos, y los genes heterdlogos estan bajo el control de
cualquier secuencia promotora, cualquier secuencia terminadora y/o cualquier otra secuencia reguladora que sea
funcional en una célula de traustoquitridos; y b. cultivar la célula de traustoquitridos transformada en un medio de
cultivo que comprende xilosa como fuente de carbono. La presente invencién se define por las reivindicaciones. La
materia objeto fuera del alcance de las reivindicaciones se proporciona con fines informativos Unicamente. En
algunas realizaciones, la célula de traustoquitridos expresa un transportador heterdlogo de xilosa, una xilosa
isomerasa heterdloga y una cinasa heteréloga de xilulosa. En algunas realizaciones, la célula de traustoquitridos
expresa un transportador heterdlogo de xilosa, una reductasa heterdloga de xilosa, una xilitol deshidrogenasa
heterdloga y una cinasa heteréloga de xilulosa. En algunas realizaciones, la secuencia polinucleotidica que codifica
el polipéptido asociado con la importacion de xilosa es al menos un 90 % idéntica a una secuencia seleccionada del
grupo que consiste en: la secuencia polinucleotidica de n.° de acceso AJ875406, BT015128, AF127802, AJ249910,
X59465 o X55392; una secuencia polinucleotidica que codifica la secuencia de aminoacidos de n.° de acceso
CAB76571; la secuencia polinucleotidica de la SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID
NO: 21, SEQ ID NO:22 o SEQ ID NO:23; y combinaciones de las mismas. En algunas realizaciones, el
traustoquitrido es un Schizochytrium o un Thraustochytrium. En algunas realizaciones, la invencion se refiere a un
cultivo celular de traustoquitridos producido por el método.

En algunas realizaciones, la célula de traustoquitridos expresa un transportador heterélogo de xilosa, una cinasa
heteréloga de xilulosa, una reductasa heterdloga de xilosa y una xilitol deshidrogenasa heteréloga. En algunas
realizaciones, la secuencia polinucleotidica que codifica el polipéptido asociado con la importaciéon de xilosa es al
menos un 90 % idéntica a una secuencia seleccionada del grupo que consiste en: la secuencia polinucleotidica de
n.° de acceso AJ875406, BT015128, AF127802, AJ249910, X59465 o X55392; una secuencia polinucleotidica que
codifica la secuencia de aminoacidos de n.° de acceso CAB76571; la secuencia polinucleotidica de la SEQ ID NO: 2,
SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22 o SEQ ID NO: 23; y combinaciones
de las mismas. En algunas realizaciones, el traustoquitrido es un Schizochytrium o un Thraustochytrium.

La presente invencion también se refiere a un cultivo de traustoquitridos que comprende: (a) cualquiera de las
células de traustoquitridos descritas en este documento y (b) un medio de cultivo celular que comprende xilosa como
fuente de carbono.

La presente invencion también se refiere a un método de produccion de una biomasa de traustoquitridos, que
comprende: (a) cultivar cualquiera de las células de traustoquitridos descritas en este documento en un medio de
cultivo que comprende xilosa como fuente de carbono, y (b) recoger la biomasa del medio de cultivo.
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La presente invencion también se refiere a un método de produccion de un aceite microbiano, que comprende: (a)
cultivar cualquiera de las células de traustoquitridos descritas en este documento en un medio de cultivo que
comprende xilosa como fuente de carbono para producir una biomasa, y (b) extraer un aceite de la biomasa.

La presente invencién también se refiere a un método de produccién de un producto alimenticio, cosmético,
composicion industrial o composicion farmacéutica para un animal o ser humano, que comprende: (a) cultivar
cualquiera de las células de traustoquitridos descritas en este documento en un medio de cultivo que comprende
xilosa como fuente de carbono, (b) recoger una biomasa del medio de cultivo y (c) preparar el producto alimenticio,
cosmeético, composicion industrial o composicion farmacéutica a partir de la biomasa. En algunas realizaciones, el
método comprende ademas extraer un aceite de la biomasa y preparar el producto alimenticio, cosmético,
composicion industrial o composicion farmacéutica a partir del aceite. En algunas realizaciones, el producto
alimenticio es una formula infantil. En algunas realizaciones, la férmula infantil es adecuada para bebés prematuros.

En algunas realizaciones, el producto alimenticio es leche, una bebida, una bebida terapéutica, una bebida nutritiva
0 una combinacion de las mismas. En algunas realizaciones, el producto alimenticio es un aditivo para alimentos
para animales o seres humanos. En algunas realizaciones, el producto alimenticio es un suplemento nutritivo. En
algunas realizaciones, el producto alimenticio es un pienso para animales. En algunas realizaciones, el pienso para
animales es un pienso de acuicultura. En algunas realizaciones, el pienso para animales es un pienso para animales
domésticos, un pienso para animales de zooldgico, un pienso para animales de trabajo, un pienso para ganado o
una combinacion de los mismos.

La presente invencion también se refiere a un método para producir un biocombustible, que comprende: (a) cultivar
cualquiera de las células de traustoquitridos descritas en este documento en un medio de cultivo que comprende
xilosa como fuente de carbono para producir una biomasa, (b) extraer un aceite de la biomasa y (c) producir un
biocombustible transesterificando el aceite, craqueando el aceite, procesando el aceite por despolimerizacion
térmica, afiadiendo el aceite a un proceso de refinado del petrdleo o una combinacion de los mismos. En algunas
realizaciones, el biocombustible se produce transesterificando el aceite. En algunas realizaciones, el biocombustible
es un biodiésel. En algunas realizaciones, el biocombustible se produce craqueando el aceite. En algunas
realizaciones, el biocombustible es un biocombustible de aviones. En algunas realizaciones, el biocombustible se
produce procesando el aceite por despolimerizacion térmica. En algunas realizaciones, el biocombustible es un
diésel renovable. En algunas realizaciones, el biocombustible se produce afadiendo el aceite a un proceso de
refinado del petroleo. En algunas realizaciones, el biocombustible es un diésel renovable coprocesado.

Breve descripcion de los dibujos/figuras

La figura 1 muestra un mapa plasmidico de pCL0120 (SEQ ID NO: 12).

La figura 2 muestra una tala de uso de codones para Schizochytrium.

La figura 3 muestra la secuencia de polinucleétidos de codones optimizados (SEQ ID NO: 2) que codifica la
proteina transportadora de xilosa de Candida intermedia GXS1, correspondiente al n.° de acceso a GenBank
AJ875406.

La figura4 muestra la secuencia polinucleotidica de codones optimizados (SEQ ID NO: 3) que codifica la
proteina transportadora de xilosa de Arabidopsis thaliana At5g17010, correspondiente al n.° de acceso a
GenBank BT015128.

La figura 5 muestra un mapa plasmidico de pCL0130 (SEQ ID NO: 14).

La figura 6 muestra un mapa plasmidico de pCL0131 (SEQ ID NO: 15).

Las figuras 7A y 7B muestran la secuencia polinucleotidica de pCL0121 (SEQ ID NO: 4). El vector confiere
resistencia al antibiético ZEOCIN™ y también alberga un gen que codifica una forma secretada de eGFP.

Las figuras 8A y 8B muestran la secuencia polinucleotidica de pCL0122 (SEQ ID NO: 5). El vector confiere
resistencia al antibiotico paromomicina y también alberga un gen que codifica una forma secretada de eGFP.

La figura 9 muestra un mapa plasmidico de pCL0121.

La figura 10 muestra un mapa plasmidico de pCL0122.

La figura 11 muestra la secuencia polinucleotidica de codones optimizados (SEQ ID NO: 6) que codifica la
proteina xilosa isomerasa de Piromyces sp. E2 "XylA", correspondiente al n.° de acceso a GenBank CAB76571.
La figura 12 muestra la secuencia polinucleotidica de codones optimizados (SEQ ID NO: 7) que codifica la
proteina cinasa de xilulosa de Piromyces sp. E2 "XyIB", correspondiente al n.° de acceso a GenBank AJ249910.
La figura 13 muestra un mapa plasmidico de pCL0132 (SEQ ID NO: 16).

La figura 14 muestra un mapa plasmidico de pCL0136 (SEQ ID NO: 20).

La figura 15 muestra la secuencia polinucleotidica de codones optimizados (SEQ ID NO: 21) que codifica la
proteina xilosa reductasa de Pichia stipitis "Xyll", correspondiente al n.° de acceso a GenBank X59465.

La figura 16 muestra la secuencia polinucleotidica de codones optimizados (SEQ ID NO: 22) que codifica la
proteina cinasa de xilulosa de Pichia stipitis "Xyk3", correspondiente al n.° de acceso a GenBank AF127802.

La figura 17 muestra un mapa plasmidico de pCL0133 (SEQ ID NO: 17).

La figura 18 muestra un mapa plasmidico de pCL0135 (SEQ ID NO: 19).

La figura 19 muestra un mapa plasmidico de pCL0123 (SEQ ID NO: 13).

La figura 20 muestra la secuencia polinucleotidica de codones optimizados (SEQ ID NO: 23) que codifica la
proteina xilitol deshidrogenasa de Pichia stipitis "Xyl2", correspondiente al n.° de acceso a GenBank X55392.
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La figura 21 muestra un mapa plasmidico de pCL0134 (SEQ ID NO: 18)

La figura 22 muestra transferencias de Western de lisados de sedimentos de cultivo de cultivos de clones de
Schizochytrium resistentes a SMM transformados con pCL0130 (figura 22A) o pCL0131 (figura 22B) y la cepa de
tipo silvestre de Schizochytrium ATCC 20888 (WT), sondeada con anticuerpos que reconocen la proteina
transportadora de xilosa de Candida intermedia GXS1 (transformante pCL0130) o la proteina transportadora de
xilosa de Arabidopsis thaliana At5g17010 (transformante pCL0131).

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se refiere a un método de produccion de un cultivo celular de traustoquitridos, que
comprende: a. transformar una célula de traustoquitridos con moléculas de acido nucleico que comprenden una
secuencia polinucleotidica que codifica un trasportador heterdlogo de xilosa, una isomerasa heteréloga de xilosa y
una cinasa heterdloga de xilulosa; o con moléculas de acido nucleico que comprenden una secuencia
polinucleotidica que codifica un transportador heterélogo de xilosa, una cinasa heteréloga de xilulosa, una reductasa
heterdloga de xilosa y una xilitol deshidrogenasa heterdloga; en el que los genes heterdlogos tienen codones
optimizados para su expresion en la célula de traustoquitridos, y los genes heterdlogos estan bajo el control de
cualquier secuencia promotora, cualquiera secuencia terminadora y/o cualquier otra secuencia reguladora que sea
funciona en una célula de traustoquitridos; y b. cultivar la célula de traustoquitridos transformada en un medio de
cultivo que comprende xilosa como fuente de carbono y cultivos celulares que comprenden los traustoquitridos
recombinantes, asi como métodos de produccién de cultivos celulares, biomasas, aceites microbianos,
composiciones y biocombustibles usando los traustoquitridos recombinantes.

Traustoquitridos

De acuerdo con la presente invencion, el término "traustoquitrido" se refiere a cualquier miembro el orden
Thraustochytriales, que incluye la familia Thraustochytriaceae. La ubicacion taxondmica actual de los
traustoquitridos puede resumirse de la siguiente manera:

Reino: Stramenopila (Chromista)
Filo: Labyrinthulomycota (Heterokonta)
Clase: Labyrinthulomycetes (Labyrinthulae)
Orden: Labyrinthulales
Familia: Labyrinthulaceae
Orden: Thraustochytriales
Familia: Thraustochytriaceae

A fines de la presente invencion, las cepas descritas como traustoquitridos incluyen los siguientes organismos:
Orden: Thraustochytriales; Familia: Thraustochytriaceae; Géneros: Thraustochytrium (Especies: sp., arudimentale,
aureum, benthicola, globosum, kinnei, motivum, multirudimentale, pachydermum, proliferum, roseum, striatum),
Ulkenia (Especies: sp., amoeboidea, kerguelensis, minuta, profunda, radiata, sailens, sarkariana, schizochytrops,
visurgensis, yorkensis), Schizochytrium (Especies: sp., aggregatum, limnaceum, mangrovei, minutum, octosporum),
Japonochytrium (Especies: sp., marinum), Aplanochytrium (Especies: sp., haliotidis, kerguelensis, profunda,
stocchinoi), Althornia (Especies: sp., crouchii) o Elina (Especies: sp., marisalba, sinorifca). A los fines de esta
invencion, las especies descrita dentro de Ulkenia se consideraran miembros del género Thraustochytrium.
Aurantiochytrium, Oblongichytrium, Botryochytrium, Parietichytrium y Sicyoidochytrium son géneros adicionales
abarcados por la presente invencion.

Las cepas de traustoquitridos incluyen, aunque sin limitacion las cepas depositadas PTA-10212, PTA-10213,
PTA-10214, PTA-10215, PTA-9695, PTA-9696, PTA-9697, PTA-9698, PTA-10208, PTA-10209, PTA-10210,
PTA-10211, Thraustochytrium sp. (23B) (ATCC 20891); Thraustochytrium striatum (Schneider)(ATCC 24473);
Thraustochytrium aureum (Goldstein) (ATCC 34304); Thraustochytrium roseum (Goldstein) (ATCC 28210); y
Japonochytrium sp. (L1) (ATCC 28207). Schizochytrium incluye, aunque sin limitacion, Schizochytrium aggregatum,
Schizochytrium limacinum, Schizochytrium sp. (S31) (ATCC 20888), Schizochytrium sp. (S8) (ATCC 20889),
Schizochytrium sp. (LC-RM) (ATCC 18915), Schizochytrium sp. (SR 21), la cepa depositada ATCC 28209 y la cepa
depositada Schizochytrium limacinum IFO 32693.

En algunas realizaciones, la célula de traustoquitridos de la invencion es una célula de Schizochytrium o
Thraustochytrium. En algunas realizaciones, el traustoquitrido es de una especie seleccionada de Schizochytrium
sp., Schizochytrium aggregatum, Schizochytrium limacinum, Schizochytrium minutum, Thraustochytrium sp.,
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Thraustochytrium striatum, Thraustochytrium aureum, Thraustochytrium roseum, Japonochytrium sp. y cepas
derivadas de los mismos.

De acuerdo con la presente invencién, el término "transformacién” se usa para hacer referencia a cualquier método
por el que una molécula de acido nucleico (es decir, una molécula recombinante de acido nucleico) puede insertarse
en una célula de traustoquitridos de la invencién. En sistemas microbianos, el término "transformacion” se usa para
describir un cambio hereditario debido a la adquisicién de acidos nucleicos exdgenos por el microorganismo y es
esencialmente sinénimo del término "transfeccion". Las técnicas adecuadas de transformaciéon para introducir
moléculas de acido nucleico en células de traustoquitridos incluyen, aunque sin limitacién, bombardeo de particulas,
electroporacion, microinyeccion, lipofeccion, adsorcion, infeccion y fusion de protoplastos.

Aunque la expresion "molécula de acido nucleico" se refiere principalmente a la molécula fisica de acido nucleico y
las expresiones "secuencia de acido nucleico" o "secuencia polinucleotidica" se refieren principalmente a la
secuencia de nucleétidos en la molécula de acido nucleico, las expresiones se usan de forma intercambiable,
especialmente con respecto a una molécula de acido nucleico, secuencia polinucleotidica o una secuencia de acido
nucleico que es capaz de codificar una proteina. En algunas realizaciones, las moléculas aisladas de acido nucleico
descritas en este documento se producen usando tecnologia de ADN recombinante (por ejemplo, amplificacion por
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) o clonacién) o sintesis quimica. De acuerdo con la presente invencion,
una molécula "aislada" de acido nucleico es una molécula de acido nucleico que se ha retirado de su medio natural
(es decir, que se ha sometido a manipulacién humana), siendo su medio natural el genoma o cromosoma en que se
encuentra la molécula de acido nucleico en la naturaleza. Por tanto, "aislada" no refleja necesariamente el grado al
que se ha purificado la molécula de acido nucleico, sino que indica que la molécula no incluye un genoma completo
o un cromosoma completo en que la molécula de acido nucleico se encuentra en la naturaleza. Una molécula
aislada de acido nucleico puede incluir ADN, ARN (por ejemplo, ARNm) o derivados de ADN o ARN (por ejemplo,
ADNCc). Las moléculas aisladas de acido nucleico incluyen moléculas de acido nucleico naturales y homdlogos de las
mismas, incluyendo, aunque sin limitacion, variantes alélicas naturales y moléculas de acido nucleico modificadas en
que se han insertado, eliminado, sustituido y/o invertido, nucledtidos de tal manera que dichas modificaciones
proporcionan el efecto deseado sobre la secuencia, la funcién y/o la actividad biolégica del péptido o proteina
codificado.

El término "proteina" incluye moléculas polipeptidicas de una sola cadena, asi como complejos de multiples
polipéptidos en los que los polipéptidos constituyentes individuales estan unidos por medios covalentes o no
covalentes. El término "polipéptido” incluye péptidos de dos o mas aminoacidos de longitud, tipicamente que tienen
mas de 5, 10 o 20 aminoacidos. En algunas realizaciones, un polipéptido como se describe en este documento es
un polipéptido heterdlogo. El término "heterdlogo”, como se usa en este documento, se refiere a una secuencia, por
ejemplo, que no se encuentra de forma natural en la célula de traustoquitridos de la invencion.

El polipéptido expresado es un polipéptido heterdlogo. Se describe una célula de traustoquitridos que comprende
una secuencia polinucleotidica que codifica un transportador heterdlogo de xilosa (por ejemplo, n.° de acceso
AJ875406 y/o BT015128), isomerasa heterdloga de xilosa (por ejemplo, n.° de acceso CAB76571), cinasa
heteréloga de xilulosa (por ejemplo, n.° de acceso AF127802 y/o AJ249910), reductasa heterdloga de xilosa (por
ejemplo, n.° de acceso X59465), xilitol deshidrogenasa heteréloga (por ejemplo, n.° de acceso X55392) o cualquier
combinacién de las mismas. En algunos ejemplos, la célula de traustoquitridos comprende una secuencia
polinucleotidica que codifica un transportador de xilosa (por ejemplo, n.° de acceso AJ875406 y/o BT015128), una
isomerasa de xilosa (por ejemplo, n.° de acceso CAB76571) y una cinasa de xilulosa (por ejemplo, n.° de acceso
AF127802 y/o AJ249910). En algunos ejemplos, la isomerasa de xilosa es como se describe en el documento
WO 03/062430 A1. La secuencia polinucleotidica tiene los codones optimizados para maximizar la eficacia de
traduccion en la célula de traustoquitridos. En algunos ejemplos, una secuencia polinucleotidica que codifica un
transportador de xilosa, una isomerasa de xilosa, una cinasa de xilulosa, una reductasa de xilosa, una xilitol
deshidrogenasa o cualquier combinacion de las mismas se integra en el genoma de la célula de traustoquitridos. En
algunos ejemplos, una secuencia polinucleotidica que codifica un transportador de xilosa, una isomerasa de xilosa,
una cinasa de xilulosa, una reductasa de xilosa, una xilitol deshidrogenasa o cualquier combinacion de las mismas
se integra de forma estable en el genoma de la célula de traustoquitridos.

En algunos ejemplos, el sistema de expresién usado para la produccion de un transportador de xilosa, una
isomerasa de xilosa, una cinasa de xilulosa, una reductasa de xilosa, una xilitol deshidrogenasa o cualquier
combinacion de las mismas en una célula de traustoquitridos comprende elementos reguladores que se obtienen de
secuencias de traustoquitridos. En algunos ejemplos, el sistema de expresidon usado para la produccion de un
transportador de xilosa, una isomerasa de xilosa, una cinasa de xilulosa, una reductasa de xilosa, una xilitol
deshidrogenasa o cualquier combinacion de las mismas en una célula de traustoquitridos comprende elementos
reguladores que se obtienen de secuencias que no son de traustoquitridos, incluyendo secuencias derivadas de
secuencias algaceas que no son de traustoquitridos. En algunos ejemplos, el sistema de expresion comprende una
secuencia polinucleotidica que codifica un transportador de xilosa, una isomerasa de xilosa, una cinasa de xilulosa,
una reductasa de xilosa, una xilitol deshidrogenasa o cualquier combinacién de las mismas en la que la secuencia
polinucleotidica esta unida de forma funcional a cualquier secuencia promotora, cualquier secuencia terminadora y/o
cualquier otra secuencia reguladora que sea funcional en una célula de traustoquitridos. Pueden usarse secuencias
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reguladoras inducibles o constitutivamente activas. Las secuencias reguladoras incluyen, aunque sin limitacion,
secuencias reguladoras de Schizochytrium descritas en la publicacion de Estados Unidos n.° 2010/0233760, la
patente de Estados Unidos n.° 7.001.772, la publicacién de Estados Unidos n.° 2006/0275904, y la publicacion de
Estados Unidos n.° 2006/0286650, tales como: un promotor OrfC (también llamado Pfa3), un terminador OrfC, un
promotor corto EF1, un promotor largo EF1, un promotor Secl, un promotor corto 60S, un promotor largo 60S, un
promotor de la acetolactato sintasa, un terminador de la acetolactato sintasa, un promotor de a-tubulina, un promotor
de un sistema de policétido sintasa (PKS), un promotor de acido graso desaturasa, un promotor de actina, un
terminador de actina, un promotor del factor 1 de elongacioén alfa (efla), un terminador de efla, un promotor de la
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (gapdh), un terminador de gapdh y combinaciones de los mismos.

En algunos ejemplos, el transportador de xilosa, la isomerasa de xilosa, la cinasa de xilulosa, la reductasa de xilosa,
la xilitol deshidrogenasa o cualquier combinacién de las mismas se expresa por un traustoquitrido recombinante
transformado con un gen del transportador de xilosa, un gen de la isomerasa de xilosa, un gen de la cinasa de
xilulosa, un gen de la reductasa de xilosa, un gen de la xilitol deshidrogenasa o cualquier combinacion de los
mismos. En algunos ejemplos, cualquiera de uno o mas de los transportadores de xilosa es una proteina unida a
membrana plasmatica. En algunos ejemplos, cualquiera de una o mas de la isomerasa de xilosa, la cinasa de
xilulosa, la reductasa de xilosa o la xilitol deshidrogenasa es una proteina intracelular.

En algunos ejemplos, el transportador de xilosa, la isomerasa de xilosa, la cinasa de xilulosa, una reductasa de
xilosa, la xilitol deshidrogenasa o cualquier combinacién de las mismas se expresa de forma intracelular. En algunos
ejemplos, los transportadores de xilosa estan unidos a membrana. En ciertos ejemplos, los transportadores de xilosa
estan localizados en el exterior de la membrana plasmatica.

En algunos ejemplos, se usa un casete de expresion para la expresion de un transportador de xilosa, una isomerasa
de xilosa, una cinasa de xilulosa, una reductasa de xilosa, una xilitol deshidrogenasa o cualquier combinacion de las
mismas en una célula de traustoquitridos. El disefio y la construccion de casetes de expresion usa técnicas
convencionales de biologia molecular conocidas para los expertos en la materia. Véase, por ejemplo, Sambrook et
al., 2001, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3.2 edicion. En algunos ejemplos, la célula de traustoquitridos
comprende un casete de expresion que contiene elementos genéticos, tales como al menos las siguientes, unidos
de forma funcional de tal manera que son funcionales en la célula de traustoquitrido: un promotor; una secuencia
codificante que comprende un transportador de xilosa, una isomerasa de xilosa, una cinasa de xilulosa, una
reductasa de xilosa, una xilitol deshidrogenasa o cualquier combinacion de las mismas; y una regién terminadora. En
algunos ejemplos, el casete de expresion comprende ademas una secuencia polinucleotidica que codifica un péptido
sefial o un dominio de membrana unido de forma funcional al transportador de xilosa, la isomerasa de xilosa, la
cinasa de xilulosa, la reductasa de xilosa o la xilitol deshidrogenasa. La expresion "dominio de membrana", como se
usa en este documento, se refiere a cualquier dominio dentro de un polipéptido que dirige el polipéptido a una
membrana y/o permite que el polipéptido mantenga su asociacion con una membrana e incluye aunque sin
limitacion, un dominio transmembrana (por ejemplo, una region de un Unico o multiples dominios de membrana), un
dominio monotdpico integrado, una secuencia de anclaje de sefial, una secuencia sefial de ER, una sefal de
transferencia de parada N-terminal o interna o C-terminal, un anclaje de glucosilfosfatidilinositol y combinaciones de
los mismos. Un dominio de membrana puede estar localizado en cualquier posiciéon en el polipéptido, incluyendo el
extremo N-terminal, el extremo C-terminal o el centro de polipéptido. Un dominio de membrana puede asociarse con
adhesion permanente o temporal de un polipéptido a una membrana. En algunas realizaciones, un vector
recombinante comprende el casete de expresion. Los vectores recombinantes incluyen, aunque sin limitacion,
plasmidos, fagos y virus. En algunas realizaciones, el vector recombinante es un vector linealizado. En algunas
realizaciones, el vector recombinante es un vector de expresiéon. Como se usa en este documento, la expresion
"vector de expresion" se refiere a un vector que es adecuado para la produccion de un producto codificado (por
ejemplo, un transportador de xilosa, una isomerasa de xilosa, una cinasa de xilulosa, una reductasa de xilosa una
xilitol deshidrogenasa o cualquier combinacién de las mismas). En algunos ejemplos, una secuencia polinucleotidica
que codifica el transportador de xilosa, la isomerasa de xilosa, la cinasa de xilulosa, la reductasa de xilosa, la xilitol
deshidrogenasa o cualquier combinacién de las mismas se inserta en el vector recombinante para producir una
molécula de acido nucleico recombinante. En algunos ejemplos, la secuencia polinucleotidica que codifica el
transportador de xilosa, la isomerasa de xilosa, la cinasa de xilulosa, la reductasa de xilosa, la xilitol deshidrogenasa
o cualquier de las mismas se inserta en el vector de tal manera que une de forma funcional la secuencia de acido
nucleico a secuencias reguladoras en el vector, lo que posibilita la transcripcion y la traduccion de la secuencia de
acido nucleico dentro del microorganismo recombinante. En algunas realizaciones, un marcador de seleccion
posibilita la seleccion de un microorganismo recombinante en que se ha introducido satisfactoriamente una molécula
de acido nucleico recombinante de la presente invencion. Los marcadores de seleccion incluyen, aunque sin
limitacioén, los marcadores de seleccion descritos en la publicacion de Estados Unidos n.° 2010/0233760 y la patente
de Estados Unidos n.° 7.001 772, tales como la acetolactato sintasa de Schizochytrium o ble bacteriana. En algunas
realizaciones, el marcador de seleccion es un marcador auxotréfico, un marcador de seleccion dominante (tal como,
por ejemplo, una enzima que desintoxica un antibiético) u otra proteina implicada en la seleccion de transformacion.

En algunas realizaciones, una secuencia polinucleotidica de cualquiera de los métodos de la invencién codifica un

polipéptido heterélogo que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos un 90 %, al menos un 91 %,
al menos un 92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un 97 %,
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al menos un 98 %, al menos un 99 % o que es idéntica a la secuencia de aminoacidos de un transportador de xilosa,
isomerasa de xilosa, reductasa de xilosa xilitol deshidrogenasa o cinasa de xilulosa. En algunas realizaciones, una
secuencia polinucleotidica de cualquiera de los métodos de la invencién codifica un polipéptido que comprende una
secuencia de aminoacidos que es al menos un 90 %, al menos un 91 %, al menos un 92 %, al menos un 93 %, al
menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un 98 %, al menos un 99 % o
que es idéntica a: las secuencia de aminoacidos codificada por el n.° de acceso AJ875406, BT015128, AF127802,
AJ249910, X59465 o X55392; o la secuencia de aminoacidos del n.° de acceso CAB76571. En algunas
realizaciones, una secuencia polinucleotidica de cualquiera de los métodos de la invencién codifica un polipéptido
que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos un 90 %, al menos un 91 %, al menos un 92 %, al
menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un 98 %, al
menos un 99 % o que es idéntica a la secuencia de aminoacidos codifica por la SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ
ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22 o SEQ ID NO: 23. En algunas realizaciones, una
secuencia polinucleotidica de cualquiera de los métodos de la invencién es al menos un 90 %, al menos un 91 %, al
menos un 92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un 97 %, al
menos un 98 %, al menos un 99 % o que es idéntica a: la secuencia polinucleotidica del n.° de acceso AJ875406,
BT015128, AF127802, AJ249910, X59465 o X55392; una secuencia polinucleotidica del n.° de acceso AJ875406,
BT015128, AF127802, AJ249910, X59465 o X55392 que tiene los codones optimizados para la expresion en
Schizochytrium; una secuencia polinucleotidica que codifica la secuencia de aminoacidos del n.° de acceso
CAB76571; una secuencia polinucleotidica que codifica la secuencia de aminoacidos del n.° de acceso CAB76571,
en la que la secuencia polinucleotidica tiene los codones optimizados para la expresién en Schizochytrium; o la
secuencia polinucleotidica de la SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 21, SEQ
ID NO: 22 0 SEQ ID NO: 23.

Cultivos de traustoquitridos, biomasas y aceites microbianos

La presente invencién también se refiere a un cultivo celular de traustoquitridos que comprende cualquiera de las
células de traustoquitridos de la invencion como se describe en este documento y un medio de cultivo celular que
comprende xilosa como fuente de carbono.

La presente invencion también se refiere a un método de produccién de un cultivo celular que traustoquitridos, que
comprende transformar una célula de traustoquitridos con una molécula de acido nucleico que comprende una
secuencia polinucleotidica que comprende un polipéptido asociado con el metabolismo de xilosa como se describe
en este documento, seleccionar la célula de traustoquitridos transformada y cultivar la célula de traustoquitridos
transformada en un medio de cultivo que comprende xilosa como fuente de carbono, en el que se produce un cultivo
celular de traustoquitridos. La presente invencion también se refiere a un cultivo celular de traustoquitridos producido
por el método. Las fuentes de xilosa incluyen, aunque sin limitaciéon, bagazo de cafia de azucar, rastrojo de maiz,
pasto varilla, paja de trigo, madera dura y blanda, u otro material vegetal.

En algunas realizaciones, la xilosa es la fuente de carbono principal en el medio de cultivo celular. En algunas
realizaciones, la xilosa es la Unica fuente de carbono en el medio de cultivo celular. En algunas realizaciones, el
medio de cultivo comprende melazas, un jarabe, hidrolizado, extracto o jugo de cualquier planta productora de xilosa
o0 combinaciones de los mismos. En algunas realizaciones, el medio de cultivo comprende una materia prima que
contiene hemicelulosa, tal como bagazo de cafia de azucar, rastrojo de maiz, pasto varilla, paja de trigo, madera
dura y blanda u otro material vegetal.

En algunas realizaciones, el medio de cultivo celular comprende un transportador de xilosa, una isomerasa de xilosa,
una cinasa de xilulosa, una reductasa de xilosa, una xilitol deshidrogenasa o cualquier combinacion de las mismas.
En algunas realizaciones, la célula de traustoquitridos exporta un transportador heterélogo de xilosa, una isomerasa
heteréloga de xilosa, una cinasa heterdloga de xilulosa, una reductasa heteréloga de xilosa, una xilitol
deshidrogenasa heteréloga o cualquier combinacion de las mismas al medio de cultivo.

Las condiciones de cultivo para células de traustoquitridos incluyen, aunque sin limitacion, un medio, biorreactor,
temperatura, pH y condiciones de oxigeno eficaces que permiten la produccion de proteinas y/o la recombinacion.
Un medio eficaz se refiere a cualquier medio en que tipicamente se cultiva una célula de traustoquitridos. Dicho
medio tipicamente comprende un medio acuoso que tiene fuentes asimilables de carbono, nitrégeno y fosfato, asi
como sales, minerales, metales y otros nutrientes apropiados, tales como vitaminas. Las fuentes de nitrégeno
incluyen, aunque sin limitacidon, peptona, extracto de levadura, polipeptona, extracto de malta, extracto de carne,
casaminoacidos, licor de macerado de maiz, fuentes de nitrégeno organico, glutamato de sodio, urea, fuentes de
nitrégeno inorganico, acetato de amonio, sulfato de amonio, cloruro de amonio, nitrato de amonio y sulfato de sodio.

Las condiciones de cultivo no limitantes adecuadas para traustoquitridos se describen, por ejemplo, en la patente de
Estados Unidos n.° 5.340.742. también se describen diversos parametros de fermentacion para inocular, cultivar y
recuperar la microflora, por ejemplo, en la patente de Estados Unidos n.° 5.130.242. los medios liquidos o solidos
pueden contener agua salada natural o artificial. Las células de traustoquitridos de la presente invencion pueden
cultivarse en biorreactores de fermentacion, matraces de agitacion, tubos de ensayo, placas de microvaloracién y
placas Petri.
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El volumen de fermentacion puede ser cualquier volumen usado para el crecimiento de traustoquitridos, incluyendo
volumenes comerciales e industriales. En algunas realizaciones, el volumen de fermentacion (volumen de cultivo) es
de al menos 21, al menos 101, al menos 50 |, al menos 100 |, al menos 200 |, al menos 500 I, al menos 10001, a
menos 10 000 |, al menos 20 000 I, al menos 50 000 |, al menos 100 000 I, al menos 150 000 |, al menos 200 000 I,
al menos 250 000 |, al menos 300 000 I, al menos 350 000 | al menos 400 000 | o al menos 500 000 |. En algunas
realizaciones, el volumen de fermentacion es de 21a 20000001, de 21 a 10000001, de 21 a 5000001, de 21 a
2000001,de21a1000001,de21a500001,de21a250001,de21a20000Il,de21a150001,de21a 10000,
de21a50001,de21a10001l,de21a500lode21a100l.

La presente invencion también se refiere a un método de produccion de una biomasa de traustoquitridos, que
comprende cultivar una célula de traustoquitridos de la invencién en un medio de cultivo que comprende xilosa como
fuente de carbono, y recoger una biomasa del medio de cultivo. Una biomasa de traustoquitridos es una biomasa
celular recogida obtenida por cualquier método convencional para el aislamiento de una biomasa de traustoquitridos,
tal como se describe en la patente de Estados Unidos n.°5.130.242 y la publicaciéon de Estados Unidos
n.° 2002/0001833. La biomasa recogida puede contener células de traustoquitridos, asi como fragmentos celulares
de traustoquitridos.

La presente invencion también se refiere a un método de produccién de un aceite microbiano que comprende
cultivar una célula de traustoquitridos de la invencién en un medio de cultivo que comprende xilosa como fuente de
carbono para producir una biomasa, y extraer un aceite de la biomasa. El aceite puede extraerse de una biomasa
recién recogida o puede extraerse de una biomasa recogida previamente que se ha almacenado en condiciones que
evitan el deterioro. Pueden usarse métodos conocidos para cultivar un traustoquitridos de la invencion, para aislar
una biomasa del cultivo, para extraer aceite microbiano de la biomasa y para analizar el perfil de acidos grasos de
los aceites extraidos de la biomasa. Véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos n.° 5.130.242.

Un aceite microbiano puede ser cualquier aceite derivado de cualquier traustoquitridos, incluyendo, por ejemplo: un
aceite crudo extraido de la biomasa de un traustoquitrido sin procesamiento adicional; un aceite refinado que se
obtiene tratando un aceite crudo con procesamiento adicional tal como refinado, blanqueado y/o desodorizado; un
aceite diluido obtenido diluyendo un aceite crudo o refinado; o un aceite enriquecido que se obtiene, por ejemplo,
tratando un aceite crudo o refinado con métodos adicionales de purificacién para aumentar la concentracion de un
acido grado en el aceite.

En algunas realizaciones, el aceite crudo puede aislarse de un traustoquitrido usando técnicas convencionales, sin
someterse a refinamiento o purificacion adicional. Por ejemplo, el aceite crudo puede aislarse usando extraccion con
disolvente, tal como, aunque sin limitacion, extraccion con hexano o extraccion con isopropanol. En algunas
realizaciones, el aceite crudo puede aislarse usando métodos de extraccion fisicos y/o mecanicos tales como,
aunque sin limitacion, extraccion a través del uso de un homogeneizador o por prensado.

En algunas realizaciones, el aceite crudo puede someterse a procesamiento adicional, tal como refinado,
desolventizacién, desodorizado, hibernacion, filtracion en frio y/o blanqueado. Dichos aceites "procesados” incluyen
aceites microbianos que se han sometido a extraccion con disolvente y uno o mas procesamientos adicionales. En
algunas realizaciones, los aceites estan minimamente procesados. Aceites "minimamente procesados” incluyen
aceites microbianos que se han sometido a extraccidon con disolvente vy filtracion. En ciertas relaciones, los aceites
minimamente procesados se someten ademas a hibernacion.

En algunas realizaciones, se usa un método similar al proceso FRIOLEX® (Westfalia Separator Industry GmbH,
Alemania) para extraer los aceites microbianos producidos por los traustoquitridos. El proceso FRIOLEX® es un
proceso de extraccion fisica de aceite basado en agua, por el que la materia prima que contiene aceite puede usarse
directamente para extraer aceite sin usar ningun método convencional de extraccion con disolvente. En este
proceso, puede usarse un disolvente organico soluble en agua como auxiliar del proceso y el aceite se separa del
caldo de materia prima por separacion de densidad usando la gravedad o fuerzas centrifugas. EI documento
WO 96/05278 divulga dicha extraccion.

Después de haber extraido el aceite, el aceite puede recuperarse o separarse de los componentes no lipidicos por
cualquier medio adecuado conocido en la técnica. En algunas realizaciones, se usan técnicas fisicas y/o mecanicas
de bajo coste para separar las composiciones que contienen lipidos de las composiciones no lipidicas. Por ejemplo,
si se crean multiples fases o fracciones por el método de extracciéon usado para extraer el aceite, donde una o mas
fases o fracciones contienen lipidos, un método para recuperar las fases o fracciones que contienen lipidos puede
implicar la eliminacion fisica de las fases o fracciones que contienen lipidos de las fases o fracciones no lipidicas, o
viceversa. En algunas realizaciones, se usa un método de tipo FRIOLEX® para extraer los lipidos producidos por los
microorganismos, y la fase ligera rica en lipidos después se separa fisicamente de la fase pesada rica en proteinas
(tal como por desnatado de la fase rica en lipidos que esta en la parte superior de la fase pesada rica en proteinas
después de la separacion por densidad).

Los aceites microbianos producidos por traustoquitridos de la presente invencién pueden recuperarse de la autolisis
o lisis inducida exponiendo las células de traustoquitridos a una condicidon que incluye, aunque sin limitacion, un
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cierto pH, una cierta temperatura, la presencia de una enzima, la presencia de un detergente, alteraciones fisicas o
combinaciones de las mismas. En algunas realizaciones, la lisis o autolisis de las células de traustoquitridos se
realiza por el uso de fuerzas mecanicas. En realizaciones adicionales de la presente invencién, la lisis o autolisis de
las células de traustoquitridos va seguida por separacion mecanica de los lipidos de las composiciones no lipidicas.

Las enzimas adecuadas que pueden usarse para inducir la lisis de las células de traustoquitridos incluyen, aunque
sin limitacion, enzimas disponibles en el mercado o mezclas enzimaticas tales como proteinasa K o ALCALASE®.
En algunas realizaciones, los traustoquitridos productores de aceite experimentan lisis inducida en presencia de un
detergente, tal como detergentes idnicos (catidnicos o aniénicos), detergentes no idnicos, detergentes zwiteridnicos
o combinaciones de los mismos. En realizaciones adicionales de la presente invencion, los métodos de alteracion
fisica tales como molienda mecanica como homogeneizacion liquida, uso de ondas de sonido de alta frecuencia en
sonicacion, métodos de ciclos de congelacion/descongelacion, prensado, extrusion o molienda pueden usarse para
inducir la lisis de los traustoquitridos productores de aceite. La extraccion de los aceites puede tener lugar en los
fermentadores al final de la fermentacion por lisis en tanque de las células de traustoquitridos.

En algunas realizaciones, los cultivos celulares, biomasas y aceites microbianos producidos a partir de las células de
traustoquitridos de la invencidon cultivados en xilosa tienen las mismas caracteristicas o caracteristicas
sustancialmente similares (por ejemplo, densidades celulares, pesos celulares en seco, productividades de acido
graso y perfiles de acidos grasos) asociadas con cultivos, biomasa y aceites microbianos producidos a partir de las
células de traustoquitridos no transformadas correspondientes cultivadas en glucosa y/o fructosa. En algunas
realizaciones, el peso celular en seco de una biomasa producida a partir de un cultivo de traustoquitridos de la
invencion es mayor después de su crecimiento en xilosa que el peso celular en seco obtenido en condiciones
idénticas del crecimiento de un cultivo de las células de traustoquitridos no transformadas correspondientes en
glucosa y/o fructosa. En algunas realizaciones, la cantidad total de acidos grasos como porcentaje del peso celular
en seco de la biomasa es mayor después del crecimiento de un traustoquitrido de la invenciéon en xilosa que la
cantidad obtenida en condiciones idénticas del cultivo de una célula de traustoquitridos no transformada
correspondiente en glucosa y/o fructosa.

Métodos de produccion de composiciones

La presente invencion también se refiere a un método de preparacion de un producto alimenticio, cosmético,
composicion industrial o composicién farmacéutica para animales o seres humanos, que comprende cultivar una
célula de traustoquitridos de la invencién en un medio de cultivo que comprende xilosa como fuente de carbono para
producir una biomasa, recoger la biomasa y preparar el producto alimenticio, cosmético, composicion industrial o
composicion farmacéutica para animales o seres humanos a partir de la biomasa.

Las biomasas de traustoquitridos pueden secarse antes de su uso en una composicion por métodos que incluyen,
aunque sin limitacion, secado por congelacion, secado al aire, secado por pulverizacion, secado en embudo, secado
al vacio (liofilizacién) o un proceso similar. Como alternativa, una biomasa recogida y lavada puede usarse
directamente en una composicion sin secado. Véanse, por ejemplo, las patentes de Estados Unidos n.° 5.130.242 y
6.812.009.

En algunas realizaciones, el método de preparacion de un producto alimenticio, cosmético, composicion industrial o
composicion farmacéutica para animales o seres humanos comprende ademas extraer el aceite de la biomasa. Los
aceites microbianos pueden usarse como material de partida para producir de forma eficaz un producto enriquecido
en un acido graso tal como DHA o EPA. Por ejemplo, los aceites microbianos pueden someterse a diversas técnicas
de purificacion conocidas en la técnica, tales como destilacion o aduccién de urea, para producir un producto de
potencia mayor con mayores concentraciones de DHA, EPA u otro acido graso. Los aceites microbianos también
pueden usarse en reacciones quimicas para producir compuestos derivados de acidos grasos en los aceites, tales
como ésteres y sales de DHA EPA u otro acido graso.

Cualquier traustoquitrido que se haya transformado como se describe en este documento para crecer en xilosa
puede seleccionarse para preparar cualquiera de las composiciones descritas basandose en un atributo deseable
del traustoquitrido, tal como, aunque sin limitacion, la densidad celular de un cultivo celular del traustoquitrido, los
porcentajes y tipos de acidos grasos asociados con la células seca de una biomasa del traustoquitrido, el perfil de
acidos grasos asociado con la biomasa y/o el aceite microbiano del traustoquitrido, o una combinaciéon de los
mismos. En algunas realizaciones, la biomasa o aceite microbiano de traustoquitridos comprende un mayor
porcentaje de acidos grasos poliinsaturados que acidos grasos monoinsaturados. En algunas realizaciones, la
biomasa o aceite microbiano de traustoquitridos comprende un porcentaje mayor de acidos grasos omega-3 que
acidos grasos omega-6. En algunas realizaciones, la biomasa o aceite microbiano de traustoquitridos comprende un
porcentaje mayor de DHA que otros acidos grasos omega-3. En algunas realizaciones, la biomasa de
traustoquitridos comprende un porcentaje mayor de DHA que otros acidos grasos poliinsaturados. En algunas
realizaciones, la biomasa o aceite microbiano de traustoquitridos comprende un mayor porcentaje de EPA que otros
acidos grasos omega-3. En algunas realizaciones, la biomasa o aceite microbiano de traustoquitridos comprende un
porcentaje mayor de EPA que otros acidos grasos poliinsaturados.
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Una composicion puede incluir uno o mas excipientes. Como se usa en este documento, "excipiente" se refiere a un
componente, o0 mezcla de componentes, que se usa en una composicién para dar caracteristicas deseables a la
composicion, incluyendo alimentos, asi como composiciones farmacéuticas, cosméticas e industriales. Un excipiente
puede describirse como un excipiente "farmacéuticamente aceptable" cuando se afiade a una composicion
farmacéutica, lo que significa que el excipiente es un compuesto, material, composicion, sal y/o forma de
dosificacion que es adecuada, dentro del alcance del criterio médico apropiado, para su contacto con los tejidos de
seres humanos y animales sin toxicidad, irritacion, respuesta alérgica excesiva u otras complicaciones problematicas
sobre la duracion deseada del contacto acorde con una relacion de beneficio/riesgo razonable. En algunas
realizaciones, la expresion "farmacéuticamente aceptable" significa aprobado por una agencia reguladora del
Gobierno Federal o Estatal o enumerado en la farmacopea estadounidense u otra farmacopea internacional
reconocida en lineas generales para su uso en animales, y mas particularmente en seres humanos. Pueden usarse
diversos excipientes. En algunas realizaciones, el excipiente puede ser, aunque sin limitacion, un agente alcalino, un
estabilizante, un antioxidante, un agente de adhesién, un agente de separacion, un agente de recubrimiento, un
componente de fase exterior, un componente de liberacidon controlada, un disolvente, un tensioactivo, un
humectante, un agente tamponante, un relleno, un emoliente o combinaciones de los mismos. Los excipientes,
ademas de los analizados en este documento, pueden incluir excipientes enumerados en, aunque sin limitacién,
Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 21.2 ed. (2005).

En algunas realizaciones, la composicion es un producto alimenticio. Un producto alimenticio es cualquier alimento
para consumo por animales o seres humanos, e incluye composiciones tanto sélidas como liquidas. Un producto
alimenticio puede ser un aditivo para alimentos para animales o seres humanos. Los alimentos incluyen, aunque sin
limitacién, alimentos comunes; productos liquidos, incluyendo leches, bebidas, bebidas terapéuticas y bebidas
nutritivas; alimentos funcionales; suplementos; nutraceuticos; férmulas infantiles, incluyendo férmulas para bebés
prematuros; alimentos para mujeres embarazadas o mujeres en periodo de lactancia; alimentos para adultos;
alimentos geriatricos; y alimentos para animales.

En algunas realizaciones, una biomasa o aceite microbiano de traustoquitridos puede usarse directamente como o
incluirse como un aditivo dentro de uno o mas de: un aceite, materia grasa, producto para untar, otro ingrediente
graso, bebida, salsa, alimento de base lactea o de soja (tal como leche, yogur, queso y helado), un alimento
horneado, un producto nutritivo, por ejemplo, como un suplemento nutritivo (en forma de capsula o comprimido), un
suplemento vitaminico, un suplemento dietético, una bebida energética, un producto alimenticio en polvo acabo o
semiacabado y combinaciones de los mismos.

Una lista parcial de composiciones alimenticias que pueden incluir un aceite microbiano incluye, aunque sin
limitacién, productos de base de soja (leches, helados, yogures, bebidas, cremas, productos para untar,
blanqueadores); sopas y mezclas de sopa; pastas, masas y articulos alimenticios horneados incluyendo, por
ejemplo, productos de pasteleria fina, cereales de desayuno, tortas, pasteles de queso, empanadas, magdalenas,
galletas, barritas, panes, rosquillas, bizcochos, muffins, pasteles, bollos, picatostes, tentempié, golosinas, pasteles
de merienda, empanadas, barras de granola/aperitivo y pastas tostadas; dulces; confiteria dura; chocolate y otro tipo
de confiteria; chicles; productos alimenticios liquidos, por ejemplo, leches, bebidas energéticas, formulas infantiles,
bebidas carbonatadas, tés, comidas liquidas, zumos de frutas, bebidas basadas en frutas, bebidas basadas en
hortalizas; jarabes multivitaminicos, sustitutos de comidas, alimentos medicinales y jarabes; mezclas de bebidas
energéticas; pasta; producto de pescado procesados; productos de carne procesados; productos de aves de corral
procesados; jugos y salsas; condimentos (salsa de tomate, mahonesa, etc.); productos para untar a base de aceite
vegetal; productos lacteos; yogur; mantequillas; productos lacteos congelados; helados; postres congelados;
yogures congelados; productos alimenticios semisélidos tales como alimentos para bebés; pudines y postres de
gelatina; queso procesado y no procesado; mezclas de panqueques; barras alimenticias incluyendo barritas
energéticas; mezclas de gofres; aderezos de ensalada; mezclas sustitutivas de huevo; frutos secos y aderezos
basados en frutos secos; aperitivos salados tales como patatas fritas y otros fritos y crujientes, fritura de maiz,
tortitas fritas, aperitivos extruidos, palomitas de maiz, galletas saladas, patatas fritas y frutos secos; especialmente
aperitivos tales como salsas, aperitivos de frutos secos, aperitivos de carne, cortezas de cerdo, barritas alimenticias
saludables y tortas de arroz/maiz.

En algunas realizaciones, un aceite microbiano puede usarse para complementar una férmula infantil. La formula
infantil puede complementarse con un aceite microbiano en solitario o en combinaciéon con un aceite fisicamente
refinado derivado de un microorganismo que produce acido araquidénico (ARA). Un microorganismo que produce
ARA, por ejemplo, es Mortierella alpina o Mortierella sect. Schmuckeri. Como alternativa, las férmulas infantiles
pueden complementarse con un aceite microbiano en combinacién con un aceite rico en ARA, incluyendo
ARASCO® (Martek Biosciences, Columbia, MD).

En algunas realizaciones, la composicion es un pienso para animales. Un "animal" significa cualquier organismo no
humano que pertenece al reino Animalia e incluye, sin limitacion, animales acuaticos y animales terrestres. La
expresion "pienso para animales" o "alimento para animales" se refiere a cualquier alimento destinado a animales no
humanos, sea para peces; peces comerciales; peces ornamentales; larvas de peces; bivalvos; moluscos;
crustaceos; mariscos; camaron; larva de camaron; artemia, rotiferos, camarones en salazén; filtradores; anfibios;
reptiles; mamiferos; animales domésticos; animales de granja; animales de zooldgico; animales para deportes; de
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reproduccion; animales de carreras; animales de exhibicion; animales de crianza; animales raros o en peligro;
animales de compaiiia; mascotas tales como perros, gatos, cobayas, conejos, ratas, ratones o caballos; primates
tales como monos (por ejemplo, cebus, macaco, verde africano, patas, cynomolgus y cercopithecus), simios,
orangutanes, babuinos, gibones y chimpancés; canidos tales como perros y lobos, félidos tales como gatos, leones y
tigres; équidos tales como caballos, burros y cebras; animales para alimentacion tales como vacas, ganado bovino,
cerdos y ovejas; ungulados tales como ciervos y jirafas; roedores tales como ratones, ratas, hamsteres y cobayas; y
asi sucesivamente. Un pienso para animales incluye, aunque sin limitacion, un pienso de acuicultura, un pienso para
animales domésticos incluyendo pienso para mascotas, un pienso para animales de zooldgico, un pienso para
animales de trabajo, un pienso para ganado o una combinacion de los mismos.

En algunas realizaciones, la composicion es un pienso o suplemento para piensos para cualquier animal cuya carne
o productos se consumen por los seres humanos, tal como cualquier animal del que se obtiene carne, huevos o
leche para consumo humano. Cuando se alimenta a dichos animales, pueden incorporarse nutrientes tales como
LC-PUFA en la carne, la leche, los huevos u otros productos de dichos animales para aumentar su contenido de
estos nutrientes.

En algunas realizaciones, la composicién es un material secado por pulverizaciéon que puede desmenuzarse para
formar particulas de un tamafio apropiado para su consumo por zooplancton, artemias, rotiferos vy filtradores. En
algunas realizaciones, el zooplancton, las artemias o los rotiferos alimentados por la composicion se suministran a
su vez a larvas de peces, peces, marisco, bivalvos o crustaceos.

En algunas realizaciones, la composicion es una composicién farmacéutica. Las composiciones farmacéuticas
adecuadas incluyen, aunque sin limitacion, una composicion antiinflamatoria, un farmaco para el tratamiento de
cardiopatia coronaria, un farmaco para el tratamiento de arteriosclerosis, un agente quimioterapéutico, un excipiente
activo, un farmaco para la osteoporosis, un antidepresivo, un anticonvulsivo, un farmaco contra Helicobacter pylori,
un farmaco para el tratamiento de enfermedad neurodegenerativa, un farmaco para el tratamiento de enfermedad
hepatica degenerativa, un antibiético, una composicién que reduce el nivel de colesterol y una composicion que
reduce el nivel de triglicéridos. En algunas realizaciones, la composicion es un alimento médico. Un alimento médico
incluye un alimento que esta en una composicion a consumirse o administrarse de forma externa bajo la supervision
de un médico y que esta destinada para el tratamiento dietético especifico de una afeccién, para la que se
establecen necesidades nutritivas distintivas, basandose en los principios cientificos reconocidos, por evaluacion
médica.

En algunas realizaciones, el aceite microbiano puede formularse en una forma de dosificacion. Las formas de
dosificacion pueden incluir, aunque sin limitacion, comprimidos, capsulas, sobres, pildoras, pastillas, polvos y
granulos, y formas parenterales de dosificacion, que incluyen, aunque sin limitacion, soluciones, suspensiones,
emulsiones y polvos secos que comprenden una cantidad eficaz del aceite microbiano. También es sabido en la
técnica que dichas formulaciones también pueden contener diluyentes, rellenos, disgregantes, aglutinantes,
lubricantes, tensioactivos, vehiculos hidrofobos, vehiculos hidrosolubles, emulsionantes, tampones, humectantes,
hidratantes, solubilizantes, conservantes y similares farmacéuticamente aceptables. Las formas de administracion
pueden incluir, aunque sin limitacién, comprimidos, grageas, capsulas, comprimidos encapsulados y pildoras, que
contienen el aceite microbiano y uno o mas vehiculos farmacéuticamente aceptables adecuados.

Para administracion oral, el aceite microbiano puede combinarse con vehiculos farmacéuticamente aceptables bien
conocidos en la técnica. Dichos vehiculos posibilitan que los aceites microbianos se formulen como comprimidos,
pildoras, grageas, capsulas, liquidos, geles, jarabes, compuestos liquidos, suspensiones y similares, para ingesta
oral por un sujeto a tratar. En algunas realizaciones, la forma de dosificacion es un comprimido, pildora o
comprimido encapsulado. Las preparaciones farmacéuticas para uso oral pueden obtenerse anadiendo un
excipiente solido, opcionalmente moliendo la mezcla resultante y procesando la mezcla de granulos, después de
afadir auxiliares adecuados, si se desea para obtener comprimidos o nucleos de gragea. Los excipientes adecuados
incluyen, aunque sin limitacion, rellenos tales como azucares incluyendo, aunque sin limitacion, lactosa, sacarosa,
manitol y sorbitol; preparaciones de celulosa tales como, aunque sin limitacion, almidéon de maiz, almidon de trigo,
almidon de arroz, almidén de patata, gelatina, goma de tragacanto, metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa,
carboximetilcelulosa de sodio y polivinilpirrolidona (PVP). Si se desea, pueden anadirse agentes disgregantes tales
como, aunque sin limitacion, la polivinilpirrolidona reticulada, agar o acido alginico o una sal del mismo tal como
alginato de sodio. Las preparaciones farmacéuticas que pueden usarse por via oral incluyen, aunque sin limitacion,
capsulas de ajuste por presion hechas de gelatina, asi como capsulas selladas blandas hechas de gelatina y un
plastificante, tal como glicerol o sorbitol.

En algunas realizaciones, la composicion es un cosmético, los cosméticos incluyen, aunque sin limitacion,
emulsiones, cremas, lociones, mascaras, jabones, champus, limpiadores, cremas faciales, acondicionadores,
magquillajes, agentes de bafio y liquidos de dispersion. Los agentes cosméticos pueden ser medicinales o no
medicinales.

En algunas realizaciones, la composicion es una composicion industrial. En algunas realizaciones, la composicion es
un material de partida para uno o mas productos fabricados. Un producto fabricado incluye, aunque sin limitacion, un
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polimero; un material fotosensible fotografico; un detergente; un aceite industrial; o un detergente industrial. Por
ejemplo, la patente de Estados Unidos n.° 7.259.006 describe el uso de una grasa y aceite que contiene DHA para la
produccion de acido behénico y la produccién de materiales sensibles fotograficos usando acido behénico.

Métodos de produccion de biocombustibles

La presente invencion también se refiere a un método para producir un biocombustible a partir de un traustoquitrido
de la invencion.

Como se usa en este documento, "biocombustible" se refiere a cualquier combustible que se produce a partir de y
usando una biomasa o un aceite microbiano de un traustoquitrido de la invencion incluyendo, aunque sin limitacion,
un biodiésel, un diésel renovable, un diésel renovable coprocesado, un biocombustible de aviones, un aceite de
calefaccion y un aditivo de combustible. Puede usarse cualquier método conocido en la técnica para generar un
biocombustible a partir de las biomasas y aceites microbianos de los traustoquitridos de la presente invencion
incluyendo, aunque sin limitacién, cualquier método descrito en el documento WO 2005/035693, la publicacion de
Estados Unidos n.° 2005/0112735, el documento WO 2007/027633, el documento WO 2006/127512, la publicacion
de Estados Unidos n.° 2007/0099278, la publicacion de Estados Unidos n.°2007/0089356, el documento
WO 2008/067605, la publicacion de Estados Unidos n.° 2009/0035842 y la publicacién de Estados Unidos
n.° 2009/0064567. Cualquiera de los biocombustibles descritos en este documento puede mezclarse con un
combustible fésil. Por ejemplo, un biodiésel puede mezclarse con un diésel fosil a relaciones de un 1 %-99 %. En
algunas realizaciones, un aceite microbiano de un traustoquitrido de la invencion se usa como punto de partida para
la produccién de un biocombustible, aunque no se haya sometido a procesamiento convencional. Los ejemplos de
procesamiento convencional que puede evitarse incluyen refinado (por ejemplo, refinado fisico, refinado en silice o
refinado caustico), desolventizaciéon, desodorizado, hibernacion, filtracion en frio y/o blanqueado. Por tanto, en
ciertas realizaciones, los aceites no se han sometido a refinado, desolventizacion, desodorizado, hibernacion,
filtracién en frio, blanqueado o una combinacién de los mismos.

En algunas realizaciones, el método de produccién de un biocombustible comprende cultivar un traustoquitrido de la
invencion en un medio de cultivo que comprende xilosa como fuente de carbono para producir una biomasa, extraer
un aceite de la biomasa y producir un biocombustible transesterificando el aceite, craqueando el aceite, procesando
el aceite por despolimerizacion térmica, anadiendo el aceite a un proceso de refinado de petréleo tradicional o una
combinacioén de los mismos.

En algunas realizaciones, el biocombustible se produce transesterificando el aceite. En algunas realizaciones, el
biocombustible es un biodiésel. Se conocen diversas formas de biodiésel e incluyen, aunque sin limitacion,
biodiéseles descritos en el documento WO 07/061903, la patente de Estados Unidos n.° 7.172.635, la patente EP
n.° 1227 143, el documento WO 02/38709, el documento WO 02/38707 y la publicacion de Estados Unidos
n.° 2007/0113467. La transesterificacion de los triglicéridos en el aceite produce ésteres de acido graso de cadena
larga, es decir, ésteres de alquilo y puede realizarse por cualquier método conocido en la técnica para la produccion
de biocombustibles. En algunas realizaciones, el éter de alquilo es un éster de metilo o un éster de etilo. En algunas
realizaciones, la extraccion del aceite de la biomasa de traustoquitridos y la transesterificacion del aceite pueden
realizarse simultaneamente. En algunas realizaciones, la extraccion del aceite de la biomasa de traustoquitridos y la
transesterificacion del aceite se realizan por separado. Véase, por ejemplo, la publicacion de Estados Unidos
n.° 2009/0064567.

En algunas realizaciones, la transesterificacion se realiza usando un alcohol de alquilo inferior y un catalizador acido
o basico. Los alcoholes adecuados para su uso en la presente invencion incluyen cualquier alcohol de alquilo inferior
que contenga de 1 a 6 atomos de carbono (es decir, un alcohol de alquilo C1., tal como alcoholes de metilo, etilo,
isopropilo, butilo, pentilo, hexilo e isémeros de los mismos). En algunas realizaciones, el alcohol comprende de un
5 % en peso a un 70 % en peso, de un 5 % en peso a un 60 % en peso, de un 5 % en peso a un 50 % en peso, de
un 7 % en peso a un 40 % en peso, de un 9 % en peso a un 30 % en peso o de un 10 % en peso a un 25 % en peso
de la mezcla de composiciéon oleosa, el alcohol y una base catalitica. En algunas realizaciones la composicion
oleosa y la base pueden afadirse a etanol puro o metanol puro. La cantidad de alcohol usada puede variar con la
solubilidad del aceite en el alcohol. Puede usarse cualquier base conocida en la técnica que sea adecuada para su
uso como reactivo, incluyendo bases de la férmula RO-M, en la que M es un catién monovalente y RO es un
alcéxido de un alcohol de alquilo Ci.6. Los ejemplos de bases adecuadas incluyen, aunque sin limitacion, sodio
elemental, metoxido de sodio, etoxido de sodio, metdxido de potasio y etdxido de potasio. En algunas realizaciones,
la base es etéxido de sodio. En algunas realizaciones, la base se afiade a la reaccién con la composicion oleosa y el
alcohol en una cantidad de 0,05 a 2,0 equivalentes molares de triglicéridos en el aceite, de 0,05 a 1,5 equivalentes
molares, de 0,1 a 1,4 equivalentes molares, de 0,2 a 1,3 equivalentes molares o de 0,25 a 1,2 equivalentes molares.

El aceite que comprende ftriglicéridos, el alcohol y la base se hacen reaccionar juntos a una temperatura y durante
una cantidad de tiempo que permite la produccion de un éster a partir de los restos de acido graso y el alcohol. En
algunas realizaciones, la reaccion de la composicion en presencia de un alcohol y una base se realiza a una
temperatura de 20 °C a 140 °C, de 20 °C a 120 °C, de 20 °C a 110 °C, de 20°C a 100 °C o de 20 °C a 90 °C. En
algunas realizaciones, la reaccion de la composicion en presencia de un alcohol y una base se realiza a una
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temperatura de al menos 20 °C, al menos 75 °C, al menos 80 °C, al menos 85 °C, al menos 90 °C, al menos 95 °C,
al menos 105 °C o al menos 120 °C. En algunas realizaciones, la reaccion de la composicidon en presencia de un
alcohol y una base se realiza a una temperatura de 20 °C, 75 °C, 80 °C, 85 °C, 90 °C, 95 °C, 105 °C o 120 °C. En
algunas realizaciones, la reaccion de la composicion en presencia de un alcohol y una base se realiza durante un
tiempo de 2 horas a 36 horas, de 3 horas a 36 horas, de 4 horas a 36 horas, de 5 horas a 36 horas o de 6 horas a 36
horas. En algunas realizaciones, la reaccion de la composicién en presencia de un alcohol y una base se realiza
durante 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 5,5,5, 6, 6,5,7, 7,5, 8, 85, 10, 12, 16, 20, 24, 28, 32 o 36. En algunas realizaciones, la
reaccion de la composicion oleosa, el alcohol y la base puede realizarse llevando a reflujo los componentes para
producir los ésteres de acido graso, tales como los ésteres de PUFA. En algunas realizaciones, la reaccion de la
composicion oleosa puede realizarse a una temperatura que no provoca el reflujo de los componentes de reaccion.

Por ejemplo, la realizacion de la reaccion de la composicion oleosa a presiones mayores de la presiéon atmosférica
puede aumentar el punto de ebullicion de los disolventes presentes en la mezcla de reacciéon. En dichas
condiciones, la reaccién puede producirse a una temperatura en la que los disolventes hervirian a presion
atmosférica, pero no provocaria el reflujo de los componentes de reaccién. En algunas realizaciones, la reaccién se
realiza a una presion de 34,47 kPa (5 libras por pulgada cuadrada (psi)) a 137,89 kPa (20 psi), de 48,26 kPa (7 psi)
a 103,42 kPa (15 psi); o de 62,05 kPa (9 psi) a 82,73 kPa (12 psi). En algunas realizaciones, la reaccion se realiza a
una presion de 48,26 kPa (7 psi), 55,15 kPa (8 psi), 62,05 kPa (9 psi), 68,94 kPa (10 psi), 75,84 kPa (11 psi) 0 82,73
kPa (12 psi). Las reacciones realizadas a presiéon pueden realizarse a las temperaturas de reaccion enumeradas
anteriormente. En algunas realizaciones, las reacciones realizadas a presién pueden realizarse al menos de 20 °C a
140 °C, de 20 °C a 120 °C, 20°C 110°C, de 20°C a 100°C o de 20 °C a 90 °C. En algunas realizaciones, las
reacciones realizadas a presion pueden realizarse a al menos 70 °C, al menos 75 °C, al menos 80 °C, al menos
85 °C o al menos 90 °C. En algunas realizaciones, las reacciones realizadas a presioén pueden realizarse a 70 °C,
75 °C, 80 °C, 85°C 0 90 °C.

Las cantidades reducidas de PUFA en aceite usadas para producir un biocombustible, tal como un biodiésel pueden
aumentar la densidad de energia del biocombustible y pueden reducir la cantidad de sitios para oxidacion potencial o
sulfatacion. En algunas realizaciones, la biomasa de traustoquitridos o aceite microbiano, o la fraccion de
triglicéridos del mismo, comprende un porcentaje mayor de acidos grasos monoinsaturados que acidos grasos
poliinsaturados. En algunas realizaciones, el aceite microbiano se fracciona para eliminar los acidos grasos
poliinsaturados. En algunas realizaciones, el aceite se hidrogena para convertir los acidos grasos poliinsaturados en
acidos grasos monoinsaturados. Para asegurar que pueden quemarse porcentajes mayores de biocombustible
derivado de aceite microalgaceo, puede usarse cualquier método de hidrogenacion parcial o total de aceites, como
es rutinario en la fabricacion de margarinas. En algunas realizaciones, los traustoquitrido que producen niveles bajos
de PUFA se usan para producir los aceites microbianos. En algunas realizaciones, se seleccionan traustoquitridos
de la invencién que producen mayores cantidades de acidos grasos monoinsaturados que acidos grasos
poliinsaturados. En algunas realizaciones, menos de un 50 % de los acidos grasos insaturados en el aceite bioldgico
son PUFA. En algunas realizaciones, los acidos grasos insaturados en el aceite biolégico contienen menos de un
40 %, menos de un 30 %, menos de un 20 %, menos un 10 % o menos de un 5% de PUFA. En algunas
realizaciones, el aceite microbiano comprende menos de un 50 %, menos de un 40 %, menos de un 30 %, menos de
un 20 %, menos de un 10 % o menos de un 5 % en peso de PUFA.

Ademas de los métodos de transesterificacion descritos anteriormente, también pueden usarse otras técnicas de
reduccion de la viscosidad de los aceites microbianos para producir biocombustibles. Estas técnicas incluyen,
aunque sin limitacion, el uso de lipasas, catalisis supercritica con metanol y el uso de sistemas de células completas
que implican la sobreexpresion citoplasmatica de lipasas en una célula hospedadora seguida por permeabilizacion
del hospedador para permitir la catalisis de transesterificacion de triglicéridos dentro del citoplasma. En algunas
realizaciones, una célula de traustoquitridos de la invenciéon también comprende una secuencia polinucleotidica que
codifica una lipasa para la catalisis de transesterificacion de triglicéridos dentro del citoplasma. Véanse, por ejemplo,
la patente de Estados Unidos n.° 7.226.771, la publicacién de Estados Unidos n.° 2004/0005604, el documento
WO 03/089620, el documento WO 05/086900, la publicacién de Estados Unidos n.° 2005/0108789, el documento
WO 05/032496, el documento WO 05/108533, la patente de Estados Unidos n.° 6.982.155, el documento
WO 06/009676, el documento WO 06/133698, el documento WO 06/037334, el documento WO 07/076163, el
documento WO 07/056786 y el documento WO 06/124818.

En algunas realizaciones, el biocombustible se produce por craqueo del aceite. En algunas realizaciones, el
biocombustible es un biocombustible de aviones. En la técnica se entiende que "craqueo" describe la reduccion de la
longitud de la cadena de los acidos grasos en un aceite por métodos tales como los usados en la industria de
aceites. En algunas realizaciones, la presencia de una cantidad significativa de acido graso poliinsaturado en el
aceite proporcionara mayor flexibilidad y diversidad para la produccion de hidrocarburos, ya que los multiples sitios
de insaturacion en un acido graso poliinsaturado proporcionan multiples sitios para la escision para generar
hidrocarburos. Por ejemplo, ciertos combustibles de aviones requieren hidrocarburos con dos a ocho carbonos. Los
acidos grasos poliinsaturados pueden escindirse a través de procesos conocidos en la técnica, tales como craqueo
para producir hidrocarburos mas cortos de diversas longitudes de cadena.

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2651313713

En algunas realizaciones, el biocombustible se produce por despolimerizacion térmica. En algunas realizaciones, el
biocombustible es un diésel renovable. Como se usa en este documento la despolimerizacion térmica incluye
cualquier proceso para la produccion de diésel renovable usando agua sobrecalentada.

En algunas realizaciones, el biocombustible se produce afiadiendo el aceite a un proceso de refinado del petréleo
durante la produccién del combustible diésel. En algunas realizaciones, el biocombustible es un diésel renovable
coprocesado.

Habiendo descrito en lineas generales esta invencion, puede obtenerse una comprensién adicional por referencia a
los ejemplos proporcionados en este documento. Estos ejemplos son con fines ilustrativos unicamente y no
pretenden ser limitantes.

Ejemplo 1

Construccion de vectores de expresion del transportador de xilosa, la reductasa de xilosa, la cinasa de xilulosa, la
xilitol deshidrogenasa y la isomerasa de xilosa

El vector pAB0018 (n.° de acceso a la ATCC PTA-9616) se digiri6 con Hindlll, se traté con la nucleasa del frijol
mungo, se purificd y después se digirié adicionalmente con Kpnl generando cuatro fragmentos de diversos tamafios.
Se aislé un fragmento de 2552 pb por técnicas electroforéticas convencionales en un gel de agar y se purifico
usando kits comerciales de purificacion de ADN. Después se realizd una segunda digestion de pAB0018 con Pmel y
Kpnl. Se aislé un fragmento de 6732 pb y se purific de esta digestion y se ligé al fragmento de 2552 pb. El producto
de ligamiento entonces se uso6 para transformar cepas suministradas de forma comercial de células E. Coli DH5-a
competentes (Invitrogen) usando el protocolo del fabricante. Se propagaron plasmidos de clones resistentes a
ampicilina, se purificaron y después se cribaron por digestiones de restriccion o PCR para confirmar que el
ligamiento generaba las estructuras plasmidicas esperadas. Un plasmido verificado se denominé pCL0120. Véase la
figura 1y la SEQ ID NO: 12.

Las secuencias que codifican la proteina transportadora de xilosa de Candida intermedia GXS1 (n.° de acceso a
GenBank AJ875406) y la proteina transportadora de xilosa de Arabidopsis thaliana At5g17010 (n.° de acceso a
GenBank BT015128) se enviaron a Blue Heron Biotechnology (Bothell, WA) para la optimizaciéon de codones y la
sintesis guiada por la tabla de uso de codones de Schizochytrium mostrada en la figura 2. La SEQ ID NO: 2 es la
secuencia de acido nucleico de codones optimizados de GSX1 (figura 3), mientras que la SEQ ID NO: 3 es la
secuencia de acido nucleico de codones optimizados de At5g17010 (figura 4). La SEQ ID NO: 2 y la SEQ ID NO: 3
se clonaron respectivamente en pCL0120 usando los sitios de restriccion 5' y 3' BamHI y Ndel para la insercion y
ligamiento de acuerdo con técnicas convencionales. Los mapas de los vectores resultantes pCL0130 y pCL0131 se
muestran en la figura 5 y en la figura 6 respectivamente. Las secuencias para los vectores pCL0121 y pCL0122 se
proporcionan como las SEQ ID NO: 14 y 15, respectivamente.

Los vectores pCL0121 y pCL0122 se crearon ligando un fragmento de 5095 pb que se habia liberado de pCL0120
por digestion con Hindlll y Kpnl a casetes sintéticos de marcador de seleccion disefiados para conferir resistencia a
ZEOCIN™ o paromomicina. Estos casetes estaban compuestos de un promotor de alfa tubulina para dirigir la
expresion del gen sh ble (para ZEOCIN™) o el gen npt (para paromomicina). Los transcritos de ambos genes
marcadores de seleccion estaban terminados por un terminador de SV40. La secuencia completa de los vectores
pCL0121 (SEQ ID NO: 4) y pCL0122 (SEQ ID NO: 5) se muestra en la figura 7 y 8, respectivamente. Los mapas de
los vectores pCL0121 y pCL0122 se muestran en la figura 9 y 10, respectivamente.

Las secuencias que codifican la isomerasa de xilosa de Piromyces sp. E2 (CAB76571) y la cinasa de xilulosa de
Piromyces sp. E2 (AJ249910) se enviaron a Blue Heron Biotechnology (Bothell, WA) para la optimizacién de
codones y la sintesis guiada por la tabla de uso de codones de Schizochytrium mostrada en la figura 2. "Xy1A" (SEQ
ID NO: 6) es la secuencia de acido nucleico de codones optimizados de CAB76571 (figura 11), mientras que "Xy1B"
(SEQ ID NO: 7) es la secuencia de acido nucleico de codones optimizados de AJ249910 (figura 12). La SEQ ID
NO: 6 se clond en el vector pCL0121 que produce el vector denominado pCL0132 (figura 13 y SEQ ID NO: 16). La
SEQ ID NO: 7 se clono en el vector pCL0122 produciendo el vector denominado pCL0136 (figura 14 y SEQ ID
NO: 20).

Las secuencias que codifican la reductasa de xilosa de Pichia stipitis (X59465) y la cinasa de xilulosa de Pichia
stipitis (AF127802) se enviaron a Blue Heron Biotechnology (Bothell, WA) para la optimizacién de codones y la
sintesis guiada por la tabla de uso de codones de Schizochytrium mostrada en la figura 2. "Xyl1" (SEQ ID NO: 21) es
la secuencia de acido nucleico de codones optimizados de X59465 (figura 15), mientras que "Xuk3" (SEQ ID NO: 22)
es la secuencia de acido nucleico de codones optimizados de AF127802 (figuras 16). La SEQ ID NO: 21 se clon6 en
el vector pCL0121 produciendo el vector denominado pCL0133 (figura 17 y SEQ ID NO: 17). La SEQ ID NO: 22 se
clonod en el vector pCL0122, produciendo el vector denominado pCL0135 (figura 18 y SEQ ID NO: 19).

El vector pCL0123 se cred ligando un fragmento de 5095 pb que se habia liberado de pCL0120 por digestion con

Hindlll y Kpnl a un casete sintético de marcador de seleccién disefiado para conferir resistencia a ZEOCIN™. El
casete estaba compuesto de un promotor de alfa tubulina para dirigir la expresién del gen sh ble (para ZEOCIN™. El
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transcripto del gen marcador de seleccion estaba terminado por un terminador de SV40. Se muestra un mapa del
vector pCL0123 en la figura 19 y la SEQ ID NO: 13.

Las secuencias que codifican la xilitol deshidrogenasa de Pichia stipitis (X55392) se enviaron a Blue Heron
Biotechnology (Bothell, WA) para la optimizacion de codones y la sintesis guiada por la tabla de uso de codones de
Schizochytrium mostrada en la figura 2. "Xyl2" (SEQ ID NO: 23) es la secuencia de acido nucleico de codones
optimizados de X55392 (figura20). SEQ ID NO: 23 se clon6é en el vector pCL0123 produciendo el vector
denominado pCL0134 (figura 21 y SEQ ID NO: 18).

Ejemplo 2

Transformacion de Schizochytrium con vectores de expresion del transportador de xilosa, la isomerasa de xilosa, la
reductasa de xilosa, la xilitol deshidrogenasa o la cinasa de xilulosa

La cepa de tipo silvestre de Schizochytrium ATCC 20888 se transformo individualmente con los vectores pCL0130
(transportador de xilosa de Candida intermedia), pCL0131 (transportador de xilosa de Arabidopsis thaliana),
pCL0132 (isomerasa de xilosa de Piromyces sp. E2), pCL0133 (reductasa de xilosa de Pichia stipitis), pCL0134
(xilitol deshidrogenasa de Pichia stipitis), pCL0135 (cinasa de xilulosa de Pichia stipitis) o pCL0136 (cinasa de
xilulosa de Piromyces sp. E2) usando electroporacion con pretratamiento enzimatico como se describe a
continuacion.

Electroporacioén con pretratamiento enzimatico - Las células se cultivaron en 50 ml de medio M50-20 (véase la
publicacion de Estados Unidos n.° 2008/0022422) en un agitador a 200 r.p.m. durante 2 dias a 30 °C. Las células se
diluyeron a 1:100 en medio M2B (véase el siguiente parrafo) y se cultivaron durante una noche (16-24 h), intentando
alcanzar la fase semilogaritmica de crecimiento (DOesoo de 1,5-2,5). Las células se centrifugaron en un tubo cénico
de 50 ml durante 5 min a aproximadamente 3000 x g. El sobrenadante se retir6 y las células se resuspendieron en
manitol 1 M, pH 5,5, en un volumen adecuado para alcanzar una concentracion final de 2 unidades DOggo. Se
separaron en alicuotas 5 ml de las células en un matraz de agitacion de 25 ml y se modificé con Cacl, 10 mM
(solucion madre 1,0 M, esterilizada en filtro) y 0,25 mg/ml de proteasa XIV (soluciéon madre de 10 mg/ml, esterilizada
en filtro; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Los matraces se incubaron en un agitador a 30 °C y aproximadamente
100 r.p.m. durante 4 h. Las células se controlaron al microscopio para determinar el grado de formacién de
protoplastos, con las células individuales deseadas. Las células se centrifugaron durante 5 min a aproximadamente
2500 x g en tubos de fondo redondo (es decir, tubos Falco™ de 14 ml, BD Biosciences, San José, CA). El
sobrenadante se retird y las células se resuspendieron suavemente con 5 ml de glicerol al 10 % enfriado en hielo.

Las células se volvieron a centrifugar durante 5 min a aproximadamente 2500 x g en tubos de fondo redondo. El
sobrenadante se retir6 y las células se resuspendieron suavemente con 500 ul de glicerol al 10 % enfriado en hielo,
usando puntas de pipeta de orificio ancho. Se separaron en alicuotas 90 pl de células en una electrocubeta
prerrefrigerada (cubeta Gene Pulser® - espacio de 0,1 cm o espacio de 0,2 cm Bio-Rad, Hercules, CA). Se afiadio
de 1 yg a 5 ug de ADN (en menos de o igual a un volumen de 10 pl) a la cubeta, se mezclaron suavemente con una
punta de pipeta y se colocaron en hielo durante 5 min. Las células se sometieron a electroporacién a 200 ohm
(resistencia), 25 pF (capacitancia) y 250 V (para un espacio de 0,1 cm) o 500 V (espacio de 0,2 cm). Se afiadieron
0,5 ml de medio M50-20 inmediatamente a la cubeta. Las células entonces se transfirieron a 4,5 ml de medio
M50-20 en un matraz de agitacion de 25 ml y se incubaron durante 2-3 h a 30 °C y aproximadamente 100 r.p.m. en
un agitador. Las células se centrifugaron durante 5 min a aproximadamente 2500 x g en tubos de fondo redondo. El
sobrenadante se retir6 y el sedimento celular se resuspendio en 0,5 ml de medio M50-20. Las células se sembraron
en placas en una cantidad apropiada (2 a 5) de placas M2B con seleccién apropiada y se incubaron a 30 °C.

El medio M2B consiste en 10 g/l de glucosa, 0,8 g/l de (NH4)2.SO4, 5 g/l de Na;S04, 2 g/l de MgSO4+7H;0, 0,5 g/l de
KH2PO., 0,5 g/l de KClI, 0,1 g/l de CaCl»*2H,0O, MES 0,1 M (pH 6,0), metales PB26 al 0.1 % y vitaminas PB26 al
0,1 %(v/v). Las vitaminas PB26 consistian en 50 mg/ml de vitamina B12, 100 pg/ml de tiamina y 100 ug/ml de
Ca-pantotenato. Los metales PB26 se ajustaron a pH 4,5 y consistian en 3 g/l de FeSO4+7H,0, 1 g/l de MnCl,+s H20,
800 mg/ml de ZnS0O4°H>0, 20 mg/ml de CoClz*H20O, 10 mg/ml de Na:MoO4+2H,0, 600 mg/ml de CuSO4*5H.0 y
800 mg/ml de NiSO4+6H,0. Las soluciones madre PB26 se esterilizaron en filtro por separado y se afiadieron al
caldo después de someter a autoclave. La glucosa, el KH,PO4 y el CaCl;*2H,0 se sometieron a autoclave cada uno
por separado del resto de los ingredientes del caldo antes de mezclarlos para evitar la precipitacion de sales y el
caramelizado de los carbohidratos. Todos los ingredientes del medio se adquirieron de Sigma Chemical (St. Louis,
MO).

Los transformantes se seleccionaron para su cultivo en medio sélido que contenia el antibiético apropiado. Se
volvieron a sembrar entre 20 y 100 transformantes primarios de cada vector en medio sélido de "xilosa-SSFM" que
es igual que SSFM (describo a continuacion) excepto que contiene xilosa en lugar de glucosa como Unica fuente de
carbono, y no se afiadidé ningun antibidtico. No se observd crecimiento para ningun clon resultante de la
transformacion con ningun vector individual en estas condiciones.
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Medio SSFM: 50 g/L de glucosa, 13,6 g/l de Na>SO4, 0,7 g/l de K2SO4, 0,36 g/l de KCl, 2,3 g/l de MgS04+7H.0, MES
0,1 M (pH 6,0), 1,2g/l de (NH4)2SO4, 0,13 g/l de glutamato de monosodio, 0,056 g/l de KH.PO4 y 0,2 g/l de
CaCl2*2H,0. Las vitaminas se afhadieron a 1 ml/l de una solucion madre que consiste en 0,16 g/l de vitamina B12,
9,7 g/l de tiamina y 3,3 g/l de Ca-pantotenato. Los oligoelementos metalicos se afiadieron a 2 ml/l de una solucion
madre que consiste en 1 g/l de acido citrico, 5,2 g/l de FeSO4¢7H,0, 1,5 g/l de MnCl,4H20, 1,5 g/l de ZnSO4+7H,0,
0,02 g/l de CoCl»*6H20, 0,02 g/l de NazMo0O4+2H,0, 1,0 g/l de CuSO04*5H,0 y 1,0 g/l de NiSO4*6H,0, ajustada a
pH 2,5.

Se extrajo el ADNg de los transformantes primarios de pCL0130 y pCL0131 y se purificd y se us6 como molde para
PCR para comprobar la presencia del transgén.

Protocolo de extraccion de ADN gendmico de Schizochytrium - Los transformantes de Schizochytrium se cultivaron
en 50 ml de medio. Se pipetearon de forma aséptica 25 ml de cultivo en un vial conico de 50 ml y se centrifugaron
durante 4 minutos a 3000 x g para formar un sedimento. El sobrenadante se retiré y el sedimento se almacené a
-80 °C hasta su uso. El sedimento se resuspendié en aproximadamente 4-5 volimenes de una solucién que
consistia en Tris 20 mM pH 8, EDTA 10 mM, NaCl 50 mM, SDS al 0,5 % y 100 ug/ml de proteinasa K en un vial
conico de 50 ml. El sedimento se incubd a 50 °C con balanceo suave durante 1 hora. Una vez lisado, se afadieron
100 ug/ml de RNasa A y la solucién se balanceé durante 10 minutos a 37 °C. A continuacién, se afiadieron 2
volumenes de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico y la solucién se balanced a temperatura ambiente durante 1 hora 'y
después se centrifugd a 8000 x g durante 15 minutos. El sobrenadante se transfirié a un tubo limpio. De nuevo, se
afiadieron 2 volumenes de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico y la solucién se balanceé a temperatura ambiente
durante 1 hora y después se centrifugé a 8000 x g durante 15 minutos y el sobrenadante se transfirié a un tubo
limpio. Se afadid un volumen igual de cloroformo al sobrenadante resultante y la solucion se balanceé a
temperatura ambiente durante 30 minutos. La solucion se centrifugd a 8000 x g durante 15 minutos y el
sobrenadante se transfirié a un tubo limpio. Se afiadié un volumen igual de cloroformo al sobrenadante resultante y
la solucidn se balancedé a temperatura ambiente durante 30 minutos. La solucion se centrifugd a 8000 x g durante 15
minutos y el sobrenadante se transfirié a un tubo limpio. Se afiadieron 0,3 volimenes de NaOAc 3 M y 2 volumenes
de EtOH al 100 % al sobrenadante, que se balance6 suavemente durante unos pocos minutos. EI ADN se enrollé
con una varilla de vidrio estéril y se sumergio el ADN en EtOH al 70 % durante 1-2 minutos. EI ADN se transfirié a un
tubo de microfuga de 1,7 ml y se dejo secar al aire durante 10 minutos. Se afiadieron hasta 0,5 ml de tampodn de
elucién precalentado (tampon Tris, 10 mM, pH 8,0) al ADN y se colocé a 4 °C durante una noche.

Como alternativa, después de la incubacién con RNasa, el ADN se purificd adicionalmente usando una columna
Qiagen Genomic tip 500/G (Qiagen, Inc EE. UU., Valencia, CA), siguiendo el protocolo del fabricante

PCR - Los cebadores usados para detectar el transgén GXS1 fueron 5'CL0130 (CCTCGGGCGGCGTCCTCTT)
(SEQ ID NO: 8) y 3'CL0130 (GGCGGCCTTCTCCTGGTTGC) (SEQ ID NO: 9). Los cebadores usados para detectar
el transgén At5g17010 fueron 5'CL0131 (CTACTCCGTTGTTGCCGCCATCCT) (SEQ ID NO:10) y 3'CL0131
(CCGCCGACCATACCGAGAACGA) (SEQ ID NO: 11). De los 10 clones resultantes de la transformacion con
pCL0130, se encontré que 4 albergaban el transgén GSX1; y de los 10 clones resultantes de la transformacion con
pCL0131, se encontré que 7 albergaban el transgén At5g17010. Se selecciond un clon de cada uno de estos
transformantes pCL0130 y pCL0131 positivos para la transformacion con un segundo vector seleccionado de
pCL0132, pCLO0133, pCL0134, pCLO0135 o pCLO136 para producir las siguientes combinaciones:
pCL0130+pCL0132, pCL0130+pCL0O133, pCLO130+pCL0134, pCL0130+pCL0O135, pCLO130+pCL0O136,
pCL0131+pCL0132, pCLO131+pCL0O133, pCLO131+pCL0134, pCLO131+pCL0135 y pCLO131+pCL0136. Después
de la transformacion con el segundo vector, cada cultivo se sembré en SSFM con antibiéticos o en xilosa-SSFM
directamente. De las muchas colonias que aparecieron después de 4-12 dias de cultivo en placas de SSFM con
antibidticos, se volvieron a sembrar 5 clones de cada transformacion en xilosa-SSFM. No se observo crecimiento de
ninguno de los clones resultantes de la cotransformacion de pCL0130 o pCL0131 con ningun otro de los vectores en
placas de medio sélido de xilosa-SSFM.

Ejemplo 3
Expresion de transportadores de xilosa en Schizochytrium

Se recogieron los sobrenadantes de cultivos en matraz de agitacion de 50 ml cultivados en sPFM durante 3 dias
después de haber centrifugado los cultivos a 5000 x g. El medio sPFM se describe en la tabla 1, a continuacion. Los
sedimentos celulares se lisaron para las extracciones de proteinas como se describe previamente. Véase la
publicacion de Estados Unidos n.° 2010/0233760. Se realiz6 la SDS-PAGE de los lisados del sedimento de cultivo y
los geles se tifieron directamente con colorante de Coomassie o se usaron para la electrotransferencia a membranas
de PVDF. Después de la transferencia, las membranas de PVDF se usaron para transferencia de Western de
acuerdo con procedimientos comunes. Véase, por ejemplo, Sambrook et al. Briefly, en resumen, las membranas se
sondearon con una dilucién 1:500 de antisuero primario derivado de conejos, que se habian inmunizado por
inyeccion (Open Biosystems Products, Huntsville, AL) con una preparacion del péptido transportador de xilosa
conjugado con hemocianina de lapa californiana (KLH). Los péptidos sintéticos especificos conjugados con KLH
eran RLRKLPIDHPDSLEELRD (SEQ ID NO: 24) - "130-pl" o ETKGLTLEEIEAKCL (SEQ ID NO: 25) - "131-p2 (Open
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Biosystems Products, Huntsville, AL) para generar antisueros especificos para la SEQ ID NO:2 (GSX1 de
C. albicans) o la SEQ ID NO: 3 (At5g17010 de A. thaliana), respectivamente. Los antisueros entonces fueron
seguidos por la adicion de un anticuerpo monoclonal de ratén secundario anti-lgG de conejo conjugado con
fosfatasa alcalina (Promega Corporation, Madison, WI). Después se aplico el reactivo BCIP/NBT a la membrana
para revelar la sefial. La transferencia de Western de los lisados del sedimento de cultivo de un clon transformado
con pCLO130 y la cepa ATCC 20888 de Schizochytrium de tipo silvestre se muestra en la figura 22A. La
transferencia de Western de los lisados del sedimento de cultivo de un clon transformado con pCL0131 y la cepa
ATCC 20888 de Schizochytrium de tipo silvestre se muestra en la figura 22B. En cada ejemplo, de todas las bandas
en los lisados de tipo silvestre o transformantes, se encontré que solamente una era Unica para un transformante
dado y en cada caso esta banda unica correspondia al tamario predicho del transportados de xilosa expresado.

Tabla 1: Medio sPFM

Componente Cantidad por litro
Nast4 13,62 g
K2SO4 0,72¢g
KCI 0,56 g
MgS0O4-7H,0 2,279
(NH4)2S04 3g
CaCI2-2H20* 0,19 g
MSG 39
MES (100 mM) pH 6 21449
KH204* 0,449
Glucosa* 50g
Vitamina B12* 0,16 mg
Tiamina* 9,75mg
CaPantotenato* 3,33 mg
Acido citrico* 2mg
FeSO4-7H,O* 10,3 mg
MnCl,-4H,0* 3,1 mg
ZnS04 7HO* 1,93 mg
CoCl,.6H,O* 0,04 mg
Na2MoQO4-2H20* 0,04 mg
CuS04-5H,0* 2,07 mg
NiSO4-6H20* 2,07 mg

pH hasta 2,5 con HCI
* Afladido después de someter a autoclave.

Ejemplo 4

Cultivo en xilosa de Schizochytrium transformado con vectores de expresion del transportador de xilosa, la
isomerasa de xilosa y la cinasa de xilulosa

Las cotransformaciones de la cepa ATCC 20888 de tipo silvestre de Schizochytrium se realizaron con dos mezclas
diferentes de vectores. Las mezclas contenian el transportador de xilosa de Candida intermedia (pCL0130) o el
transportador de xilosa de Arabidopsis thaliana (pCL0131) con dos vectores adicionales: un vector que contenia la
isomerasa de xilosa de Piromyces sp. E2 (pCL0132) y un vector que contenia la cinasa de xilosa de Piromyces sp.
E2 (pCLO136). Una combinacion de vectores, llamada la Serie Piromyces 130, incluia pCL0130, pCL0132 vy
pCL0136. Otra combinacion de vectores, llamada la Serie Piromyces 131, incluia pCL0131, pCL0132 y pCL0136.
Los transformantes se sembraron en placa directamente en medio sélido de xilosa SSFM y después de 3-5
semanas, se recogieron colonias y se propagaron adicionalmente en xilosa-SSFM liquido. Dos colonias se
recuperaron de las transformaciones con la Serie Piromyces 130 y cuatro colinas de las transformaciones de la Serie
Piromyces 131. Varias rondas de transferencias en serie en medio liquido que contenia xilosa mejoraron las tasas
de crecimiento de los transformantes. Los transformantes de la Serie Piromyces 130 y la Serie Piromyces 131
también se volvieron a sembrar en medio sélido SSFM que contenia sulfometum metilo (SMM), ZEOCIN™, o
paromomicina. Todos los transformantes sembrados en estos medios eran resistentes a cada antibiético ensayado,
lo que indica que los transformantes albergaban los tres vectores respectivos. Las células de Schizochytrium
transformadas con un transportador de xilosa, una isomerasa de xilosa y una cinasa de xilulosa eran capaces de
crecer en medio solido y liquido SSFM que contenia xilosa como Unica fuente de carbono.

Un clon de la Serie Piromyces 130 y un clon de la Serie Piromyces 131 se pasaron en serie en medio liquido que
contenia xilosa. Los valores del peso celular en seco (DCW), la grasa como el porcentaje ponderal de DCW (% de
grasa) y los gramos de grasa por litro de cultivo celular (g/l de grasa) para cada cultivo se midieron en los numeros
de pase en serie 5, 11 y 19. Los resultados se muestran en la tabla 2 a continuacion.
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Tabla 2: Peso celular en seco, % de grasa y g/l de grasa para un transformante de la Serie Piromyces 130 y uno de
la Serie Piromyces 131 cultivados en medio que contiene xilosa

| Serie Piromyces 130 | Serie Piromyces 131
Peso celular en seco (DCW) (mg)
Pase 5 0,12 0,13
Pase 11 0,36 0,26
Pase 19 0,33 0,33
% de grasa
Pase 5 nd nd
Pase 11 38,03 39,53
Pase 19 43,30 50,50
g/l de grasa
Pase 5 nd nd
Pase 12 2,74 2,06
Pase 19 2,85 3,38
nd = no determinado

Los mismos clones se cultivaron adicionalmente en cultivo liquido para el analisis FAME. Las colonias recogidas de
placas de medio sdlido selectivas para el crecimiento en xilosa como fuente de carbono se propagaron en medio
liquido que contenia xilosa como fuente principal de carbono sobre las 19 transferencias en serie. El indculo usado
para iniciar el 19.° pase en serie también se usé para comenzar un cultivo de control comparativo para cada clon en
medio liquido que contenia glucosa como fuente principal de carbono. También se cultivd Schizochytrium de tipo
silvestre (WT) en paralelo en medio liquido que contenia glucosa. No se detectd crecimiento de la cepa de
Schizochytrium de tipo silvestre en medio liquido que contenia xilosa y, por tanto, no fue posible el analisis FAME y
otra caracterizacion del crecimiento.

Se extrajeron los aceites de los cultivos celulares usando procedimientos convencionales y se analizaron para la
composicion de acidos grasos como el porcentaje de ésteres de metilo de acido graso totales (FAME). Véase, por
ejemplo, la publicacién de Estados Unidos n.° 2010/0239533.

El peso celular en seco (DCW), la grasa como un % ponderal de DCW (% de grasa), los gramos de grasa por litro de
cultivo celular (g/l de grasa), los miligramos de DHA por gramo de grasa total, los valores porcentuales de cada
grasa detectada y las sumas de los valores porcentuales de las clases de grasas (saturados, monoinsaturados y
grasas de mas de 18 carbonos de longitud) se enumeran en la tabla 3, a continuacion.

Tabla 3: Analisis FAME de un transformante de la Serie Piromyces 130 y uno de la Serie Piromyces 131

Crecimiento | Crecimiento de la | Crecimiento de la | Crecimiento dela | Crecimiento de la
de WT en Serie 130 en serie 130 en Serie 131 en Serie 131 en
glucosa glucosa xilosa glucosa xilosa

DCW mg 0,82 0,80 0,33 0,73 0,33
DCW g/l 16,38 15,95 6,59 14,61 6,68
% de grasa 60,58 65,88 43,34 60,39 50,53
g/l de grasa 9,92 10,51 2,85 8,82 3,38
Perfil de acidos grasos:
% 12:0 0,24 0,32 0,08 0,30 0,00
% 12:1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 13:0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 13:1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 14:0 10,65 12,04 6,82 12,73 6,90
% 14:1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 15:1 0,25 0,29 0,32 0,35 0,00
% 16:0 34,43 29,40 25,43 30,27 32,48
% 16:1 9,24 13,11 8,32 11,82 6,57
% 16:2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 16:3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 17:0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 18:0 1,22 1,00 1,06 0,82 1,31
% 18:1 n-9 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 18:1 n-7 5,77 6,24 7,79 5,21 6,88
% 18:2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 18:3 n-6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 18:3 n-3 0,00 0,00 0,15 0,00 0,00
% 18:4 n-3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
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Crecimiento | Crecimiento de la | Crecimiento de la | Crecimiento dela | Crecimiento de la
de WT en Serie 130 en serie 130 en Serie 131 en Serie 131 en
glucosa glucosa xilosa glucosa xilosa

% 20:0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 20:1 n-9 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 20:2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 20:3 n-9 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 20:3 n-6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 20:3 n-3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 20:4 ARA 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 20:5 n-3 EPA 0,00 0,00 1,58 0,61 2,09
% 22:0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 22:1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 22:2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 22:3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 22:4 n-6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 22:5 n-6 10,21 10,12 14,05 10,56 12,18
% 22:5 n-3 DPA 0,00 0,00 0,30 0,00 0,00
% 22:6 n-3 DHA 27,98 27,48 33,58 26,87 31,59
% 24:0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% 24:1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
% Desconocido 0,00 0,00 0,53 0,47 0,00
mg/g de DHA 167,67 179,05 144,03 160,50 157,88
FAME saturados 45,32 41,76 32,34 43,30 39,38
FAME
monoinsaturados 15,26 19,63 16,42 17,37 13,45
>C 18 FAME 38,19 37,60 49,51 38,04 45,86
Ejemplo 5

Crecimiento en xilosa de Schizochytrium transformado con vectores de expresion del transportador de xilosa, la
reductasa de xilosa, la xilitol deshidrogenasa y la cinasa de xilulosa

Las cotransformaciones de la cepa ATCC 20888 de tipo silvestre de Schizochytrium se realizaron de manera que un
vector que contenia el transportador de xilosa de Candida intermedia (pCL0130) se cotransformé con tres vectores
adicionales: un vector que contenia la reductasa de xilosa de Pichia stipitis (pCL0133), un vector que contenia la
xilitol deshidrogenasa de Pichia stipitis (pCL0134) y un vector que contenia la cinasa de xilulosa de Pichia stipitis
(pCL0135). Esta combinacion de vectores se llamé la Serie Pichia 130. Los transformantes se sembraron en placa
directamente en medio sdlido de xilosa SSFM y después de 3-5 semanas se recogieron colonias y se propagaron
adicionalmente en xilosa-SSFM liquido. Las tasas de cotransformacion para la Serie Pichia 130 fueron similares a
los de la Serie Piromyces 130 y la Serie Piromyces 131 del ejemplo 4. Las células de Schizochytrium transformadas
con un transportador de xilosa de Candida intermedia, una reductasa de xilosa, una xilitol deshidrogenasa y una
cinasa de xilulosa eran capaces de crecer en medio solido y liquido SSFM que contenia xilosa como Unica fuente de
carbono.

Todos los diversos aspectos, realizaciones y opciones descritos en este documento pueden combinarse en todas y
cada una de las variaciones.
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ggatccatga
ctcgegtega
ggttggatga
tactttcagt
acctccgacg
gactcgggag
aacgacacca
agcgaggagce
aagaaccctg
gagccttececce
tacagcagcg
ctcggatacc
aagtcctact
aaccagtact
cgcgtcgteg
acctacggca
cccactaacc
taccaggcca

tccaacgctg
tacaacgtcg

aacaccaccce
cttgaggacc
ctcgatcgeg
atgagcgtca
ggcctccteg
aacacctact

gacaacctct

<210> 2
<211> 1569
<212> ADN

agttcgcgac
tgaccaacga
acgatcccaa
acaaccctaa
acctcaccaa
ctttttecgg
ttgacccceg
agtacatcag
tcectegeege
agaagtggat
acgacctcaa
agtacgagtg
gggtcatgtt
tecgteggete
acttcggcaa
gcgeectegg
cctggcgcag
accccgagac

gcccctggtce
atctctecaa

agaccatctc
ccgaggagta
gtaactccaa
acaaccagcce
accagaacat
ttatgaccac

tttacattga

<213> Candida intermedia

<220>

ES 2651313713

ctcggtcgeca
gacctcggac
cggecctctgg
cgacaccgte
ctgggaggac
ttccatggtt
ccagegcetge
ctacagcctt
caactccacc
tatgaccgcce
gtcctggaag
ccceggtete
tatttccatc
ctttaacggc
ggactactac
tattgecttgg
ctcgatgtcc
cgagcttatt

ccgctttget
ctccaccggt

caagtcecgtce
cctgecgecatg
ggttaagttt
ctttaagtcce
tctegagetce
tggaaacgcc

caagtttcag

attttgettg
cgcecteteg
tacgacgaga
tggggcaccc
cagcccattg
gtggactaca
gtcgecatet
gatggaggct
cagttcegeg
gctaagtcge
cttgagtcecg
atcgaggtcc
aaccctggeg
acgcattttg
gccctceccaga
gcctccaact
ctcgtecegea
aacctgaagg

actaacacta
actcttgagt

ttcgeegacce
ggttttgagg
gtcaaggaga
gagaacgatc
tactttaacg
ctcggcagecg

gttcgegagg

tggccaacat
tgcactttac
aggatgctaa
cgctecttetg
ctatcgeccece
acaacacctc
ggacctacaa
acacctttac
accctaaggt
aggattacaa
cctttgeccaa
ccaccgagcea
ccecectgeegg
aggccttcga
ccttctttaa
gggagtacte
agttttcgcet
ccgagcctat

ccctcaccaa
ttgagctegt

tctececctetg
tcteegecte
acccctactt
ttagctacta
acggagatgt
tgaacatgac

ttaagtaaca

<223> proteina transportadora de xilosa GXS1, codones optimizados

<400> 2
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agccaccgcc
ccccaacaag
gtggcacctt
gggccacgcec
caagcgcaac
cggttttttt
cacgcccgag
cgagtaccag
tttttggtac
gatcgagatc
cgagggtttt
ggacccgtcece
cggcagcttc
caaccagtcce
caccgaccce
cgctttegte
taacaccgag
tctcaacatc

ggccaactcc
ctacgccgte

gttcaagggc
ctccttette
tactaaccgt
caaggtttac
cgtcagcacc
caccggagtc

tatg
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atgggcctcg
ggtagcaccg
ggctacgaca
ccctecaaca
gtcggcacct

tggtgcctca

tccaccgecceca
atttccgcca
atcgtttcct
aagggcaccg
ctectggggcee
atttcgaagg
atcgaccatc
accgtctacg
cgcctcttta
ttttactacg
gccaccaaca
ggccgecgea

gccattgteg

ttctegtgea
gtecggegage
aactggctct
ggtaacctcg
ttegegtggt
tacgagcatg
cgcgagcagg
tcggtttaa
<210> 3

<211> 1512
<212> ADN

aggataaccg
ccatggccat
ccggcactat
agcactcctt
tctteggege
tcctecagege
tccececctget
ccatcccgcet
gctaccagtg
agcacatgac
tcatccttgg
gcaaccagga
ctgatagcct
gtaagtccag
ccggcegttge
gcaccacctt
tcgttaacgt
acatgctcat

gagttgccac

tctttatege
tctttecect
ggaactgggg
gcagcaacgt
acttcattta
tttcgaaggce

tcgaccagca

<213> Arabidopsis thaliana

<220>

ES 2651313713

catggttaag
cattgttggc
ctecgggegtce
caccgctgac
cctectgegee
cctcattgtc
ctgecgeggge
ctaccagtcc
ggccatcact
caactcecggt
tattggcatg
gaaggccgcec
tgaggagctt
ctggtcccag
cattcaggcc
ttttaagcge
cggcagcact
gggcggtgee

gtcggagaac

tttttttgee
tcgecactege
cattgcttac
tttttttatt
cgagaccaag
gtggaagtcc

gatggactcc

cgetttgtea
ctcttegegg
atgactatgg
gagtcgtcgce
ccgttecteca
tttaacatcg
cgcgttatecg
gagactgctc
atcggacttt
tcgtacecgta
attttectec
gagtcccteg
cgcgatatta
gtcttttcee
tttcagcagce
gccggagtca
attceccggea

accggcatgt

aacaagtcga

gccacctggg
gctaagtcecg
gccacccect
tggggaggcet
ggccttteece

aagggttttg

aagaccgagg

acgtgggcga
cctecgggegg
actacgttct
tcategtttce
acgataccct
gcgccatcect
ccggtttcgg
cgaagtggat
tcectegette
ttecectetgge
ctgagaccce
ccegteteeg
ctgccgecta
acaagaacca
tcaccggagt
acggattcac
ttcttctcat
cgctgtegea

gccagtcggt

gtccctgege
tttccctetg
acatggtcga
tcaacctege
tcgagcaggt
tccecgtcecaa

ccattatgag

<223> proteina transportadora de xilosa At5g17010, codones optimizados
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gaagaaggcc
cgtecectette
cgcccgectac
cattcttteg
cggcegecge
ccaggtcatt
tgtcggectce
tecgecggegcece
ctgcgtcaac
catccagtge
ccgettetgg
caagctcccee
cgagttcgag
tcagctcaag
taactttatc
catcagcctt
ggaggtccte
gcttatcgte

cctegteget

ctgggtegte
caccgegtee
cgaggataag
ttgegtettt
tgatgagctce
gcactccttt

cgaggaggcg
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<400> 3

atggceccteg
tegtceggtg
aactactccg
tacggttacg
tccggeatcet
ctctacggtg
cgcaaggagc
gccectacgt
gccatgcatg
ctegtttece
tcecectecaceg
gctgtgatca
cgegteatte
tgctgectee
gccgagctta
aagtgcctca
cagccttcegg
ggcgatgcta
gccgtegteg

atggttgttt

gtcgecgttg
ggctggetta
gecegtgettg
gagcteceteg
gtttttatet
aagtgcctct
<210> 4

<211> 6175
<212> ADN

accctgagceca
agatctcccce
ttgttgeege
agattggcge
cctggtacaa
ctetgtttgg
ttatcctege
actcecgttet
ctgcecectat
tcaaggagtt
tcaacgtcca
tgggcattgg
agggtaaggg
gtggtcetge
ccttegttgg
aggccctcat
tcctctacta
ccegegttte
ttatcgateg

cgctetttet

tecgeectect
tgatttcega
tcaactttgg
gcgeceggeat
tttttategt

aa

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> vector pCL0O121

ES 2651313713

gcagcagcec
cgagegtgag
catcctcece
tacgtecgtge
cctetectee
ctcecattgtt
tgctcteccte
catcatcgge
gtacatcgcg
tttecategtt
cteceggttgg
catgtggtgg
taacgttgag
cttecgtcgac
cgaggataag
tatcggecgge
cgcccccteg
cattcttete

tcteggeegt

ccttggceteg

tctctacgtg
gatttttcecc
tgccaacgece
cctgttttge

cccggagact

atttecteeg
cctctcatta
ttectettee
gctacgattt
gtcgatgttg
gccttcacca
tacctegteg
cgtgtcattt
gagaccgecce
cteggtatgg
cgctacatgt
cttecectgect
aaccagecgceg
tcggecegecg
gaggtcacct
ggccttgtte
atcctccaga
ggcctcecetea
cgecectetece

tactaccttt

ggttgctace
ctcaagctcce
ctegtcacct

ggctttggeg

aagggcctca

24

tgtegegega
aggagaacca
cggececctggg
cccttcagtce
gcctegtecac
ttgecgacgt
gtgcecctegt
acggtgtttce
cgtececcecat
tcggeggata
acgctaccte
ccceceegttg
aggctgcecat
agcaggtcaa
tcggecgaget
tctttcagea
ctgegggett
agctcattat
tcecteggegg

tecttecagege

agctctecett
gtggtcgegg
ttgectttte
ttatctgegt

cgctcgagga

gtttggtaag
cgtcececegag
tggecectectt
ccecteecte
ttceggttece
tattggcegt
taccgcectcte
cgtecggtett
ccgeggecag
cggecattggt
cgtteccecte
gctectecte
taagtcccte
cgagattctc
cttccaggga
gatcaccggt

ctcegeegece
gaccggtgte
agtcggtggt

ttececececegte

tggccecatt
actctcecett
ccctetcaag

tecteteecett

gatcgaggeg

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

1512



<400> 4
ctcttatcetg
tgcectegete
gctagcectege
ggcgeggate
gaagaagaaa
gtcececgegga
gcgcacctcet
tecgeegecte
ggcactccge
cccegegage
gtggeggegg
taggcgaaac
accgccaacg
cagggacgag
cgecgggageg
aaggcgcecttg
gtatcttgceg
gcacagagaa
gaccteggtc
ctgcacccce

gcccatcctg

cctegegeeg
gcgcaggcgg
tcgegeegtg
gatcgatcca
ggaaaaagaa
gcctecgegt
cgeccgeccec
cgctegegge
accttttgeg
gcggeegegt
cgcggeggceg
gecegeccecyg
cagagaccga
gagcacgacg
agcgtgecatg
gatcgcgaga
tgcttggacg
gaagcagttce
gcaattttge
accgaccaga

gtcgagetgg

ES 2651313713

ttgaccgeeg
gcgggcegagt
ctgcagccag
tcgatccate
aggcgtgege
tagtccecege
tcgegecteg
cgegtegece
cccgetgeeg
cgcecgegeaa
ggcggggcgce
ggcgcecgecg
gaccgaggta
cecgegecgeg
ttteegegeg
gggccageca
aggagactga
gaaagcgact
ttgtggccaa
cgatggtgag

acggcgacgt

cttgactectt
gggtgggtce
cagggcagca
gatccatcga
acccgagtgce
ccecgegecge
ccgattccce
gcgeccceget
ccgecegegge
agactcgccg
ggcggegegt
ccgecegete
cgtecgegecce
ccgegegggyg
agacgacgcc
ggctggagge
cgaggaggac
actagcaagc
catagccacc
caagggcgag

aaacggccac
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ggcgecttgee
gcagccttce
cecgecacggea
tegtgeggte
gcgctgageg
gcagteccecce
gcctececett
ccctatctge
cgcecegecyg
cgtgecegece
aggcgggget
cagagcagtc
gagcacgccg
g9g9999aggg
gcgegegetg
gaaaatgggt
ggatacgtcg
aagggatcca
gcecctegege
gagctgttca

aagttcagcg

gctegeatee
gcgectegeece
ggcaggtcce
aaaaagaaag
cccgetegeg
gggaggcatc
ttcegettcet
tcececcagggg
ccctggttte
cgagcaacgg
aggcgceccgge
gccgegecag
cgacgcgegg
agaggcagga
gagaggagat
ggagaggata
atgatgatgt
tgaagttcge
agagcgatgg
ccggggtggt

tgtcecggega

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260



gggcgagggce
gctgeccegtg
ccgetaccee
cgtccaggag
gaagttcgag
ggacggcaac
catggccgac
ggacggcagce
cgtgcetgetg
cgagaagcgc
catggacgag
aaagtgaacc
attacatagt
caagccactt
cttggtcaga
aaagtttgtc
tcgetegegt
acatgagcgt
cttgcatagg
atcgcctcat
gcctgacgcet
tcctcagaca
acgagatttc
ggacgccggce
caacttgttt
aaataaagca
ttatcataca
aggcggtttg
cgtteggetg
atcaggggat
taaaaaggcce
aaatcgacgc

tcececectgga

gatgccacct
ccctggeeca
gaccacatga
cgcaccatct
ggcgacacce
atcectgggac
aagcagaaga
gtgcagctcg
ccecgacaace
gatcacatgg
ctgtacaagce
ttgtcctaac
atttttcecce
gtctgggttt
cggcccaaaa
gaccaccgte
aagaatctta
tttcaagctg
cctegttgeg
tgtgacgtga
ccttcttttg
tgcecttgge
gattccaccg
tggatgatcc
attgcagcett
tttttttcac
tggtcgacct
cgtattggge
cggcgagegyg
aacgcaggaa
gegttgetgg
tcaagtcaga

agctcecteg

ES 2651313713

acggcaagct
ccctegtgac
agcagcacga
tcttcaagga
tggtgaaccg
acaagctgga
acggcatcaa
ccgaccacta
actacctgag
tcctgetgga
accaccatca
ccgacagcga
tactetttgt
acttgtttgt
aagggaaaaa
atcagaaagc
gccacgcata
gagcgtgaga
atccgetage
gttcagattc
tgcttccatg
tgcctegace
ccgecttcta
tccagcgegg
ataatggtta
tgcattctag
gcaggaacct
gctctteege
tatcagctca
agaacatgtg
cgtttttcca

ggtggcgaaa

tgcgetctee

gaccctgaag
caccctgacc
cttcttcaag
cgacggcaac
catcgagcetg
gtacaactac
ggtgaacttc
ccagcagaac
cacccagtce
gttegtgace
ccaccactaa
atggcgggag
gtttgtettt
ttgcttgett
attcattcat
aagagaagag
cgaagtaatt
tcataccttt
aatgcgtegt
ttctecgagac
acacgccgct
tgcteggtaa
tgaaaggttg
ggatctcatg
caaataaagc
ttgtggtttg
gcattaatga
ttecetegete
ctcaaaggcg
agcaaaaggc
taggctcege
cccgacagga

tgtteccgace
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ttcatctgca
tacggegtge
tccgecatge
tacaagaccce
aagggcatcg
aacagccaca
aagatccgece
acccccatcg
gccctgagca
gcecgeeggga
catatgagtt
ggggcggget
tttttttttt
gcttgettge
ggcacagata
aaacactcge
tgtccatctg
cttgatcgta
actccegttg
cttcgagege
tcaccgtgeg
aacgggeccc
ggcttecggaa
ctggagttct
aatagcatca
tccaaactca
atcggccaac
actgactcge
gtaatacggt
cagcaaaagg
cccectgacg
ctataaagat

ctgcegetta

ccaccggcaa
agtgcttcag
ccgaaggcta
gcgecgaggt
acttcaagga
acgtctatat
acaacatcga
gcgacggeec
aagaccccaa
tcactctegg
atgagatccg
aaaagatcgt
tgaacgcatt
ttgectgett
agaaaaagaa
gctcacatte
gcgaatcttt
atgttccaac
caactgcgcee
tgctaattte
ttccacttct
agcacgtgct
tcgtttteeg
tcgeccacce
caaatttcac
tcaatgtatc
gcgceggggag
tgcgcteggt
tatccacaga
ccaggaaccg
agcatcacaa
accaggcgtt

ccggataccect

1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180

3240



gtccgecttt
cagttcggtg
cgaccgcetge
atcgccactg
tacagagtte
ctgecgetetg
acaaaccacc
aaaaggatct
aaactcacgt
tttaaattaa
cagttaccaa
catagttgce
ccccagtget
aaaccagcca
ccagtctatt
caacgttgtt
attcagctcc
agcggttage
actcatggtt
ttctgtgact
ttgctcttge
gctcatcatt
atccagttcg
cagegtttet
gacacggaaa
gggttattgt
ggttcegege
gacattaacc
tgacggtgaa
ggatgeceggyg
ctggettaac

taggcceccee

ctcecettegg
taggtcgtte
gecttatecg
gcagcagcca
ttgaagtggt
ctgaagccag
getggtageg
caagaagatc
taagggattt
aaatgaagtt
tgcttaatca
tgactccecg
gcaatgatac
gccggaaggg
aattgttgce
gccattgeta
ggttceccaac
tcetteggte
atggcagcac
ggtgagtact
ccggcgtcaa
ggaaaacgtt
atgtaaccca
gggtgagcaa
tgttgaatac
ctcatgagcg
acatttccce
tataaaaata
aacctctgac
agcagacaag
tatgcggcat

actgaccgag

ES 2651313713

gaagcgtgge
gcteccaaget
gtaactatcg
ctggtaacag
ggcctaacta
ttaccttcgg
gtggtttttt
ctttgatctt
tggtcatgag
ttaaatcaat
gtgaggcacc
tcgtgtagat
cgcgagaccc
ccgagcegeag
gggaagctag
caggcatcgt
gatcaaggcg
ctccgategt
tgcataattc
caaccaagtc
tacgggataa
ctteggggeg
ctegtgcace
aaacaggaag
tcatactctt
gatacatatt
gaaaagtgcc
ggcgtatcac
acatgcagct
cccgtcaggg
cagagcagat

gtctgtcgat

gctttctecat
gggctgtgtg
tcttgagtce
gattagcaga
cggctacact
aaaaagagtt
tgtttgcaag
ttctacgggg
attatcaaaa
ctaaagtata
tatctcagceg
aactacgata
acgctcaccg
aagtggtcct
agtaagtagt
ggtgtcacgc
agttacatga
tgtcagaagt
tcttactgtce
attctgagaa
taccgcgceca
aaaactctca
caactgatct
gcaaaatgcc
cctttttcaa
tgaatgtatt
acctgacgtc
gaggccecttt
cccggagacg
cgcgtcageg
tgtactgaga

aatccacttt
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agctcacgct
cacgaacccc
aacccggtaa
gegaggtatg
agaagaacag
ggtagctctt
cagcagatta
tctgacgcectc
aggatcttca
tatgagtaaa
atctgtctat
cgggagggcet
gctccagatt
gcaactttat
tcgccagtta
tcgtcegtttg
tccecccatgt
aagttggccg
atgccatccg
tagtgtatgc
catagcagaa
aggatcttac
tcagcatctt
gcaaaaaagg
tattattgaa
tagaaaaata
taagaaacca
cgtctegege
gtcacagctt
ggtgttggeg
gtgcaccaag

tccattgatt

gtaggtatct
ccgttcagece
gacacgactt
taggeggtge
tatttggtat
gatccggcaa
cgcgcagaaa
agtggaacga
cctagatcct
cttggtctga
ttegttcate
taccatctgg
tatcagcaat
ccgectecat
atagtttgceg
gtatggcttce
tgtgcaaaaa
cagtgttatc
taagatgctt
ggcgaccgag
ctttaaaagt
cgctgttgag
ttactttcac
gaataagggc
gcatttatca
aacaaatagg
ttattatcat
gtttcggtga
gtctgtaage
ggtgtcgggg
cttccaattt

ttccaggttt

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

5160



ES 2651313713

cgttaactca tgccactgag caaaacttcg gtctttccta acaaaagetc tcctcacaaa 5220
gcatggcgeg gcaacggacg tgtcctcata ctccactgeec acacaaggtc gataaactaa 5280
gctcctcaca aatagaggag aattccactg acaactgaaa acaatgtatg agagacgatc 5340
accactggag cggcgcggceg gttgggegeg gaggtcggca gcaaaaacaa gcgactegece 5400
gagcaaaccc gaatcagcct tcagacggtc gtgcctaaca acacgccgtt ctaccccgec 5460
ttcttegege cccttegegt ccaagecatce ttcaagttta tetetectagt tcaacttcaa 5520
gaagaacaac accaccaaca ccatggccaa gttgaccagt gecegttcecgg tgetcacege 5580
gcgegacgte gccggagegg tcgagttctg gaccgaccgg ctegggttcect ceccgggactt 5640
cgtggaggac gacttcgeeg gtgtggtceccg ggacgacgtg accetgttca tcagegeggt 5700
ccaggaccag gtggtgcegg acaacaccct ggeectgggtg tgggtgegeg geectggacga 5760
gctgtacgee gagtggtcgg aggtcegtgtce cacgaacttc cgggacgcct ccgggccgge 5820
catgaccgag atcggcgagce ageccgtgggg gcgggagttc geccctgegeg acccggecgg 5880
caactgegtg cacttcgtgg ccgaggagca ggactgacac gtgctacgag atttcgattce 5940
caccgccegee ttctatgaaa ggttgggett cggaatcgtt tteccgggacg cecggetggat 6000
gatcctceccag cgeggggate tecatgetgga gttettegec caccccaact tgtttattge 6060
agcttataat ggttacaaat aaagcaatag catcacaaat ttcacaaata aagcattttt 6120
ttecactgecat tectagttgtg gtttgtccaa actcatcaat gtatcttate ggtac 6175

<210>5

<211> 6611

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> vector pCL0122

<400> 5

28



ctcttatctg
tgcctegete
gctagctege
ggegeggate
gaagaagaaa
gtccegegga
gcgcacctct
tegeegecte
ggcactcecgce
ccccgegagce

gtggcggcegg

cctecgegeeg
gcgcaggcegg
tcgcgeegtg
gatcgatcca
ggaaaaagaa
gccteegegt
cgccgecece
cgctegegge
accttttgeg
gcggecgegt

cgcggcggcg

ES 2651313713

ttgaccgeeg
gcgggegagt
ctgcagccag
tcgatccatc
aggcgtgege
tagtcecege
tcgegecteg
cgcgtegeece
ccecgectgeeg
cgccgcgcaa

ggcggggcgce

cttgactectt
gggtgggtce
cagggcagca
gatccatcga
acccgagtge
ccegegeege
ccgattecccece
gcgccceget
ccgccgcegge
agactcgeccg

ggcggegegt

29

ggcgcttgee
gcagccttecc
ccgcacggca
tegtgeggte
gcgctgageg
gcagtceccee
gcctecececett
ccctatctge
cgccccgecg
cgtgcecgeece

aggecggggcet

gctegeatece
gcgctegecce
ggcaggtcce
aaaaagaaag
ccegetegeg
gggaggcatc
ttecegettet
tcceccagggg
ccectggttte
cgagcaacgg

aggcgccgge

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660



taggcgaaac
accgccaacg
cagggacgag
cgcgggagcg
aaggcgcttg
gtatcttgeg
gcacagagaa
gacctecggte
ctgcacccece
gcccatectg
gggcgaggge
gctgecegtg
ccgctaccce
cgtccaggag
gaagttcgag
ggacggcaac
catggccgac
ggacggcagc
cgtgctgetg
cgagaagcgc
catggacgag
aaagtgaacc
attacatagt
caagccactt
cttggtcaga
aaagtttgtce
tcgetegegt
acatgagcgt
cttgcatagg
atcgectecat
gcctgacget

tcctcagaca

gccgeccoccg
cagagaccga
gagcacgacg
agcegtgcatg
gatcgcgaga
tgcttggacg
gaagcagttc
gcaattttgc
accgaccaga
gtegagetgg
gatgccacct
ccectggecca
gaccacatga
cgcaccatct
ggcgacaccce
atcctgggac
aagcagaaga
gtgcagctcg
cccgacaacce
gatcacatgg
ctgtacaagc
ttgtcctaac
atttttcecec
gtctgggttt
cggcccaaaa
gaccaccgte
aagaatctta
tttcaagctg
cctegttgeg
tgtgacgtga
ccttettttg

tgecettgge

ES 2651313713

ggcgccgecg
gaccgaggta
ccgegecgeg
tttecgegeg
gggccagcca
aggagactga
gaaagcgact
ttgtggccaa
cgatggtgag
acggcgacgt
acggcaagct
ccctegtgac
agcagcacga
tcttcaagga
tggtgaaccg
acaagctgga
acggcatcaa
ccgaccacta
actacctgag
tcectgetgga
accaccatca
ccgacagcga
tactctttgt
acttgtttgt
aagggaaaaa
atcagaaagc
gccacgcata
gagcgtgaga
atccgctage
gttcagatte
tgcttccatg

tgcctecgace

ccgeccgete
cgtcgecgecece
ccgegegggyg
agacgacgcc
ggctggagge
cgaggaggac
actagcaagc
catagccacc
caagggcgag
aaacggccac
gaccctgaag
caccctgacc
cttcttcaag
cgacggcaac
catcgagctg
gtacaactac
ggtgaacttc
ccagcagaac
cacccagtcc
gttcgtgace
ccaccactaa
atggcgggag
gtttgtcttt
ttgcttgett
attcattcat
aagagaagag
cgaagtaatt
tcataccttt
aatgcgtcgt
ttctcgagac
acacgccgcet

tgctcggtaa
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cagagcagtc
gagcacgccg
9999992999
gcgcgegetg
gaaaatgggt
ggatacgtcg
aagggatcca
gccctegege
gagctgttca
aagttcagcg
ttcatctgea
tacggcgtgce
tccgecatge
tacaagaccc
aagggcatcg
aacagccaca
aagatccgec
acccccatcg
gccctgagea
gccgeccggga
catatgagtt
ggggcgggcet
tttttttttt
gcttgettge
ggcacagata
aaacactcgc
tgtccatctg
cttgatcgta
actcccgttg
cttcgagege
tcaccgtgeg

aacgggcccc

gccgegecag
cgacgcgcgg
agaggcagga
gagaggagat
ggagaggata
atgatgatgt
tgaagttecgce
agagcgatgg
ccggggtggt
tgtccggega
ccaccggcaa
agtgcttcag
ccgaaggcta
gcgeegaggt
acttcaagga
acgtctatat
acaacatcga
gcgacggcecce
aagaccccaa
tcactctecgg
atgagatccg
aaaagatcgt
tgaacgcatt
ttgectgett
agaaaaagaa
gctcacattc
gcgaatettt
atgttccaac
caactgcgce
tgctaattte
ttccacttct

agcacgtgct

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580



acgagatttc
ggacgeccggc
caacttgttt
aaataaagca
ttatcataca
aggcggtttg
cgttcggctg
atcaggggat
taaaaaggcc
aaatcgacgc
tceccctgga
gtcegecttt
cagttcggtg
cgaccgctge
atcgccactg
tacagagttc
ctgegetcectg
acaaaccacc
aaaaggatct
aaactcacgt
tttaaattaa
cagttaccaa
catagttgcc
ccccagtget
aaaccagcca
ccagtctatt
caacgttgtt
attcagctce
agcggttage
actcatggtt
ttectgtgact
ttgetcttge

gctcatcatt

gattccaccg
tggatgatcc
attgcagcectt
tttttttcac
tggtcgacct
cgtattggge
cggcgagcgg
aacgcaggaa
gcgttgcetag
tcaagtcaga
agctcecteg
ctececctteagg
taggtcgtte
gccttatceg
gcagcagcca
ttgaagtggt
ctgaagccag
gctggtageg
caagaagatc
taagggattt
aaatgaagtt
tgcttaatca
tgactccceg
gcaatgatac
gccggaaggg
aattgttgce
gccattgcta
ggttcccaac
tcetteggte
atggcagcac
ggtgagtact
ccggcegtcaa

ggaaaacgtt

ES 2651313713

ccgecctteta
tccagecgegyg
ataatggtta
tgcattctag
gcaggaacct
gctcttecge
tatcagctca
agaacatgtg
cgtttttceca
ggtggcgaaa
tgecgectctee
gaagcgtggce
gctccaagcet
gtaactatcg
ctggtaacag
ggcctaacta
ttaccttegg
gtggtttttt
ctttgatctt
tggtcatgag
ttaaatcaat
gtgaggcacc
tcgtgtagat
cgcgagaccce
ccgagecgceag
gggaagctag
caggcatcgt
gatcaaggeg
ctcecgategt
tgcataattce
caaccaagtc
tacgggataa

ctteggggeg

tgaaaggttg
ggatctcatg
caaataaagc
ttgtggtttg
gcattaatga
ttectegete
ctcaaaggcg
agcaaaaggc
taggctcege
cccgacagga
tgttcegace
gcttteteat
gggctgtgtg
tcttgagtce
gattagcaga
cggctacact
aaaaagagtt
tgtttgcaag
ttctacgggg
attatcaaaa
ctaaagtata
tatctcageg
aactacgata
acgctcaccg
aagtggtcct
agtaagtagt
ggtgtcacge
agttacatga
tgtcagaagt
tcttactgte
attctgagaa
taccgegeca

aaaactctca
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ggcttcggaa
ctggagttct
aatagcatca
tccaaactca
atcggccaac
actgactcgce
gtaatacggt
cagcaaaagg
ccccctgacg
ctataaagat
ctgcegetta
agctcacgct
cacgaacccc
aacccggtaa
gcgaggtatg
agaagaacag
ggtagctctt
cagcagatta
tctgacgete
aggatcttca
tatgagtaaa
atctgtctat
cgggagggct
gctccagatt
gcaactttat
tcgeccagtta
tcgtegtttg
tecececececatgt
aagttggccg
atgccatcecg
tagtgtatgc
catagcagaa

aggatcttac

tegtttteeg
tegeecacce
caaatttcac
tcaatgtatc
gcgcggggag
tgcgeteggt
tatccacaga
ccaggaaccg
agcatcacaa
accaggcgtt
ccggatacct
gtaggtatct
ccgttecagee
gacacgactt
taggcggtge
tatttggtat
gatccggcaa
cgcgcagaaa
agtggaacga
cctagatcct
cttggtctga
ttcgtteate
taccatctgg
tatcagcaat
ccgecteocat
atagtttgeg
gtatggette
tgtgcaaaaa
cagtgttatc
taagatgcett
ggcgaccgag
ctttaaaagt

cgctgttgag

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560



atccagtteg
cagcgtttet
gacacggaaa
gggttattgt
ggttceocgege
gacattaacc
tgacggtgaa
ggatgccggg
ctggcttaac
taggcccceee
cgttaactca
gcatggcgeg
gctcctcaca
accactggag
gagcaaaccc
ttecttegege
gaagaacaac
cgcettgggtg
tgcecgeegtg
gtccggtgee
gggcgtteet
attgggcgaa
atccatcatg
cgaccaccaa
cgatcaggat
gctcaaggeg
gccgaatatc
tgtggcggac
cggcgaatgg
catcgectte
caccgccgec

gatcctceag

atgtaaccca
gggtgagcaa
tgttgaatac
ctcatgagcg
acatttcecce
tataaaaata
aacctctgac
agcagacaag
tatgcggcat
actgaccgag
tgccactgag
gcaacggacg
aatagaggag
cggcgcggceg
gaatcagcct
cccttegegt
accaccaaca
gagaggctat
ttcecggetgt
ctgaatgaac
tgcgcagcetg
gtgcegggge
gctgatgcaa
gcgaaacate
gatctggacg
cgecatgcecceg
atggtggaaa
cgctatcagg
gctgaccget
tatcgectte
ttctatgaaa

cgeggggate

ES 2651313713

ctegtgcace
aaacaggaag
tcatactctt
gatacatatt
gaaaagtgcc
ggcgtatcac
acatgcagct
cccgtcaggg
cagagcagat
gtctgtcgat
caaaacttcg
tgtcctcata
aattccactg
gttgggcgeg
tcagacggtc
ccaagcatcc
ccatgattga
tcggctatga
cagcgcaggyg
tgcaggacga
tgctcecgacgt
aggatctcct
tgcggegget
gcatcgageg
aagagcatca
acggcgatga
atggccgett
acatagcgtt
tcctegtget
ttgacgagtt
ggttgggett

tcatgctgga

caactgatct
gcaaaatgcc
cctttttcaa
tgaatgtatt
acctgacgtc
gaggcccttt
cccggagacg
cgcgtcageg
tgtactgaga
aatccacttt
gtctttecta
ctccactgee
acaactgaaa
gaggtcggea
gtgcctaaca
ttcaagttta
acaagatgga
ctgggcacaa
gcgcccggtt
ggcagcgcegg
tgtcactgaa
gtcatctcac
gcatacgctt
agcacgtact
ggggctcgeg
tctegtegtg
ttctggattc
ggctacccgt
ttacggtatc
cttctgacac
cggaatcgtt

gttcttegee

32

tcagcatcett
gcaaaaaagg
tattattgaa
tagaaaaata
taagaaacca
cgtctcgege
gtcacagctt
ggtgttggeg
gtgcaccaag
tccattgatt
acaaaagctc
acacaaggtc
acaatgtatg
gcaaaaacaa
acacgccgtt
tctctctagt
ttgcacgcag
cagacaatcg
ctttttgtca
ctatcgtgge
gcgggaaggyg
cttgctectg
gatccggcta
cggatggaag
ccagccgaac
acccatggceg
atcgactgtg
gatattgctg
gcegetceeg
gtgctacgag
ttccgggacyg

caccccaact

ttactttcac
gaataagggc
gcatttatca
aacaaatagg

ttattatecat

gtttcggtga
gtctgtaagc
ggtgtcgggg
cttccaattt
ttccaggttt
tcctcacaaa
gataaactaa
agagacgatc
gcgactcgee
ctacccecgece
tcaacttcaa
gttcteegge
gctgectctga
agaccgacct
tggccacgac
actggctgct
ccgagaaagt
cctgeccatt
ccggtettgt
tgttcgecag
atgecctgcett
gccggetggg
aagagcttgg
attcgcagceg
atttcgattce
ccggctggat

tgtttattge

4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420

6480
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15
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agcttataat ggttacaaat aaagcaatag catcacaaat ttcacaaata aagcattttt

ttcactgcat tctagttgtg gtttgtccaa actcatcaat gtatcttatc atgtctgaat

tcceggggta c©

<210>6
<211> 1314
<212> AD

<213> Piromyces sp

<220>

<223> proteina isomerasa de xilosa de E2 "Xy1A", codones optimizados

<400> 6

atggctaagg
aacccgctceg
gactggcttc
tttggecggeg
aagcagaagg
tttcacgatg
aaggctgtgg
agcaccgcca
ttecgatgttg
ctecggagceceg
accgaccaga
gcccgecagea
aagcaccagt
gacaaggatt
gagcatgagc
ggcgactace
caggcctgga
gccaagacgc
atggacgcca
acgaagatga
gatggcaagc

cagaccagceg

agtacttccc
cctttcatta
gctttgetat
gtacgaagag
ttgacgctgg
tcgacctegt
ttgcctacct
acgttttcgg
ttgcececgege
agaactacgt
agcgtgagaa
agggttttaa
acgacgtcga
ttaaggtgaa
tecgeectgege
agaacggctg
tggagatcat
gccgtaacag
tggctegege
agaaggagcg
tcaccctgga

gcaagcagga

ccagatccag
ctacgacgcc
ggcttggtgg
ctttcegtgg
tttcgagatt
ttcecgaggge
caaggagaag
ccacaagcgc
tattgtccag
tttttggggce
ggagcacatg
gggtactttt
caccgagacce
catcgaggtt
tgttgacgce
ggacaccgac
cecgtggtgga
cacggacctc
ccttgagaac
ctacgecgtcg
gcaggtgtac

gctctacgag

aagattaagt
gagaaggagg
cacactctct
aacgagggca
atgcagaagc
aactcgatcg
cagaaggaga
tacatgaacg
attaagaacg
ggacgcgagg
gccactatge
ctcattgagc
gccattggcet
aaccacgcta
ggaatgcttg
cagtttccga
ggctttgtta
gaggacatca
gctgctaage
tttgacagcg
gagtacggta

gccattgteg

33

tcgagggtaa
tgatgggcaa
gcgetgaggg
ctgacgctat
teggtattec
aggagtacga
ccggaatcaa
gcgcectccac
ccatcgacgc
gttacatgtc
ttaccatggce
cgaagcccat
teccttaagge
cgettgecgg
gttccattga
ttgaccagta
ccggtggtac
tcattgctca
tcctceccagga
gaatcggtaa
agaagaacgg

ccatgtacca

ggacagcaag
gaagatgaag
cgcggaccag
tgagattgct
gtactactgc
gtcgaacctc
gctcctetgg
caaccctgac
tggtatcgag
cctcctcaac
ccgcgactac
ggagccgacc
ccacaacctt
ccacaccttt
cgccaaccgce
cgagctegtce
gaacttcgac
tgtgtcggge
gagcccctac
ggacttcgag
cgagccgaag

gtag

6540

6600

6611

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1314



10

<210>7
<211> 1485
<212> ADN

<213> Piromyces sp.

<220>

ES 2651313713

<223> proteina cinasa de xilulosa de E2 "XyIB", codones optimizados

<400> 7

atgaagaccg
tacgagaaga
gacggaaccce
aagctctccg
ggcttegtce
accgccactg
atcgacgcgce
aagcgcaaca
ctcaactgga
ctttttgatt
ctgctcgacc
gaggccgcca
aacatgatgg
ggcacctceg
ctcagcggcet
accgtcgeca
gaggctgcta
gagcgcaccce
acgtccegeg
ggcctcgatg
ggttcgaagt
gtcececectte
aagaaccagt
gagtccaaga

gagtactgca

tcgccggeat
aggagatcat
gcgagcagac
ctgataacaa
ctectegatge
tggaggagtg
tcggcaacct
agcccgaggce
agctgactgg
cgaagaaccg
ttctcecctaa
aggcgtacgg
gtgeggtegg
gaactcttta
tctgcagcectce
ccgagttegt
agtcccccetg
cgaacctccce
ccaacatcgc
cgtttcgtaa
ccgacctctg
tcgaggagge
ccggtaagtg
acgccaaccce

aggtcgttaa

cgatcttgga
cgagtcecgecc
gactgagtgg
gaagaccatt
gaacggaaag
caagatcatt
catgctcacc
ctttgctaac
agactacgtc
ctgctggteg
gctcattgag
cattcccgece
tactggcacc
cggctactcg
cacgggcggce
ccgcaacctt
cggcagcgag
caacggccgce
tegegectece
gctcggatte
gcgeccagate
cgccgececte
cgacatcgtc
gattgccgag

cacgctcage

acccagtcca
tcgtgcecta
tttgacaagg
gaggcgattg
gcgctctaca
actgacgccg
ggattcaccg
ctcaagtaca
atggagtacg
aagaagattt
cccteggecce
ggaatccccg
gtcgctgacg
gacaagccta
tggcttcececce
tttcagatgg
ggcgttcttg
gcctcgatta
tttgagtcgg
cagcccaagg
gctgctgaca
ggcggagetg
gagctttgca
aacgtcgceg

cctctgtacg

34

tgaaggttgt
tggagctcat
gtctcgaggt
gcatctcegg
acatcaagcect
ccggcggcega
ccccgaagat
ttatgctgcce
gcgacgcctce
gcgacattat
ccgeccggtaa
tttcegetgg
gattcctcac
tttcecgaccce
tcetttgecac
atatcaagga
tcattcecttt
ccggectcac
ccgtctttge
agattcgect
ttatgaacct
tccaggcececct
aggagcatat
tgtacgataa

cctaa

catttacgac
tagcgagtcg
gtgctttgga
ccagctccac
ctggtgecgac
caaggctgtc
tctetggetce
ccacgattac
cggcaccgcec
tgatcctaag
ggtcaacgac
cggcggtgat
gatgagcatg
ggctaacggc
catgaactgc
gctgaacgtc
cttcaacggce
ctccgecgaac
catgcgecggt
catcggecggt
tcccatcegt
ttggtgceccectt
caagattgac

ggcctacgat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1485
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<210> 8

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 5' CL0130

<400> 8
cctcgggegg cgtcctctt 19

<210>9

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 3' CL0130

<400> 9
ggcggcctte teetggttge 20

<210> 10

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 5' CL0131

<400> 10
ctactccgtt gttgccgeca tect 24

<210> 11

<211> 22

<212> ADN

<213> Cebador 3' CL0131

<400> 11
ccgccgacca taccgagaac ga 22

<210> 12

<211> 9291

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> vector pCL0120

<400> 12

35



ctcttatctg
tgecectegetce
gctagectecge
ggcgeggate
gaagaagaaa
gtccegegga
gcgcacctcet
tcgeegecte
ggcactccgce

ccccgegage

cctecgegeeg
gcgcaggcgyg
tcgegeegtg
gatcgatcca
ggaaaaagaa
gcctcegegt
cgeccgeccce
cgctegegge
accttttgeg

gcggccgegt

ES 2651313713

ttgaccgeceg
gcgggcgagt
ctgcagccag
tcgatccatc
aggegtgege
tagtccecge
tcgegecteg
cgegtegece
ccegetgecg

cgccgegeaa

cttgactctt
gggtgggtce
cagggcagca
gatccatcga
acccgagtgce
cccgegecge
ccgattcece
gcgeccceget
ccgeegegge

agactcgceg

36

ggcgcttgece
gcagccttce
ccgcacggcea
tcgtgeggte
gcgctgageg
gcagtcccce
gcctececectt
ccctatctge
cgeeceegecy

cgtgecegece

gcteocgeatcece
gcgetegece
ggcaggtccc
aaaaagaaag
cccgetegeg
gggaggcatc
ttcegettet
tccecagggg
ccectggttte

cgagcaacgg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600



gtggcggegg
taggcgaaac
accgccaacg
cagggacgag
cgcgggagceg
aaggcgettg
gtatcttgeg
gcacagagaa
gacctcggte
ctgcacccece
gcccatectg
gggcgagggce
gctgececegtg
ccgetaccee
cgtccaggag
gaagttcgag
ggacggcaac
catggccgac
ggacggcagc
cgtgctgectg
cgagaagcgce
catggacgag
aaagtgaacc
attacatagt
caagccactt
cttggtcaga
aaagtttgte
tcgetegegt
acatgagegt
cttgecatagg
atcgecctcat
gcectgacget

tcectcagaca

cgcggcggeg
gcocgcceceqg
cagagaccga
gagcacgacg
agcgtgeatg
gatcgcgaga
tgcttggacg
gaagcagttc
gcaattttge
accgaccaga
gtcgagetgg
gatgccacct
ccctggecea
gaccacatga
cgcaccatct
ggcgacacce
atcctgggac
aagcagaaga
gtgecagctcg
cccgacaacce
gatcacatgg
ctgtacaagce
ttgtcctaac
atttttcccce
gtctgggttt
cggcccaaaa
gaccaccgte
aagaatctta
tttcaagetg
cctegttgeg
tgtgacgtga
ccttettttg

tgecettgge
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ggcggggcge
ggcgccgecg
gaccgaggta
ccgcgecgeg
tttecegegeg
gggccagcca
aggagactga
gaaagcgact
ttgtggccaa
cgatggtgag
acggcgacgt
acggcaagct
ccctegtgac
agcagcacga
tcttcaagga
tggtgaaccg
acaagctgga
acggcatcaa
cecgaccacta
actacctgag
tcctgectgga
accaccatca
ccgacagcga
tactctttgt
acttgtttgt
aagggaaaaa
atcagaaagc
gccacgecata
gagcgtgaga
atccgctage
gttcagattc
tgettccatg

tgcctegace

ggcggegegt
ccgeecgete
cgtegegece
ccgegegggg
agacgacgcce
ggctggaggce
cgaggaggac
actagcaagc
catagccace
caagggcgag
aaacggccac
gaccctgaag
caccctgace
cttecttcaag
cgacggcaac
catcgagcetg
gtacaactac
ggtgaacttc
ccagcagaac
cacccagtcc
gttcgtgacce
ccaccactaa
atggcgggag
gtttgtettt
ttgettgett
attcattcat
aagagaagag
cgaagtaatt
tcataccttt
aatgecgtegt
ttctegagac
acacgccget

tgcteggtaa

37

aggcgggget
cagagcagte
gagcacgccg
g999999aggg
gegegegetg
gaaaatgggt
ggatacgtecg
aagggatcca
gcectegege
gagctgtteca
aagttcagcg
ttcatctgeca
tacggecgtge
tccgecatge
tacaagaccce
aagggcatcg
aacagccaca
aagatccgece
acccccateg
gccctgagea
gccgecggga
catatgagtt
ggggcggget
tttttttttt
gettgettge
ggcacagata
aaacactcge
tgtccatctg
cttgatcgta
actccegttg
cttegagege
tcaccgtgeg

aacgggeccece

aggcgcecggce
gccgegecag
cgacgcgcegg
agaggcagga
gagaggagat
ggagaggata
atgatgatgt
tgaagttege
agagcgatgg
ccggggtggt
tgtccggega
ccaccggcaa
agtgcttcag
ccgaaggcta
gcgcegaggt
acttcaagga
acgtctatat
acaacatcga
gcgacggecec
aagaccccaa
tcactctcgg
atgagatccg
aaaagatcgt
tgaacgcatt
ttgectgett
agaaaaagaa
gctcacatte
gcgaatcttt
atgttccaac
caactgecgee
tgctaattte
ttececacttet

agcacgtgcet

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580



acgagattte
ggacgccgge
caacttgttt
aaataaagca
ttatcataca
aggcggtttg
cgttcggectg
atcaggggat
taaaaaggcc
aaatcgacge
tcecectgga
gtccgecttt
cagttcggtg
cgaccgctge
atcgccactg
tacagagttc
ctgegetcetg
acaaaccacc
aaaaggatct
aaactcacgt
tttaaattaa
cagttaccaa
catagttgcc
ccccagtget
aaaccagcca
ccagtctatt
caacgttgtt
attcagctce
agcggttage
actcatggtt
ttctgtgact

ttgctettge

gattccaccg
tggatgatcc
attgcagctt
tttttttecac
tggtcgacct
cgtattggge
cggcgagcgg
aacgcaggaa
gegttgetgg
tcaagtcaga
agctcccteg
ctcecttegg
taggtegtte
gcecttatceceg
gcagcagcca
ttgaagtggt
ctgaagccag
gctggtageg
caagaagatc
taagggattt
aaatgaagtt
tgcttaatca
tgactcceceg
gcaatgatac
gccggaaggg
aattgttgcece
gccattgcta
ggttcccaac
tcectteggte
atggcagcac
ggtgagtact

ccggcgtcaa
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ccgectteta
tccagcgegg
ataatggtta
tgcattctag
gcaggaacct
gctctteege
tatcagctca
agaacatgtg
cgtttttcca
ggtggcgaaa
tgcgctetee
gaagcgtggce
gctccaaget
gtaactatcg
ctggtaacag
ggcctaacta
ttaccttecgg
gtggtttttt
ctttgatctt
tggtcatgag
ttaaatcaat
gtgaggcacc
tcgtgtagat
cgcgagaccc
ccgagcgceag
gggaagctag
caggcatcgt
gatcaaggcg
ctccgategt
tgcataattc
caaccaagtc

tacgggataa

tgaaaggttg
ggatctcatg
caaataaagc
ttgtggtttg
gcattaatga
ttecctegete
ctcaaaggcg
agcaaaaggc
taggctccge
cccgacagga
tgttccgace
gctttcteat
gggctgtgtg
tcttgagtce
gattagcaga
cggctacact
aaaaagagtt
tgtttgcaag
ttctacgggg
attatcaaaa
ctaaagtata
tatctcagcg
aactacgata
acgctcaccg
aagtggtcct
agtaagtagt
ggtgtcacge
agttacatga
tgtcagaagt
tcttactgtce
attctgagaa

taccgcgcecca

38

ggcttcggaa
ctggagttct
aatagcatca
tccaaactca
atcggccaac
actgactcge
gtaatacggt
cagcaaaagg
cccectgacg
ctataaagat
ctgeccgetta
agctcacgcet
cacgaacccc
aacccggtaa
gcgaggtatg
agaagaacag
ggtagetett
cagcagatta
tctgacgcecte
aggatcttca
tatgagtaaa
atctgtctat
cgggagggct
gctccagatt
gcaactttat
tcgccagtta
tcgtcegtttg
tcceccatgt
aagttggccg
atgccatccg
tagtgtatgce

catagcagaa

tegtttteceg
tecgecccacce
caaatttcac
tcaatgtatc
gcgcggggag
tgcgeteggt
tatccacaga
ccaggaaccg
agcatcacaa
accaggcgtt
ccggatacct
gtaggtatct
ccgttcagee
gacacgactt
taggcggtge
tatttggtat
gatccggcaa
cgcgcagaaa
agtggaacga
cctagatcect
cttggtctga
ttcgttecate
taccatctgg
tatcagcaat
ccgccteccat
atagtttgeg
gtatggcttc
tgtgcaaaaa
cagtgttatc
taagatgctt
ggcgaccgag

ctttaaaagt

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500



gctcatcatt
atccagttcg
cagcgtttet
gacacggaaa
gggttattgt
ggttecegege
gacattaacc
tgacggtgaa
ggatgcegag
ctggcttaac
acgcaactag
tgtgcacaac
gcgcgcaage
aatccgcgat
gtcactggca
ttecgtaacct
gcactgtcag
gcgecctggac
accagcagcc
cggegtgtge
ctgcagagcg
cgcacttgeg
acagtgggceg
gccgecgeac
atggcgggca
aaaaagaaag
agaaatgaaa
ggaggagcgce
cgagcgagceg
atgagcgcga
cctgtaaage
gccgeggegt

gcgttctcca

ggaaaacgtt
atgtaaccca
gggtgagcaa
tgttgaatac
ctcatgagceg
acatttccce
tataaaaata
aacctctgac
agcagacaag
tatgcggcat
gcccaggect
cgtgttttge
gactgcgact
gggtcagcetg
tgtcctagea
tctcgcaace
tcagtcagtce
cgctgetget
gccagtcgac
aaactaacgt
cagcgcgcaa
ggcgcggcege
caaagccgcg
acagaagtat
aggaaaggag
aaagaaagaa
gcacggcacg
gcgcaggace
cgcgagcgag
ccegegegge
agcagcagca
tctegtecgg

cgggacgcgg
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cttcggggcg
ctegtgecacce
aaacaggaag
tcatactctt
gatacatatt
gaaaagtgcc
ggcgtatcac
acatgcagct
ccecgtcaggg
cagagcagat
actttcactg
acaaagcgca
gcgaggatga
ccattcgcge
tctttacgeg
gcgaatcgcc
agtcgtgcge
actgctagtg
gccagccagg
tgaccactgg
gtgcagaatg
ggaacagtgc
cagtaagcag
acgcgggccg
gagacggaaa
agaaagaaag
gcaaagcaaa
cgcgeggcega
caaggcttge
gacgaggaca
gcagcagctg
cacgggcgga

ccccaacgeg

aaaactctca
caactgatct
gcaaaatgcc
cctttttcaa
tgaatgtatt
acctgacgtc
gaggcccttt
cccggagacg
cgecgtcageg
tgtactgaga
tgtcttgtct
agatgctcac
ggatgactgg
atgacgcctg
agcaaaattc
gtttcagect
gctgttccag
gcacggcagg
ggaaagtccg
cgcccgecga
cgcgaaagat
ggaaaggagc
cggcggggaa
aagtggggcg
gagggcggga
aaagctcgga
gcaaagcaga
gcgagcgage
tgcgagcegat
gcggcggcege
cgegtaggeg
gacgcggcca

acacgcgaga

39

aggatcttac
tcagcatctt
gcaaaaaagg
tattattgaa
tagaaaaata
taagaaacca
cgtctegege
gtcacagctt
ggtgttggeg
gtgcaccaag
tgectttcac
tcgactgtga
cagecctgtte
cgagagacaa
aatcgettta
gactaatctg
caccgaggtc
taggagcttg
gcgtcgaagg
cacgagcagg
ccacttgcge
ggtgcagacg
cggtatacgc
tcgcgegegg
aagagagaga
gccacgccge
cccagccaga
acggcgcgceg
cgagcgagcg
tgtcctegge
cggegtegge
agaaggcggc

agagctcgcet

cgctgttgag
ttactttcac
gaataagggc
gcatttatca
aacaaatagg
ttattatcat
gtttcggtga
gtctgtaage
ggtgtcgggg
ctttgeccteca
accgaccgag
agcaaaggtt
aaaaactgaa
gttaactcgt
ttttttcagt
cagctgcgtg
gcgegtegee
ttgccggaac
gagaggaagg
aagcaggcag
gcggcgggcg
gcgegeagtg
agtgcegegg
gaagtgcgga
gagagagtga
ggggagagag
cccagccgag
agcgagcgag
agcgggaagg
gctgacgacg
acggctggeg
cgcggcgagyg

ggccacggte

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480



caggcggcega
ctcatgcgeg
gtttttgatg
gggcgecgge
cgtcaccteg
cggtacgecg
tttccaggag
caaggacgtg
ccgcecgggt
aatgcccgac
caaggagcgc
ccgtgeggag
ccecggetgtg
gggtctcgge
ctctgectac
ctttgatgat
gcgcgagggce
cgtccagcecce
ccacgtgcag
gcaccctttt
cctcacggag
ctacatcacc
caagccgege
ggccattgge
ttcttatteg
gattcttctt
cgacaagcgc
cgatgcgtge
agtttctcga
tegtettgee
agcccaagga

gcaagtgcgce

cggacgatgc
agcaccaggt
ccatttttga
cacatggccg
ggccctggag
ctgctcgtgt
tgtgacattg
aaggagctcc
ccecgtgeteg
agctccccece
attggcgcete
cgacccgtca
ctcaaggagt
ggctttgacg
gccaactact
cgtgtgacgg
cgcggtggea
accgtcgcgg
cgccaggagce
ctgctcgagt
cttaacaagc
acgggcgtcg
cagtggatct
gccaagattg
atgaccggta
ttgcagaaca
tactecgggcece
caagggtctc
gtacgatgag
catggtccce
cgcctaagtt

aagcgccttg

ES 2651313713

gcgettegte
ggacaccatc
gagtgacgceg
agggctacgce
ccaccaacac
tcacecggeeca
ttggcatcag
cgecgeegeat
tcgatcttee
aggttgctgt
ctggcacggce
tctatgectgg
tcgeocggagaa
agcgtagtce
cgatgcagaa
gccgegttga
tcgttecactt
tcctcecggega
gegageegtyg
ctgttgattc
agattctcga
gaagccacca
cctegggtgy
ccaagcccga
tggaattgat
actttcaggg
accgccatgt
tactgcgega
ggtccegtee
gctggettte
cttttttecca

ccttgetttg

ggcctgaccg
tttggctace
cttcaagttce
gcgegecacyg
catcaccceg
ggtgcagacc
ccgegegtge
caatgaggcc
taaggatgtg
gcgccagaag
cgacttcaag
ccagggtgte
ggccaacatt
ccteteeccete
cgeccgatett
cgecetttget
tgagatttece
cgtggtegag
gtttgcgeag
ggacgacaag
gattcaggag
gatgcaggca
cgececggceact
tgctattgtt
cacagcagcc
catggtcaag
tcaacccgeg
aacagtcgga
tcctegaggt
cgcteccacga
tggegggega

cttegetteg

40

gcgcccaaat
ctggeggege
attctegete
ggcaagccecg
atcatggatg
tctgetgteg
accaagtgga
tttgagattg
accgcegttg
caaaaggtcg
ctcattgceccg
atgcagagcc
cccgtgacca
aagatgcteg
atcctggege
ccggaggetce
cccaagaacce
aacctcgcca
atcgeccgatt
gttctcaagce
aaggacgccg
gcgecagttee
atgggctacg
attgacatcg
gaattcaagg
aacgttcagg
cttcgacaag
gctcaaggac
tttecgtggac
gatggtcecte
gcgagcgage

ctttgetttg

ctttcatgag
cattctgeece
gccacgagca
gegttgtect
cttacatgga
gcacggacge
acgtcatggt
ccatgagegg
agctcaagga
agcttttecca
agatgatcaa
cgttgaatgg
ccaccatgca
gcatgcacgg
tcggtgeceg
gcecgtgeccga
tccacaaggt
acgtcacgcc
ggaaggagaa
cgcagcaggt
accaggaggt
ttacctggac
gccocttececte
atggtgatgce
ttggegtgaa
atctctttta
gtecgeegatg
aagatcaagg
aaggacacgc
gagcctecta
gcgegagege

cttcacacaa

6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340

8400
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cctaagtatg
catccggccg
atccgatacg
ggccaacgcg
tttggactgt
tgcatccgtt
cgctccgacg
atctctggag
atgcaggata
tcgtecttgg
gggtggactc
tagaaatagg
tcgecegecat
acgacagtgg
tcgggegteg
<210> 13

<211> 6219
<212> ADN

aattcaagtt
gccgtececttg
ttecegececccee
ccgctcaget
gagtgttatt
cgggccctge
cgagggcteg
cgcaaggaag
tacccggggce
cagagccgag
cgatcgaggc
gagtgccgga
gccgecegteco
gacagagctc

tcgegtgeca

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> vector pCL0123

<400> 13

ES 2651313713

ttcttgcettg
acgccttcge
tcacgtcegt
cagcttgtcg
atgccactag
aggcgtggac
agctcgccge
acacggcgac
gggacattcg
cgcgaacggt
gcaggttctc
gtcttgacge
cgtctgtege
gaggcgacgce

aagtgaaaat

tcggcgatge
ttccggegeg
ctgcgcacga
acgagtcgca
cacgcaacga
gcgagtecgcecce
gcccgegega
gcgaggagga
ttccgeatac
tccgaacgceg
cgcaggttct
gcecttagcetce
tgegetggece
gaatcgctcecg

agtagggggg

41

ctgcctgeca
gccatcgatt
ccecctgecacg
cgtcacatat
tctteggggt
gccgagacgce
tgtctgcectg
ccgaagagag
actcccccat
gcaaggattt
cgcaggccgg
actcteccgee
gcgaccgget
ggttgtaagg

ggggggggta

accagccagc
caattcaccc
accacgccaa
ctcagatgca
cctecgetcat
tgcagcaggce
gcgecgactg
acgctggggt
tcgagecttge
tggctctggt
cagtggtcgt
cacgcgegcea
gcgeccagagt
gtttcaaggg

c

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9291



ctcttatctg
tgcctegete
gctagctege
ggcgeggate
gaagaagaaa
gtcececgegga
gcgcacctcet
tecgecgectce
ggcactccgce
cccecgegage
gtggcggegg
taggcgaaac

accgccaacg

cctcgegeeg
gcgcaggcgyg
tcgegeegtg
gatcgatcca
ggaaaaagaa
gccteegegt
cgcegecece
cgctegegge
accttttgcg
gcggecgegt
cgcggeggeg
gccgecceeyg

cagagaccga

ES 2651313713

ttgaccgeceg
gcgggegagt
ctgcagccag
tcgatccate
aggcgtgege
tagtccecege
tcgegecteg
cgecgtegece
cccgcetgeeg
cgccgegeaa
ggcggggcge
ggcgeegecg

gaccgaggta

cttgactctt
gggtgggtce
cagggcagca
gatccatcga
acccgagtgce
ccecgegeege

ccgattccecce

ggcgcttgee
gcagccttece
ccgcacggea
tcgtgeggte
gcgctgageg
gcagteccecece

gcctcececett

gcgececget
ccgeccgegge
agactcgceg
ggcggegegt
ccgecegete

cgtcgegececce

42

ccctatctge
cgccecegecg
cgtgecegece
aggcggggcet
cagagcagtc

gagcacgccg

gctegeatce
gcgcectegece
ggcaggtcce
aaaaagaaag
cccgetegeg
gggaggcatc
ttecegettcet
tcececcagggg
ccctggttte
cgagcaacgg
aggcgccggce
gccgegecag

cgacgcgcgg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780



cagggacgag
cgcgggagcg
aaggcgcttg
gtatcttgeg
gcacagagaa
gacctcggte
ctgcaccecce
gcccatcctg
gggcgagggce
gctgceegtg
ccgetaccee
cgtccaggag
gaagttcgag
ggacggcaac
catggccgac
ggacggcagce
cgtgctgetg
cgagaagcgce
catggacgag
aaagtgaacc
attacatagt
caagccactt
cttggtcaga
aaagtttgte
tegetegegt
acatgagcgt
cttgcatagg
atcgectceat
gcctgacget
tcctcagaca
acgagattte

ggacgccgge

gagcacgacg
agcgtgcatg
gatcgcgaga
tgcttggacg
gaagcagttc
gcaattttge
accgaccaga
gtcgagetgg
gatgccacct
ccectggecca
gaccacatga
cgcaccatct
ggcgacacce
atcctgggac
aagcagaaga
gtgcagctcg
cccgacaace
gatcacatgg
ctgtacaagce
ttgtcctaac
atttttecece
gtetgggttt
cggcccaaaa
gaccaccgte
aagaatctta
tttcaagcetg
cctegttgeg
tgtgacgtga
ccttettttg
tgcecttgge
gattccaccg

tggatgatcc

ES 2651313713

ccgegecgeg
tttccgegeg
gggccagcca
aggagactga
gaaagcgact
ttgtggccaa
cgatggtgag
acggcgacgt
acggcaagct
ccetegtgac
agcagcacga
tcttcaagga
tggtgaaccg
acaagctgga
acggcatcaa
ccgaccacta
actacctgag
tcctgetgga
accaccatca
ccgacagcga
tactctttgt
acttgtttgt
aagggaaaaa
atcagaaagc
gccacgcata
gagcgtgaga
atcecgetage
gttcagatte
tgcttccatg
tgecctegace
ccgecttceta

tccagegegg

ccgcgcgggag
agacgacgcc
ggctggagge
cgaggaggac
actagcaagc
catagccacc
caagggcgag
aaacggccac
gaccctgaag
caccctgacc
cttcttcaag
cgacggcaac
catcgagctg
gtacaactac
ggtgaacttc
ccagcagaac
cacccagtce
gttcgtgace
ccaccactaa
atggcgggag
gtttgtcttt
ttgcttgett
attcattcat
aagagaagag
cgaagtaatt
tcataccttt
aatgcgtcgt
ttctcgagac
acacgccgcet
tgcteggtaa
tgaaaggttg

ggatctcatg

43

99g9g9g9gaggg
gcgegegetg
gaaaatgggt

ggatacgteg

aagggatcca
gcecctegege
gagctgttca
aagttcagcg
ttcatctgeca
tacggcgtge
tcegecatge
tacaagaccc
aagggcatcg
aacagccaca
aagatccgcee
acccccecatcg
gccctgagea
gccgcecggga
catatgagtt
ggggcgggct
tttttttttt
gcttgettge
ggcacagata
aaacactcgce
tgtccatctg
cttgatcgta
actcccgttg
cttcgagege
tcaccgtgeg

aacgggccce

ggcttcggaa

ctggagttct

agaggcagga
gagaggagat
ggagaggata
atgatgatgt
tgaagttcge
agagcgatgg
ccggggtggt
tgtccggega
ccaccggcaa
agtgcttcag
ccgaaggcta
gcgcegaggt
acttcaagga
acgtctatat
acaacatcga
gcgacggccc
aagaccccaa
tcactctegg
atgagatccg
aaaagatcgt
tgaacgcatt
ttgecctgett
agaaaaagaa
gctcacattc
gcgaatcttt
atgttccaac
caactgcgcce
tgctaattte
ttccacttct
agcacgtgct
tcgttttceg

tecgeccacce

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640

2700



caacttgttt
aaataaagca
ttatcataca
aggcggtttg
cgttcggetg
atcaggggat
taaaaaggcc
aaatcgacgc
tceccectgga
gtcegecttt
cagttcggtg
cgaccgctge
atcgccactg
tacagagttc
ctgegetetg
acaaaccacc
aaaaggatct
aaactcacgt
tttaaattaa
cagttaccaa
catagttgce
ccccagtget
aaaccagcca
ccagtctatt
caacgttgtt
attcagctce
agcggttage
actcatggtt
ttctgtgact
ttgetettge
gctcatcatt
atccagttcg

cagcgtttct

attgcagctt
tttttttcac
tggtcgacct
cgtattgggce
cggcgagcgg
aacgcaggaa
gegttgetgg
tcaagtcaga
agctcecctceg
ctceettegg
taggtecgtte
gccttatceg
gcagcagcca
ttgaagtggt
ctgaagccag
gctggtageg
caagaagatc
taagggattt
aaatgaagtt
tgcttaatca
tgactccceg
gcaatgatac
gccggaaggg
aattgttgee
gccattgcta
ggttceccaac
tcetteggte
atggcagcac
ggtgagtact
ccggcgtcaa
ggaaaacgtt

atgtaaccca

gggtgagcaa

ES 2651313713

ataatggtta
tgcattctag
gcaggaacct
gctcttecge
tatcagctca
agaacatgtg
cgtttttcca
ggtggcgaaa
tgcgectectee
gaagegtgge
gctccaagcet
gtaactatcg
ctggtaacag
ggcctaacta
ttaccttecgg
gtggtttttt
ctttgatctt
tggtcatgag
ttaaatcaat
gtgaggcacc
tegtgtagat
cgcgagacce
ccgagcgeag
gggaagctag
caggcatcegt
gatcaaggcg
ctccgategt
tgcataattc
caaccaagtc
tacgggataa
cttcggggeg
ctcgtgcacce

aaacaggaag

caaataaagc
ttgtggtttg
gcattaatga
ttcctegete
ctcaaaggcg
agcaaaaggc
taggctecege
cccgacagga
tgttcegace
gctttctcat
gggctgtgtg
tcttgagtece
gattagcaga
cggctacact
aaaaagagtt
tgtttgcaag
ttctacgggg
attatcaaaa
ctaaagtata
tatctcageg
aactacgata
acgctcaccg
aagtggtcct
agtaagtagt
ggtgtcacge
agttacatga
tgtcagaagt
tcttactgte
attctgagaa
taccgegececa
aaaactctca
caactgatct

gcaaaatgcc

44

aatagcatca
tccaaactca
atcggccaac
actgactcge
gtaatacggt
cagcaaaagg
cccectgacg
ctataaagat
ctgececgetta
agctcacget
cacgaacccce
aacccggtaa
gcgaggtatg
agaagaacag
ggtagctctt
cagcagatta
tctgacgete
aggatcttca
tatgagtaaa
atctgtctat
cgggaggget
gctccagatt
gcaactttat
tcgecagtta
tcgtegtttg
tcceccatgt
aagttggceg
atgccatcecg
tagtgtatgc
catagcagaa
aggatcttac
tcagcatctt

gcaaaaaagg

caaatttcac
tcaatgtate
gcgcggggag
tgcgecteggt
tatccacaga
ccaggaaccg
agcatcacaa
accaggegtt
ccggatacct
gtaggtatct
ccgtteagece
gacacgactt
taggeggtge
tatttggtat
gatccggeaa
cgcgcagaaa
agtggaacga
cctagatcct
cttggtctga
ttegtteate
taccatctgg
tatcagcaat
ccgectecat
atagtttgeg
gtatggecttce
tgtgcaaaaa
cagtgttatc
taagatgctt
ggcgaccgag
ctttaaaagt
cgctgttgag
ttactttcac

gaataagggc

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680
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gacacggaaa

gggttattgt
ggttcegege
gacattaacc
tgacggtgaa
ggatgceggg
ctggcttaac
taggccececce
cgttaactca
gcatggcgceg
gctcctcaca
accactggag
gagcaaaccc
ttecttegege
gaagaacaac
aagagcaacg
agctctectet
accttgtgca
ttgtatecgte
acaggtgcectt
gccgacggea
cgtgcteegt
gaatcgtttt
tettegecea
tcacaaattt
tcatcaatgt
<210> 14

<211> 10029
<212> ADN

tgttgaatac
ctcatgagcg
acatttccecc
tataaaaata
aacctctgac
agcagacaag
tatgcggecat
actgaccgag
tgccactgag
gcaacggacg
aatagaggag
cggcgcggcg
gaatcagcct
cccttegegt
accaccaaca
gctacaatca
agcgacggcece
gaactcgtgg
gcgatcggaa
ctcgatctge
gttgggattce
gctacgagat
ccgggacgcece
ccccaacttg
cacaaataaa

atcttatcat

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> vector pCL0130

<400> 14

ES 2651313713

tcatactectt

gatacatatt

gaaaagtgcc
ggcgtatcac
acatgcagct
cccgtcaggg
cagagcagat
gtctgtcgat
caaaacttcg
tgtecctcata
aattccactg
gttgggcgeg
tcagacggtc
ccaagcatcc
ccatgatgcc
acagcatccc
gcatcttcac
tgctgggcac
atgagaacag
atcctgggat
gtgaattgct
ttcgattcca
ggctggatga
tttattgcag
gecattttttt

gtctgaattc

cctttttcaa
tgaatgtatt
acctgacgtc
gaggcccttt
cccggagacg
cgcgtcageg
tgtactgaga
aatccacttt
gtctttecta
ctccactgece
acaactgaaa
gaggtcggcea
gtgcctaaca
ttcaagttta
tttgtctcaa
catctctgaa
tggtgtcaat
tgctgectget
gggcatcttg
caaagccata
gccctetggt
ccgeegectt
tccteccageg
cttataatgg
cactgcattc

ccggggtac

tattattgaa
tagaaaaata
taagaaacca
cgtctecgege
gtcacagctt
ggtgttggeg
gtgcaccaag
tccattgatt
acaaaagctce
acacaaggtc
acaatgtatg
gcaaaaacaa
acacgccgtt
tctectctagt
gaagaatcca
gactacagcg
gtatatcatt
gcggeagetg
agcccctgtg
gtgaaggaca

tatgtgtggg

ctatgaaagg
cggggatctce

ttacaaataa

tagttgtggt

gcatttatca
aacaaatagg

ttattatcat

gtttcggtga
gtctgtaagce
ggtgtcgggg
cttccaattt
ttccaggttt
tcctecacaaa
gataaactaa
agagacgatc
gcgactcgec
ctaccccgece
tcaacttcaa
ccctcattga
tcgeccagege
ttactggggg
gcaacctgac
gacggtgeeg
gtgatggaca
agggctaaca
ttgggctteg
atgctggagt
agcaatagca

ttgtccaaac

ctecttatectg cocteogegeeg ttgaccgeeg cttgactett ggegettgec getegeatec

45

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6219

60



tgcectegete
gctagctege
ggcgeggatc
gaagaagaaa
gtcecgegga
gcgecacctcet
tecgecegecte
ggcactcege
ccececgegage
gtggcggegyg
taggcgaaac
accgccaacg
cagggacgag
cgcgggagceg
aaggcgcttg
gtatcttgeg
gcacagagaa
ggataaccgce
catggccatc
cggcactatc
gcactcctte
cttcggegee
cctcagcgec
ccecectgete
catccegete
ctaccagtgg
gcacatgacc
catccttggt
caaccaggag
tgatagecett
taagtccage
cggcgttgee

caccaccttt

gcgcaggcgg
tcgegeegtg
gatcgatcca
ggaaaaagaa
gccteegegt
cgcecgeccce
cgctcgegge
accttttgeg
gcggecgegt
cgcggcggcg
gcecgeeccceg
cagagaccga
gagcacgacg
agcgtgcatg
gatcgecgaga
tgcttggacg
gaagcagtte
atggttaagce
attgttggece
tcgggcgtca
accgctgacg
ctctgegece
ctcattgtet
tgegegggec
taccagtccg
gccatcacta
aactccggtt
attggcatga
aaggccgccg
gaggagctte
tggtcccagg
attcaggcct

tttaagcgeg

ES 2651313713

gcgggcegagt
ctgcagccag
tcgatcecatc
aggcgtgege
tagtceceege
tcgegeceteg
cgcgtcgece
ccegetgecg
cgccgegeaa
ggcggggcge
ggcgccgecg
gaccgaggta
ccgecgecgeg
tttcegegeg
gggccagcca
aggagactga
gaaagcgact
gctttgtcaa
tcttegegge
tgactatgga
agtcgtcget
cgttcctcaa
ttaacatcag
gcgttatege
agactgctce
tcggactttt
cgtaccgtat
ttttecteece
agtccctege
gcgatattac
tcttttecca

ttcagcagct

ccggagtcaa

gggtgggtce
cagggcagca
gatccatcga
acccgagtgce
cccgegecge
ccgattececece
gcgeccceget
ccgeegegge
agactcgccg
ggcggegegt
ccgeecgete
cgtegegece
ccgcgegggg
agacgacgcce
ggctggagge
cgaggaggac
actagcaagc
cgtgggcgag
ctcgggegge
ctacgttctc
catcgtttce
cgatacccte
cgccatccte
cggtttcggt
gaagtggatt
cctecgettee
tecectetggee
tgagacccce
ccgtctecege
tgcegectac
caagaaccat
caccggagtt

cggattcacc

46

gcagccttce
ccgcacggca
tcgtgeggte
gcgetgageg
gcagtceecece
gectececett
ccctatcectge
cgcccegecg
cgtgcegece
aggegggget
cagagcagtc
gagcacgccg
9999992999
gcgegegetg
gaaaatgggt
ggatacgtcg
aagggatcca
aagaaggccg
gtecctetteg
gccegetace
attctttcgg
ggccgecget
caggtcattt
gtcggectca
cgcggegeca
tgcgtcaaca
atccagtgce
cgcttctgga
aagctcccca
gagttcgaga
cagctcaage
aactttatct

atcagccttg

gcgctegece
ggcaggtcce
aaaaagaaag
cccgetegeg
gggaggcatc
ttccgettet
tcceccagggg
ccetggttte
cgagcaacgg
aggcgccggce
gccgegecag
cgacgcgegg
agaggcagga
gagaggagat
ggagaggata
atgatgatgt
tgggcctega
gtagcaccge
gctacgacac
cctccaacaa
tcggcacctt
ggtgcctcat
ccaccgccat
tttccgecac
tcgtttoctg
agggcaccga
tetggggect
tttcgaaggg
tecgaccatce
ccgtctacgg
gcctctttac
tttactacgg

ccaccaacat

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

1520

1980

2040



cgttaacgtc
catgctcatg
agttgccacg
ctttatcgcet
ctttccectt
gaactggggc
cagcaacgtt
cttcatttac
ttcgaaggceg
cgaccagcag
tatgagttat
ggcgggctaa
tttttttttg
ttgcttgett
cacagataag
acactcgcgce
teccatetgge
tgatcgtaat
tceccgttgea
tcgagegetg
accgtgegtt
cgggccccag
cttcggaatc
ggagttcttc
tagcatcaca
caaactcatc
cggccaacgc
tgactcgcectg
aatacggtta
gcaaaaggcc
ccctgacgag

ataaagatac

ggcagcacta
ggcggtgeca
tcggagaaca
ttttttgeeg
cgcactcgeg
attgcttacg
ttttttattt
gagaccaagqg
tggaagtcca
atggactcca
gagatccgaa
aagatcgtat
aacgcattca
gcctgettcet
aaaaagaaaa
tcacattctc
gaatctttac
gttccaacct
actgcgccat
ctaatttcge
ccacttctte
cacgtgctac
gtttteceggg
gcccacceca
aatttcacaa
aatgtatctt
gcggggagag
cgctecggteg
tccacagaat
aggaaccgta
catcacaaaa

caggcgttte
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ttcceggeat
ccggcatgte
acaagtcgag
ccacctgggg
ctaagtcegt
ccacccecta
ggggaggctt
gcecctttecet
agggttttgt
agaccgaggc
agtgaacctt
tacatagtat
agccacttgt
tggtcagacg
agtttgtcga
gctcgegtaa
atgagegttt
tgcataggcce
cgectecattg
ctgacgctec
ctcagacatg
gagatttcga
acgcceggcetg
acttgtttat
ataaagcatt
atcatacatg
gcggtttgeg
ttecggectgeg
caggggataa
aaaaggccgce
atcgacgctce

ccecctggaag

tcttetecatg
gcectgtegeag
ccagtcggte
tccectgegee
ttecectcetge
catggtcgac
caaccteget
cgagcaggtt
cccgtccaag
cattatgage
gtectaacce
ttttecececeta
ctgggtttac
gcccaaaaaa
ccaccgtcat
gaatcttage
tcaagctgga
tegttgegat
tgacgtgagt
ttottttgtyg
cccttggetg
ttcecaccgee
gatgatcctc
tgcagcttat
tttttcactg
gtcgacctge
tattgggecge
gcgageggta
cgcaggaaag
gttgetggeg
aagtcagagg

ctcecctegtyg
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gaggtccteg
cttatcgteg
ctegtegett
tgggtcgteg
accgcgtcca
gaggataagg
tgegtctttt
gatgagctet
cactccttte
gaggaggcgt
gacagcgaat
ctctttgtgt
ttgtttgttt
gggaaaaaat
cagaaagcaa
cacgcatacg
gcgtgagate
ccgetagcaa
tcagattctt
cttccatgac
cctegacctg
gccttcetatg
cagcgcgggg
aatggttaca
cattctagtt
aggaacctgce
tctteegett
tcagctcact
aacatgtgag
tttttccata
tggcgaaacc

cgctctectg

gcecgecgcaa
ccattgtcgg
tctcgtgeat
tcggcgaget
actggctctg
gtaacctcgg
tecgegtggta
acgagcatgt
gcgagceaggt
cggtttaaca
ggcgggaggyg
ttgtettttt
gcttgettge
tcattcatgg
gagaagagaa
aagtaatttg
atacctttcet
tgegtegtac
ctcgagacct
acgccgette
cteggtaaaa
aaaggttggg
atctcatgcet
aataaagcaa
gtggtttgte
attaatgaat
cctegetcac
caaaggcggt
caaaaggcca
ggctecegece
cgacaggact

ttcecgaccecct

2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960



gccgecttace
ctcacgcectgt
cgaaccccce
cccggtaaga
gaggtatgta
aagaacagta
tagctcttga
gcagattacg
tgacgctcag
gatcttcacc
tgagtaaact
ctgtctattt
ggagggctta
tccagattta
aactttatcc
gccagttaat
gtegtttggt
ccccatgttg
gttggcegea
gccatccgta
gtgtatgcgg
tagcagaact
gatcttaccg
agcatctttt
aaaaaaggga
ttattgaagc
gaaaaataaa
agaaaccatt
tctegegegt
cacagcttgt
tgttggcggag
gcaccaagct

cctttcacac

ggatacctgt
aggtatctca
gttcagceceg
cacgacttat
ggcggtgcta
tttggtatct
tccggcaaac
cgcagaaaaa
tggaacgaaa
tagatccttt
tggtctgaca
cgttcatcca
ccatctggce
tcagcaataa
gcctcecatce
agtttgcgca
atggcttcat
tgcaaaaaag
gtgttatcac
agatgctttt
cgaccgagtt
ttaaaagtgc
ctgttgagat
actttcacca
ataagggcga
atttatcagg
caaatagggg
attatcatga
ttcggtgatg
ctgtaagcgg
tgtecggggct
ttgectcaac

cgaccgagtg
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ccgectttet
gttcggtgta
accgctgege
cgccactgge
cagagttctt
gcgetetget
aaaccaccgc
aaggatctca
actcacgtta
taaattaaaa
gttaccaatg
tagttgcctg
ccagtgctge
accagccagc
agtctattaa
acgttgttge
tcagctccgg
cggttagcte
tcatggttat
ctgtgactgg
gctcttgeee
tcatcattgg
ccagttcgat
gcgtttetgg
cacggaaatg
gttattgtcet
ttcecgegeac
cattaaccta
acggtgaaaa
atgccgggag
ggcttaacta
gcaactaggc

tgcacaaccg

ccctteggga
ggtegttcge
cttatceggt
agcagccact
gaagtggtgg
gaagccagtt
tggtageggt
agaagatcct
agggattttg
atgaagtttt
cttaatcagt
actcccegte
aatgataccg
cggaagggcc
ttgttgcegg
cattgctaca
ttcccaacga
cttcggteet
ggcagcactg
tgagtactca
ggcgtcaata
aaaacgttct
gtaacccact
gtgagcaaaa
ttgaatactc
catgagcgga
atttcccecga
taaaaatagg
cctctgacac
cagacaagcc
tgcggeatca
ccaggcctac

tgttttgecac
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agcgtggege
tccaagetgg
aactatecgtce
ggtaacagga
cctaactacg
accttcggaa
ggtttttttg
ttgatctttt
gtcatgagat
aaatcaatct
gaggcaccta
gtgtagataa
cgagacccac
gagcgcagaa
gaagctagag
ggcatcgtgg
tcaaggcgag
ccgatcegttg
cataattctc
accaagtcat
cgggataata
tcggggcgaa
cgtgcaccca
acaggaaggc
atactcttce
tacatatttg
aaagtgccac
cgtatcacga
atgcagctcc
cgtcagggeg
gagcagattg
tttecactgtg

aaagcgcaag

tttctcatag
gctgtgtgea
ttgagtccaa
ttagcagagc
gctacactag
aaagagttgg
tttgcaagca
ctacggggtce
tatcaaaaag
aaagtatata
tctcagegat
ctacgatacg
gctcaccgge
gtggtcctge
taagtagttc
tgtcacgcecte
ttacatgatc
tcagaagtaa
ttactgtcat
tctgagaata
ccgegecaca
aactctcaag
actgatctte
aaaatgccge
tttttcaata
aatgtattta
ctgacgtcta
ggccettteg
cggagacggt
cgtcageggg
tactgagagt
tcttgtettg

atgctcacte

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940



gactgtgaag
gcctgttcaa
agagacaagt
tcgetttatt
ctaatctgea
ccgaggtege
ggagcttgtt
gtcgaaggga
cgagcaggaa
acttgecgege
tgcagacggce
gtatacgcag
gcgcgceggga
gagagagaga
cacgccgegyg
cagccagacc
ggcgcgegag
agcgagcegag
tccteggege
gcgteggeac
aaggcggccg
agctcegetgg
gcccaaatct
ggcggegeca
tctegetege
caagcecegge
catggatgct
tgctgtegge
caagtggaac
tgagattgee
cgcegttgag

aaaggtcgag

caaaggttge
aaactgaaaa
taactcgtgt
ttttcagttt
getgegtgge
gcgtegecge
gccggaacac
gaggaaggcg
gcaggcagct
ggcgggcgeg
gcgcagtgac
tgccgeggge
agtgcggaat
gagagtgaaa
ggagagagag
cagccgaggg
cgagcgageg
cgggaaggat
tgacgacgcc
ggctggegge
cggcgagggce
ccacggtcca
ttcatgagct
ttetgecegt
cacgagcagg
gttgtccteg
tacatggacg
acggacgctt
gtcatggtca
atgagcggce
ctcaaggaaa

cttttccaca
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gcgcaagcga
tcegegatgg
cactggcatg
cgtaaccttce
actgtcagtc
gccetggaceg
cagcagccgce
gcgtgtgcaa
gcagagcgca
cacttgcggg
agtgggcgcea
cgeccgcacac
ggcgggcaag
aaagaaagaa
aaatgaaagc
aggagcgcgce
agcgagcgceg
gagcgcgace
tgtaaagcag
cgcggcgtte
gttctccacg
ggcggcgacyg
catgcgcgag
ttttgatgee
gcgccggeca
tcacctcggg
gtacgccget
tccaggagtg
aggacgtgaa
gceccgggtee
tgcccgacag

aggagcgcat

ctgcgactge
gtcagctgece
tcctagecatce
tcgcaaccge
agtcagtcag
ctgctgctac
cagtcgacgc
actaacgttg
gcgcgcaagt
cgeggcgegyg
aagccgegea
agaagtatac
gaaaggagga
agaaagaaag
acggcacggce
gcaggacccyg
cgagcgagca
cgcgeggega
cagcagcagc
tcgtceccggea
ggacgcggec
gacgatgcge
caccaggtgg
atttttgaga
catggccgag
ccctggagee
gctegtgtte
tgacattgtt
ggagctcecg
cgtgctegte
ctcceececag

tggegetect

49

gaggatgagg
attcgegeat
tttacgcgag
gaatcgccgt
tcgtgegege
tgctagtgge
cagccagggyg
accactggceg
gcagaatgcg
aacagtgcgg
gtaagcagcg
gcgggccgaa
gacggaaaga
aaagaaagaa
aaagcaaagc
cgcggcgage
aggcttgcetg
cgaggacagc
agcagctgcg
cgggcggaga
ccaacgcgac
gcttegtegg
acaccatctt
gtgacgcecgcet
ggctacgege
accaacacca
accggccagg
ggcatcagce
cgcecgecatca
gatcttecta
gttgetgtge

ggcacggeceg

atgactggca
gacgectgeg
caaaattcaa
ttcagcctga
tgtteccagea
acggcaggta
aaagtccgge
ceccgeecgaca
cgaaagatcc
aaaggagcgg
gcggggaacyg
gtggggegte
gggcgggaaa
agctecggage
aaagcagacc
gagcgagcac
cgagcgatcg
ggcggcegetg
cgtaggcgeg
cgcggecaag
acgcgagaag
cctgacegge
tggctaccet
tcaagttcat
gcgeccacggg
tcaccccgat
tgcagacctc
gcgegtgeac
atgaggecett
aggatgtgac
gccagaagca

acttcaagct

6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800

7860



cattgccgag
gcagagccceg
cgtgaccace
gatgctecgge
cctggogete
ggaggctcge
caagaacctc
cctecgecaac
cgccgattgg
tctcaagecceg
ggacgccgac
gcagttcctt
gggctacgge
tgacatcgat
attcaaggtt
cgttcaggat
tcgacaaggt
tcaaggacaa
tcgtggacaa
tggtcctcga
gagcgagcgce
ttgetttget
gcctgccaac
catcgattca
cctgecacgac
tcacatatct
tteggggtee
cgagacgcetg
tctgectgge
gaagagagac
tcececcatte
aaggattttg

caggcecggcea

atgatcaacc
ttgaatggce
accatgcagg
atgcacggct
ggtgceeget
cgtgcegage
cacaaggtcg
gtcacgcecce
aaggagaagc
cagcaggtcc
caggaggtct
acctggacca
cttececectegg
ggtgatgctt
ggcgtgaaga
ctettttacg
cgccgatgeg
gatcaaggag
ggacacgctce
gcctcctaag
gcgagcgege
tcacacaacc
cagccagcca
attcacccat
cacgccaagg
cagatgcatt
tegetcattg
cagcaggccg
gccgactgat
gctggggtat
gagcttgete
gctctggtgg

gtggtcgtta
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gtgcggageg
cggetgtget
gtctcggegg
ctgecctacge
ttgatgatcg
gcgagggccyg
tccagcccecac
acgtgcageg
acccttttet
tcacggagct
acatcaccac
agccgcgeca
ccattggege
cttattcgat
ttettetttt
acaagcgcta
atgcgtgcca
tttectegagt
gtcttgcececa
cccaaggacg
aagtgcgcaa
taagtatgaa
teccggeegge
ccgatacgtt
ccaacgcgcec
tggactgtga
catcegtteg
ctcegacgeg
ctetggageg
gcaggatata
gtcettggea
gtggactceg

gaaataggga

acccgteate
caaggagttc
ctttgacgag
caactactcg
tgtgacgggc
cggtggeatc
cgtcgeggte
ccaggagcge
gctegagtet
taacaagcag
gggcgtcgga
gtggatctce
caagattgcc
gaccggtatg
gcagaacaac
ctecgggecac
agggtctcta
acgatgaggg
tggtceccege
cctaagttct
gcgecttgec
ttcaagtttt
cgtccttgac
ccgeccecte
gctcagctcea
gtgttattat
ggccctgeag
agggctcgag
caaggaagac
ccecggggcgg
gagccgagcg
atcgaggcege

gtgeeggagt
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tatgctggee
gcggagaagg
cgtagteccee
atgcagaacg
cgcgttgacg
gttcactttg
ctcggcgacg
gagccgtggt
gttgattegg
attctcgaga
agccaccaga
tecgggtggeg
aagcccgatg
gaattgatca
tttcagggca
cgccatgtte
ctgcgecgaaa
tccegtecte
tggcttteeg
tttttccatg
ttgectttget
cttgettgte
gccttegett
acgtccgtct
gettgtegac
gccactagca
gcgtggacge
ctecgeecgege
acggcgacgce
gacattcgtt
cgaacggttc
aggttcteeg

cttgacgege

agggtgtcat

ccaacattcce
tctececctcaa
ccgatcttat
cctttgetec
agatttccce
tggtcgagaa
ttgecgecagat
acgacaaggt
ttcaggagaa
tgcaggeage
ccggcactat
ctattgttat
cagcagccga
tggtcaagaa
aacccgegcet
cagtcggagce
ctcgaggttt
ctccacgaga
gcgggcgage
tegectteget
ggcgatgecet
ccggcegegge
gcgcacgacce
gagtcgcacg
cgcaacgatce
gagtcgeege
cegegegatg
gaggaggacc
ccgecatacac
cgaacgcgge
caggttctcg

cttagctcecac

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840



10
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tctcecgeecca cgecgegecate geocgccatge cgeccgtceccg tctgtegetg cgetggecege 9900
gaccggctgc gccagagtac gacagtggga cagagctcga ggcgacgcga atcgctcggg 9960
ttgtaagggt ttcaagggtc gggecgtcegte gegtgccaaa gtgaaaatag tagggggggg 10020
ggggggtac 10029

<210> 15

<211> 9972

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> vector pCL0O131

<400> 15

51



ctcttatctg
tgcctcegete
gctagctege
ggcgeggate
gaagaagaaa
gtcccgegga
gcgcacctct
tecgecegecte
ggcactcecgce
cceccgegagce
gtggcggegg
taggcgaaac
accgccaacg
cagggacgag
€gcgggageg
aaggcgcttg
gtatcttgeg
gcacagagaa
ccctgagcag
gatctcceccecc
tgttgcegee
gattggcgcect

ctggtacaac

cctcgegecg
gcgcaggcgg
tcgegeegtg
gatcgatcca
ggaaaaagaa
gcctcegegt
cgcecgecece
cgctcgegge
accttttgeg
gcggeegegt
cgcggcggcg
gccgceccceg
cagagaccga
gagcacgacg
agcgtgcatg
gatcgcgaga
tgcttggacg
gaagcagttc
cagcagccca
gagcgtgage
atcctcecect
acgtcgtgeg

ctetecteeg
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ttgaccgceg
gcgggegagt
ctgcagccag
tcgatccatc
aggcgtgege
tagtcccege
tcgcgecteg
cgcgtegece
ccegetgecg
cgccgegeaa
ggcggggcgce
ggcgccgcecg
gaccgaggta
ccgegecgeg
ttteccgegeg
gggccageca
aggagactga
gaaagcgact
tttectecegt
ctctcattaa
tcctettece
ctacgatttc

tcgatgttgg

cttgactctt
gggtgggtcc
cagggcagca
gatccatcga
acccgagtgce
ccecgegecgce
ccgattcecce
gcgecccegcet
ccgecgegge
agactcgccg
ggcggcegegt
ccgcccgcete
cgtcgecgecce
ccgecgegggyg
agacgacgcc
ggctggagge
cgaggaggac
actagcaagc
gtcgegegag
ggagaaccac
ggcecctgggt
ccttcagtce

cctegtecact
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ggcgcttgce
gcagccttce
ccgcacggea
tcgtgeggte
gcgctgageg
gcagtcccce
gcctcececcett
ccctatctge
cgccecgecyg
cgtgcegecc
aggcggggct
cagagcagtc
gagcacgccg
9999992999
gcgegegetg
gaaaatgggt
ggatacgtcg
aagggatcca
tttggtaagt
gtcececcgaga
ggcctecettt
ccctecectet

teceggtteec

gctcocgecatce
gcgctegecee
ggcaggtcce
aaaaagaaag
cccgetegeg
gggaggcatc
ttcegettcet
tcececcagggyg
ccctggttte
cgagcaacgg
aggcgccggce
gccgegecag
cgacgcgcgyg
agaggcagga
gagaggagat
ggagaggata
atgatgatgt
tggccctega
cgtceggtga
actactccgt
acggttacga
ccggcatcte

tctacggtge

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380



tctgtttgge
tatcctcget
ctecegttete
tgccectatg
caaggagttt
caacgtccac
gggcattgge
gggtaagggt
tggtectgee
cttegttgge
ggcecctcatt
cctctactac
ccgegtttee
tatcgatcgt
gctetttete
cgccctectt
gatttccgag
caactttggt
cgcecggeate
ttttatcgte
acatatgagt
gggggcgggc
tttttttttt
tgcttgcttg
tggcacagat
gaaacactcg
ttgtccatct
tcttgategt
tactcecegtt
ccttcgageg
ttcaccgtge

aaacgggccc

gggcttcgga

tccattgttyg
gctctcctet
atcatcggce
tacatcgcgg
ttcatcgttc
teccggttgge
atgtggtgge
aacgttgaga
ttcgtcgact
gaggataagg
atcggcggceg
gcccectega
attcttcteg
cteggeegte
cttggetegt
ctctacgtgg
atttttcece
gccaacgccec
ctgttttgceg
ccggagacta
tatgagatcc
taaaagatcg
ttgaacgcat
cttgecctget
aagaaaaaga
cgctcacatt
ggcgaatctt
aatgttccaa
gcaactgcge
ctgctaattt
gttccactte
cagcacgtgc

atcgttttcc
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ccttcacecat

acctcgtegg
gtgtcattta
agaccgeccce
tcggtatggt
gctacatgta
ttecctgecte
accagcgcga
cggccgeega
aggtcacctt
gcettgttet
tcctccagac
gcctectcaa
gcectctect
actacctttt
gttgctacca
tcaagctcecg
tcgtcacctt
gctttggegt
agggcctcac
gaaagtgaac
tattacatag
tcaagccact
tcttggtcag
aaaagtttgt
ctegectegeg
tacatgagcg
ccttgcatag
catcgecctca
cgcctgacge
ttcctecagac

tacgagattt

gggacgccgg

tgcecgacgtt
tgcectegtt
cggtgtttece
gtcceccate
cggcggatac
cgctacctece
cccecegttgg
ggctgecatt
gcaggtcaac
cggcgagete
ctttcagcag
tgcgggette
gctcattatg
ccteggegga
cttcagegcet
gctctecettt
tggtegegga
tgcettttee
tatctgegtt
gctcgaggag
cttgtcctaa
tatttttcce
tgtctgggtt
acggcccaaa
cgaccaccgt
taagaatctt
ttttcaagct
gcctegttge
ttgtgacgtg
tccttetttt
atgccecttgg
cgattccacc

ctggatgatc
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attggcegte
accgctctcg
gteggtettg
cgcggecage
ggcattggtt
gttccecteg
ctecctectee
aagtccctct
gagattcteg
ttccagggaa
atcaccggtce
tecegeegeeg
accggtgteg
gtcggtggta
tececeegteg
ggccccattg
ctctececttg
cctctcaagg
ctctececttg
atcgaggcga
cccgacageg
ctactctttg
tacttgtttg
aaagggaaaa
catcagaaag
agccacgcat
ggagcegtgag
gatcegetag
agttcagatt
gtgettccat
ctgecctegac
gccgecttet

ctccagecgeg

gcaaggagcet
ccecctacgta
ccatgcatge
tcgtttecet
ccctcacegt
ctgtgatcat
gcgteatteca
gctgectecg
ccgagcttac
agtgecctcaa
agcctteggt
gcgatgetac
ccgtegtegt
tggttgttte
togeegttgt
gctggettat
cegtgettgt
agctectegg
tttttatett
agtgcctcta
aatggcggga
tgtttgtctt
tttgcttget
aattcattca
caagagaaga
acgaagtaat
atcatacctt
caatgcgteg
cttctcgaga
gacacgccgc
ctgctecggta
atgaaaggtt

gggatctecat

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360



gctggagtte
caatagcatc
gtccaaactc
aatcggccaa
cactgactcg
ggtaatacgg
ccagcaaaag
cceccectgac
actataaaga
cctgeegett
tagctcacge
gcacgaaccc
caacccggta
agcgaggtat
tagaagaaca
tggtagctct
gcagcagatt
gtctgacget
aaggatctte
atatgagtaa
gatctgtcta
acgggaggge
ggctccagat
tgcaacttta
ttcgeccagtt
ctcgtegttt
atcccccatg
taagttggcc
catgccatcc
atagtgtatg
acatagcaga

aaggatctta

ttecgecccace
acaaatttca
atcaatgtat
cgcgcgggga
ctgecgectegg
ttatccacag
gccaggaacc
gagcatcaca
taccaggegt
accggatace
tgtaggtate
ccegttcage
agacacgact
gtaggeggtg
gtatttggta
tgatcecggea
acgcgcagaa
cagtggaacg
acctagatcce
acttggtetg
tttegtteat
ttaccatectg
ttatcagcaa
tcecgecteca
aatagtttge
ggtatggett
ttgtgcaaaa
gcagtgttat
gtaagatgct
cggcgaccga
actttaaaag

ccgetgttga

ES 2651313713

ccaacttgtt
caaataaagc
cttatcatac
gaggcggttt
tecgttegget
aatcagggga
gtaaaaaggc
aaaatcgacg
ttccecectgg
tgtecegectt
tcagttecggt
ccgaccgetg
tatcgccact
ctacagagtt
tctgegetet
aacaaaccac
aaaaaggatc
aaaactcacg
ttttaaatta
acagttacca
ccatagttge
gccccagtge
taaaccagcc
tccagtctat
gcaacgttgt
cattcagctce
aagcggttag
cactcatggt
tttctgtgac
gttgctcttg
tgctcatcat

gatccagtte

tattgcagct
atttttttea
atggtcgacc
gcgtattgag
gcggcgagcg
taacgcagga
cgcgttgetg
ctcaagtcag
aagctcccte
tcteceetteg
gtaggtcgtt
cgccttatce
ggcagcagcc
cttgaagtgg
gctgaagcca
cgctggtage
tcaagaagat
ttaagggatt
aaaatgaagt
atgcttaatc
ctgactccce
tgcaatgata
agccggaagg
taattgttgc
tgccattgcet
cggttcccaa
ctcectteggt
tatggcagca
tggtgagtac
cccggegtca
tggaaaacgt

gatgtaaccec

54

tataatggtt
ctgcattcta
tgcaggaacc
cgctcttecg
gtatcagctc
aagaacatgt
gegtttttec
aggtggcgaa
gtgcgctcte
ggaagcgtgg
cgctccaage
ggtaactatc
actggtaaca
tggcctaact
gttaccttcg
ggtggttttt
cctttgatct
ttggtcatga
tttaaatcaa
agtgaggcac
gtegtgtaga
ccgcgagacce
gccgagcgea
cgggaagcta
acaggcatcg
cgatcaaggc
cctcecgatceg
ctgcataatt
tcaaccaagt
atacgggata
tcttecgggge

actegtgcac

acaaataaag
gttgtggttt
tgcattaatg
cttecteget
actcaaaggc
gagcaaaagg
ataggctccg
acccgacagg
ctgttccgac
cgctttctcea
tgggctgtgt
gtettgagte
ggattagcag
acggctacac
gaaaaagagt
ttgtttgcaa
tttctacggg
gattatcaaa
tctaaagtat
ctatctcage
taactacgat
cacgctcacc
gaagtggtce
gagtaagtag
tggtgtcacg
gagttacatg
ttgtcagaag
ctcttactgt
cattctgaga
ataccgcgcece
gaaaactctc

ccaactgatce

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280



ttcagcatct
cgcaaaaaag
atattattga
ttagaaaaat
ctaagaaacc
tegtctegeg
ggtcacagct
gggtgttgge
agtgcaccaa
ttgectttea
ctcgactgtg
gcageccetgtt
gcgagagaca
caatcgettt
tgactaatct
gcaccgaggt
gtaggagctt
ggcgtcgaag
acacgagcag
tccacttgeg
cggtgcagac
acggtatacg
gtcgegegeg
aaagagagag
agccacgecg
acccagccag
cacggcgcge
tcgagcgage
ctgtcctegg
gcggegtegg
aagaaggcgg
aagagctcgce

ggcgcccaaa

tttactttca
ggaataaggg
agcatttatce
aaacaaatag
attattatca
cgttteggtg
tgtctgtaag
gggtgtcggg
gctttgecte
caccgaccga
aagcaaaggt
caaaaactga
agttaactcg
attttttcag
gcagctgegt
cgcgegtege
gttgccggaa
ggagaggaag
gaagcaggca
cgcggcgggc
ggcgegeagt
cagtgcecgeg
ggaagtgcgg
agagagagtg
cggggagaga
acccagccga
gagcgagcga
gagcgggaag
cgctgacgac
cacggctggce
ccgcggcgag
tggccacggt

tctttcatga

ES 2651313713

ccagcgttte
cgacacggaa
agggttattg
gggttccgeg
tgacattaac
atgacggtga
cggatgcegg
gctggcttaa
aacgcaacta
gtgtgcacaa
tgcgcgeaag
aaatccgega
tgtcactggce
tttcgtaacce
ggcactgtca
cgcgcectgga
caccagcagc
gcggegtgtg
gctgcagagce
gcgcacttge
gacagtggge
ggccgecgea
aatggcggge
aaaaaagaaa
gagaaatgaa
gggaggagcg
gcgagcgagce
gatgagcgeg
gcctgtaaag
ggccgeggceg
ggcgttectee
ccaggcggcg

gctcatgecge

tgggtgagca
atgttgaata
tctcatgage
cacatttecec
ctataaaaat
aaacctctga
gagcagacaa
ctatgeggea
ggcccaggcec
ccgtgttttg
cgactgcgac
tgggtcagcet
atgtcctage
ttctcgcaac
gtcagtcagt
ccgetgetge
cgccagtcga
caaactaacg
gcagcgcgca
gggcgcggcg
gcaaagccgce
cacagaagta
aaggaaagga
gaaagaaaga
agcacggcac
cgcgcaggac
gcgcgagcga
acccgegegg
cagcagcagc
ttctegteeg
acgggacgceg
acggacgatg

gagcaccagg

55

aaaacaggaa
ctcatactct
ggatacatat
cgaaaagtgc
aggcgtatca
cacatgcagce
gcccgtcagg
tcagagcaga
tactttcact
cacaaagcgc
tgcgaggatg
gccattecgeg
atctttacge
cgcgaatcge
cagtcgtgeg
tactgctagt
cgccagecag
ttgaccactg
agtgcagaat
cggaacagtg
gcagtaagca
tacgecgggcee
ggagacggaa
aagaaagaaa
ggcaaagcaa
ccgcgeggeg
gcaaggcttg
cgacgaggac
agcagcagct
gcacgggcgg
gccccaacgce
cgcgcecttegt

tggacaccat

ggcaaaatgc
tcecttttteca
ttgaatgtat
cacctgacgt
cgaggccctt
tceccggagac
gcgegtcage
ttgtactgag
gtgtcttgte
aagatgctca
aggatgactg
catgacgcct
gagcaaaatt
cgtttcagee
cgctgttcca
ggcacggcag
gggaaagtcc
gcgeccgecg
gcgcgaaaga
cggaaaggag
gcggcgggga
gaagtggggc
agagggcggg
gaaagctcgg
agcaaagcag
agcgagcgag
ctgcgagcga
agcggeggcg
gcgegtagge
agacgcggcc
gacacgcgag
cggcctgacce

ctttggctac

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260



cctggeggeg
cattctcget
gggcaagccc
gatcatggat
ctctgetgte
caccaagtgg
ctttgagatt
gaccgceegtt
gcaaaaggtc
gctcattgece
catgcagagc
tccegtgace
caagatgctc
tatcctggeg
tccggaggcet
ccccaagaac
gaacctcgece
gatcgccgat
ggttctcaag
gaaggacgcc
agcgcagttc
tatgggctac
tattgacate
cgaattcaag
gaacgttcag
gcttcgacaa
agctcaagga
ttttcgtgga
agatggtcct
agcgagcgag
gctttgettt

cctgectgee

ccattctgcece
cgccacgagce
ggcgttgtcee
gcttacatgg
ggcacggacg
aacgtcatgg
gccatgagcg
gagctcaagg
gagcttttce
gagatgatca
ccgttgaatg
accaccatgc
ggcatgcacg
ctcggtgeee
cgcegtgeeg
ctccacaagg
aacgtcacgc
tggaaggaga
ccgcagcagg
gaccaggagg
cttacctgga
ggccttcect
gatggtgatg
gttggcgtga
gatctetttt
ggtcgecgat
caagatcaag
caaggacacg
cgagcctect
cgcgcgagceg
gcttcacaca

aaccagccag

ES 2651313713

cgtttttgat
agggcgecgg
tcgtcaccte
acggtacgcecce
ctttccagga
tcaaggacgt
gcecgeecggyg
aaatgcccga
acaaggagcg
accgtgcgga
gceceggetgt
agggtctegg
gctctgecta
gctttgatga
agcgcgaggg
tcgtcecagee
cccacgtgeca
agcacccttt
tcctcacgga
tctacatcac
ccaagccgceg
cggccattgg
cttcttatte
agattcttct
acgacaagcg
gcgatgegtg
gagtttctecg
ctegtettge
aagcccaagg
cgcaagtgeg
acctaagtat

ccatceggee

gccatttttg
ccacatggcce
gggeceectgga
gectgetegtyg
gtgtgacatt
gaaggagctc
tececegtgete
cagctececccee
cattggcgcet
gcgaccegte
gctcaaggag
cggctttgac
cgccaactac
tcgtgtgacg
cegeggtgge
caccgtcgeg
gcgecaggag
tctgctegag
gcttaacaag
cacgggcegtce
ccagtggatc
cgccaagatt
gatgaccggt
tttgcagaac
ctactecggge
ccaagggtet
agtacgatga
ccatggtece
acgcctaagt
caagcgectt
gaattcaagt

ggccgtectt

56

agagtgacgc
gagggctacg
gccaccaaca
ttecaccggee
gttggcatca
ccgegecgea
gtcgatctte
caggttgetg
cctggcecacgg
atctatgetg
ttegecggaga
gagcgtagtce
tcgatgcaga
ggccgegttg
atcgttcact
gtcecteggeg
cgcgagecegt
tctgttgatt
cagattctecg
ggaagccacce
tecetegggtg
gccaagcccg
atggaattga
aactttcagg
caccgecatg
ctactgegeg
gggtcccgte
cgetggettt
tcttttttee

gccttgettt

gcttcaagtt
cgegegecac
ccatcaccce
aggtgcagac
gccgegegtg
tcaatgaggc
ctaaggatgt
tgcgecagaa
ccgacttcaa
gccagggtgt
aggccaacat
ccctetoect
acgccgatct
acgecctttge
ttgagatttce
acgtggtcga
ggtttgcgea
cggacgacaa
agattcagga
agatgcaggc
gcgecggcac
atgctattgt
tcacagcagc
gcatggtcaa
ttcaaccege
aaacagtcgg
ctcctegagg
ccgetecacg
atggcgggeg

gcttegette

tttettgett gteggegatg

gacgcctteg

ctteeggege

7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120

9180



10

ggccatcgat
acccctgeac
acgtcacata
atcttegggg
cgeccgagacyg
atgtctgcecct
accgaagaga
cactccccca
ggcaaggatt
tcgecaggcecg
cactctecege
cgcgaccggce
gggttgtaag
gggggggggt

<210> 16
<211> 6634
<212> ADN

tcaattcacc
gaccacgcca
tctcagatge
tecectegetea
ctgcagcagg
ggcgccgact
gacgetgggyg
ttcgagcettg
ttggctctgg
gcagtggtcg
ccacgcgege
tgcgccagag
ggtttcaagg

ac

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> vector pCL0132

<400> 16

ES 2651313713

catccgatac
aggccaacgce
atttggactg
ttgcatcegt
ccgetecgac
gatctctgga
tatgcaggat
ctecgtecttg
tgggtggact
ttagaaatag
atcgccgeca
tacgacagtg

gtcgggegtce

gttcegecec
gccgcetcage
tgagtgttat
tcgggcececetg
gcgagggcete
gcgcaaggaa
atacccgggg
gcagagccga
ccgatcgagg
ggagtgccgg
tgcegecegte
ggacagagct

gtcgegtgece

57

ctcacgtccg
tcagcttgte
tatgccacta
caggcgtgga
gagctcgeceg
gacacggcga
cgggacattc
gcgcgaacgg
cgcaggttct
agtcttgacg
ccgtcectgtceg
cgaggcgacg

aaagtgaaaa

tctgecgcacg
gacgagtcgce
gcacgcaacg
cgcgagtcge
cgecececgegeg
cgcgaggagg
gttcecgecata
ttccgaacge
ccgcaggtte
cgcecttaget
ctgecgctgge
cgaatcgctc

tagtaggggg

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9300

9960

9972



ctcttatctg
tgectegete
gctagectcege
ggcgeggate
gaagaagaaa
gtececcgegga
gcgcacctet
tegecegecte
ggcactccge
ccccgegagce
gtggcggcgg
taggcgaaac
accgccaacg

cagggacgag

cctegegecg
gcgcaggegyg
tegegeegtg
gatcgatcca
ggaaaaagaa
gcctceegegt
cgcecgececc
cgctegegge
accttttgeg
gcggecgegt
cgcggcggceg
gccgecccecg
cagagaccga

gagcacgacg

ES 2651313713

ttgaccgeeg
gecgggcegagt
ctgcagccag
tcgateccate
aggegtgege
tagtccecege
tecgegecteg
cgegtegece
ccegetgecg
cgccgcgcaa
ggcggggcge
ggcgccgeeg
gaccgaggta

ccgegecgeg

cttgactett
gggtgggtce

cagggcagca

gatccatcga
acccgagtge
ccegegecge
ccgattcecece
gcgeccceget
ccgeegegge
agactcgeccg
ggcggegegt
ccgeccgete
cgtecgegece

ccgegegggg

58

ggcgettgee
gcagccttee
ccgcacggea
tegtgeggte
gecgetgageg
gcagtcecccece
gcctececett
ccctatctge
cgccccgecg
cgtgccgecce
aggcggggcet
cagagcagtc
gagcacgccg

gg9g99g9g9aggyg

gctegeatcee
gcgectegece
ggcaggtccce
aaaaagaaag
ccegetegeg
gggaggcate
ttecegettet
tccccagggg
ccectggttte
cgagcaacgg
aggcgccggce
gccgegecag
cgacgcgcgg

agaggcagga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840



cgcgggagcg
aaggcgcttg
gtatcttgeg
gcacagagaa
gtacttececc
ctttcattac
ctttgctatg
tacgaagagc
tgacgectggt
cgacctegtt
tgcctaccte
cgttttegge
tgccegeget
gaactacgtt
gcgtgagaag
gggttttaag
cgacgtcgac
taaggtgaac
cgcctgeget
gaacggctgg
ggagatcatc
ccgtaacage
ggctecgegece
gaaggagcgc
caccctggag
caagcaggag
ccgaaagtga
cgtattacat
attcaagcca
cttecttggte
gaaaaagttt

ttctegeteg

agcgtgcatg
gatcgcgaga
tgcttggacg
gaagcagtte
cagatccaga
tacgacgccg
gcttggtgge

tttcegtgga

ttcgagatta
tccgagggea
aaggagaagc
cacaagcgct
attgtccaga
ttttggggceg
gagcacatgg
ggtacttttc
accgagaccg
atcgaggtta
gttgacgeccg
gacaccgacc
cgtggtggag
acggacctcg
cttgagaacg
tacgecgtegt
caggtgtacg
ctctacgagg
accttgtcct
agtatttttc
cttgtctggg
agacggccca
gtcgaccacc

cgtaagaatc

ES 2651313713

tttcecgegeg
gggccagcca
aggagactga
gaaagcgact
agattaagtt
agaaggaggt
acactctctg
acgagggcac
tgcagaagct
actcgatcga
agaaggagac
acatgaacgg
ttaagaacgc
gacgcgaggg
ccactatgct
tcattgagcce
ccattggett
accacgctac
gaatgcttgg
agtttccgat
gctttgttac
aggacatcat
ctgctaagct
ttgacagcgg
agtacggtaa
ccattgtcge
aacccgacag
ccctactett
tttacttgtt
aaaaagggaa
gtcatcagaa

ttagccacgce

agacgacgcc
ggctggagge
cgaggaggac
actagcaagc
cgagggtaag
gatgggcaag
cgctgaggge
tgacgctatt
cggtattccg
ggagtacgag
cggaatcaag
cgcctccace
catcgacgcect
ttacatgtcc
taccatggcce
gaagcccatg
ccttaaggece
gcttgeegge
ttccattgac
tgaccagtac
cggtggtacg
cattgctcat
cctccaggag
aatcggtaag
gaagaacggc
catgtaccag
cgaatggcgg
tgtgtttgte
tgtttgcttg
aaaattcatt
agcaagagaa

atacgaagta

59

gcgcgegetg
gaaaatgggt
ggatacgtcg
aagggatcca
gacagcaaga
aagatgaagg
gcggaccagt
gagattgcta
tactactgct
tcgaacctca
ctcctetgga
aaccctgact
ggtatecgage
ctcctcaaca
cgcgactacg
gagccgacca
cacaaccttg
cacacctttg
gccaaccgcg
gagctegtee
aacttcgacg
gtgtcgggea
agcccctaca
gacttcgagg
gagccgaagce
tagcatatga
gagggggcgyg
tttttttttt
cttgettget
catggcacag
gagaaacact

atttgtccat

gagaggagat
ggagaggata
atgatgatgt
tggctaagga
acccgetege
actggctteg
ttggeggegg
agcagaaggt
ttcacgatgt
aggctgtggt
gcaccgccaa
tcgatgttgt
tcggagccga
ccgaccagaa
ccecgcagcaa
agcaccagta
acaaggattt
agcatgagct
gcgactacca
aggcctggat
ccaagacgcg
tggacgccat
cgaagatgaa
atggcaagct
agaccagcgg
gttatgagat
gctaaaagat
ttttgaacge
tgcttgectg
ataagaaaaa
cgcgctcaca

ctggegaate

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700

2760



tttacatgag
aaccttgcat
gccatcgect
ttecgectgac
tcttectecag
gctacgagat
ccgggacgcec
ccccaacttg
cacaaataaa
atcttatcat
gagaggcggt
ggtegttegg
agaatcaggg
ccgtaaaaag
caaaaatcga
gttteccececet
cctgtcegee
tctcagttceg
gcccgaccge
cttatcgcca
tgctacagag
tatctgeget
caaacaaacc
aaaaaaagga
cgaaaactca
ccttttaaat
tgacagttac
atccatagtt
tggcececagt
aataaaccag
catccagtct
gcgcaacgtt

ttcattcagc

cgttttcaag
aggcctcgtt
cattgtgacg
gctccttott
acatgccctt
ttcgattcca
ggctggatga
tttattgcag
gecattttttt
acatggtcga
ttgegtattg
ctgcggcegag
gataacgcag
gccgegttge
cgctcaagtc
ggaagctccc
tttctcectt
gtgtaggtcg
tgcgecttat
ctggcagcag
ttcttgaagt
ctgctgaagce
accgctggta
tctcaagaag
cgttaaggga
taaaaatgaa
caatgcttaa
gcctgactcce
gctgcaatga
ccagccggaa
attaattgtt
gttgccattg

tccggttece

ES 2651313713

ctggagegtg
gcgatceget
tgagttcaga
ttgtgcttee
ggctgecteg
ccgecgectt
tcctecageg
cttataatgg
cactgcattc
cctgcaggaa
ggcgctctte
cggtatcagc
gaaagaacat
tggegttttt
agaggtggeg
tcgtgegete
cgggaagcgt
ttcgetccaa
ccggtaacta
ccactggtaa
ggtggcctaa
cagttacctt
geggtggttt
atcctttgat
ttttggtcat
gttttaaatc
tcagtgaggc
ccgtcgtgta
taccgegaga
gggccgagceg
gcecgggaage
ctacaggcat

aacgatcaag

agatcatacc
agcaatgcgt
ttettectega
atgacacgcc
acctgctecgg
ctatgaaagg
cggggatcte
ttacaaataa
tagttgtggt
cctgcattaa
cgcttecteg
tcactcaaag
gtgagcaaaa
ccataggctc
aaacccgaca
tcetgttecg
ggcgctttet
getgggetgt
tcogtettgag
caggattagc
ctacggctac
cggaaaaaga
ttttgtttge
cttttctacg
gagattatca
aatctaaagt
acctatctca
gataactacg
cccacgctca
cagaagtggt
tagagtaagt
cgtggtgtca

gcgagttaca

60

tttcttgate
cgtactcccg
gaccttcgag
gcttcacegt
taaaacgggc
ttgggcttecg
atgctggagt
agcaatagca
ttgtccaaac
tgaatecggce
ctcactgact
gcggtaatac
ggccagcaaa
cgccececetyg
ggactataaa
accctgecge
catagctcac
gtgcacgaac
tccaaccegg
agagcgaggt
actagaagaa
gttggtagcet
aagcagcaga
gggtctgacg
aaaaggatct
atatatgagt
gcgatctgte
atacgggagg
ccggctecag
cctgcaactt
agttcgeccag
cgctcgtegt

tgatceccca

gtaatgttcc
ttgcaactge
cgctgctaat
gcgttecact
cccagcacgt
gaatcgtttt
tcttegecca
tcacaaattt
tcatcaatgt
aacgcgeggg
cgetgegete
ggttatccac
aggccaggaa
acgagcatca
gataccaggc
ttaccggata
gctgtaggta
ccccegttea
taagacacga
atgtaggcgg
cagtatttgg
cttgatccgg
ttacgegcag
ctcagtggaa
tcacctagat
aaacttggtc
tatttcgtte
gcttaccate
atttatcagce
tatcecgecte
ttaatagttt
ttggtatgge

tgttgtgcaa

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740



aaaagcggtt
atcactcatg
cttttctgtg
gagttgctct
agtgctcatc
gagatccagt
caccagcgtt
ggcgacacgg
tcagggttat
aggggttccg
catgacatta
tgatgacggt
agcggatgce
gggctggctt
tctgtecgata
aaaacttcgg
gtcctecatac
attccactga
ttgggcgegg
cagacggtcg
caagcatcct
catggccaag
cgagttctgg
tgtggtcegg
caacaccctg
ggtcgtgtec
gecgtggggg
cgaggagcag
gttgggcttce
catgctggag
aagcaatagc

tttgtccaaa

agctcctteg
gttatggcag
actggtgagt
tgcceggegt
attggaaaac
tcgatgtaac
tctgggtgag
aaatgttgaa
tgtctcatga
cgcacatttc
acctataaaa
gaaaacctct
gggagcagac
aactatgcgg
atccactttt
tctttectaa
tccactgcca
caactgaaaa
aggtcggcag
tgcctaacaa
tcaagtttat
ttgaccagtg
accgaccggce
gacgacgtga
gcetgggtat
acgaacttce
cgggagttcg
gactgacacg
ggaategttt
ttcttegece
atcacaaatt

ctcatcaatg

ES 2651313713

gtcctcegat
cactgcataa
actcaaccaa
caatacggga
gttcttcgagg
ccactcgtge
caaaaacagg
tactcatact
gcggatacat
cccgaaaagt
ataggcgtat
gacacatgca
aagcccgtca
catcagagca
ccattgattt
caaaagctct
cacaaggtcg
caatgtatga
caaaaacaag
cacgcegtte
ctctctagtt
ccgttceggt
tcgggttcte
ccectgtteat
gggtgegegg
gggacgcctce
ccctgegega
tgctacgaga
tccgggacge
accccaactt
tcacaaataa

tatcttatcg

cgttgtcaga
ttctcttact
gtcattctga
taataccgceg
gcgaaaactc
acccaactga
aaggcaaaat
cttecttite
atttgaatgt
gccacctgac
cacgaggccc
gctcececggag
gggcgegtea
gattgtactg
tccaggtttce
cctcacaaag
ataaactaag
gagacgatca
cgactcgecg
tacccegect
caacttcaag
gctcacecgeg
ccgggactte
cagcgeggte
cctggacgag
cgggccggcec
cccggcegge
tttegattce
cggetggatg
gtttattgca
agcatttttt

gtac

61

agtaagttgg
gtcatgceat
gaatagtgta
ccacatagca
tcaaggatct
tcttcagecat
gccgcaaaaa
caatattatt
atttagaaaa
gtctaagaaa
tttcgtcteg
acggtcacag
gcgggtgttg
agagtgcacc
gttaactcat
catggcgegg
ctcctcacaa
ccactggagce
agcaaacccg
tcttegegee
aagaacaaca
cgecgacgteg
gtggaggacg
caggaccagg
ctgtacgecg
atgaccgaga
aactgegtge
accgcegect
atcctccage
gcttataatg

tcactgcatt

ccgcagtgtt
ccgtaagatg
tgcggegace
gaactttaaa
taccgcetgtt
cttttacttt
agggaataag
gaagcattta
ataaacaaat
ccattattat
cgcgtttegg
cttgtctgta
gcgggtgteg
aagcttgagg
gccactgage
caacggacgt
atagaggaga
ggcgcggcgg
aatcagcctt
ccttegegte
ccaccaacac
ccggageggt
acttcgccgg
tggtgcegga
agtggtcgga
tcggcgagceca
acttcgtgge
tctatgaaag
gcggggatcet
gttacaaata

ctagttgtgg

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6634



10

<210> 17

<211> 6277

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> vector pCL0133

<400> 17

ES 2651313713

62



ctcttatctg
tgcctegete
gctagctege
ggcgeggate
gaagaagaaa
gtccegegga
gcgcacctct
tcgeegecte
ggcactcecge
cceccgegage
gtggcggegg
taggcgaaac
accgccaacg
cagggacgag
cgcgggagcg
aaggcgcttg
gtatcttgceg
gcacagagaa
taagctcaac
cgacacttgce
tgccgaggac
gggaattgtc
ccccgataac
cgatcttttt
ccececccgga
ggagacttgg
cagcaacttt

ggttcttcag

cctegegecg
gcgcaggcgg
tcgcgeegtg
gatcgatcca
ggaaaaagaa
gccteegegt
cgcecgececee
cgctegegge
accttttgeg
gcggecgegt
cgcggcggcg
geccgeccecyg
cagagaccga
gagcacgacg
agcgtgcatg
gatcgcgaga
tgcttggacg
gaagcagttc
tcecggttacg
tcggagcaga
tacgccaacg
aagcgcgagg
gtcgagaagg
cttattcact
ttctactgceg
aaggctctceg
cctggagctc

gtcgagcacc

ES 2651313713

ttgaccgeceg
gcgggegagt
ctgcagccag
tcgatccatc
aggegtgege
tagtceccege
tcgegecteg
cgcgtegece
ccecgctgeeg
cgeccgegeaa
ggcggggcge
ggcgecegecg
gaccgaggta
ccgecgecgeg
tttcegegeg
gggccagecca
aggagactga
gaaagcgact
atatgccecge
tttaccgege
agaagctggt
acctctttct
ctcttaaccg
tcectgtecac
gaaagggcga
agaagctcgt
tcctectgga

atccttacct

cttgactctt
gggtgggtce
cagggcagca
gatccatcga
acccgagtgce
ceccgegeege
ccgattecee
gcgececeget
ccgecgegge
agactcgecg
ggcggegegt
ccgecegete
cgtegegeece
ccgcgegggg
agacgacgcce
ggctggagge
cgaggaggac
actagcaagc
cgtcggtttt
cattaagacc
cggagccgge
cacctccaag
taccctcage
gttcaagttt
taactttgac
caaggccggce
ccteecttege

tcagcagccce

63

ggcgcttgece
gcagccttece
ccgcacggca
tegtgeggte
gcgetgageg
gcagtccecece
gcctecccett
ccctatectge
cgcececegecyg
cgtgecegece
aggcgggget
cagagcagtc
gagcacgccg
g999999aggg
gcgegegetg
gaaaatgggt
ggatacgtcg
aagggatcca
ggttgctgga
ggataccgcc
gtcaagaagg
ctctggaaca
gatctccagg
gtccctettg
tacgaggacg
aagattcgca
ggagccacca

cgtctcateg

gctecgeatce
gcgcetegece
ggcaggtccce
aaaaagaaag
ccegetegeg
gggaggcatc
ttcegettet
tccecagggg
ccectggttte
cgagcaacgg
aggcgcecgge
gecgegecag
cgacgcgcgg
agaggcagga
gagaggagat
ggagaggata
atgatgatgt
tgcectececat
aggtggacgt
tctttgacgg
ccattgatga
actaccacca
tcgactacgt
aggagaagta
ttcctattct
gcatcggegt
tcaagccectte

agtttgcceca

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



gtecegeggt
caaccagggt
cgctgctaag
aatcgccatc
ctccttegac
cttcaacgac
gatccgaaag
gatcgtatta
cgcattcaag
ctgcttettg
aaagaaaaag
acattctege
atctttacat
tccaaccttg
tgcgecateg
aatttcgect
acttcttect
cgtgctacga
tttcegggac
ccaccccaac
tttcacaaat
tgtatcttat
ggggagagge
cteggtegtt
cacagaatca
gaaccgtaaa
tcacaaaaat
ggcgttteee
atacctgtce
gtatctecagt
tcagcccgac

cgacttatcg

attgcegtea
cgcgcectta
cacggtaagt
atccctaaga
ctcgatgage
ccectgggact
tgaaccttgt
catagtattt
ccacttgtct
gtcagacggc
tttgtcgace
tcgegtaaga
gagcgtttte
cataggccte
cctcattgtg
gacgctcctt
cagacatgce
gatttcgatt
gceggetgga
ttgtttattg
aaagcatttt
catacatggt
ggtttgcgta
cggctgecgge
ggggataacg
aaggccgegt
cgacgctcaa
cctggaagcet
gectttetee
teggtgtagg
cgetgegect

ccactggcag

ES 2651313713

cggcctacag
acaccagccc
ccececcgeeca
gcaacaccgt
aggatttecgce
gggataagat
cctaacccga
ttccectact
gggtttactt
ccaaaaaagg
accgtcatca
atcttagcca
aagctggagc
gttgcgatcc
acgtgagttc
cttttgtget
cttggetgece
ccaccgccge
tgatcctcca
cagcttataa
tttcactgceca
cgacctgecag
ttgggcgctce
gagcggtatc
caggaaagaa
tgctggegtt
gtcagaggtg
ccctegtgeg
cttcgggaag
tcgttegete
tatccggtaa

cagccactgg

ctcecttegge
cctcttcgag
ggtcctccte
ccctegecett
cgacattgcc
ccctatcttt
cagcgaatgg
ctttgtgttt
gtttgtttge
gaaaaaattc
gaaagcaaga
cgcatacgaa
gtgagatcat
gctagcaatg
agattcttct
tccatgacac
tcgacctget
cttctatgaa
gcgeggggat
tggttacaaa
ttctagttgt
gaacctgcat
ttecegettee
agctcactca
catgtgagca
tttccatagg
gcgaaaccog
ctctcetgtt
cgtggcgett
caagctgggc
ctatcgtectt

taacaggatt

64

cctcagtecet
aacgagacca
cgttggagcet
cttgagaaca
aagctcgata
gtctaacata
€©gggaggggyg
gtcttttttt
ttgcttgett
attcatggca
gaagagaaac
gtaatttgtc
acctttcecttg
cgtcgtactc
cgagaccttc
gccgcttcac
cggtaaaacg
aggttgggcet
ctcatgctgg
taaagcaata
ggtttgtcceca
taatgaatcg
tcgectcactg
aaggcggtaa
aaaggccagc
ctcecgeccece
acaggactat
ccgaccctge
tctcataget
tgtgtgcacg
gagtccaacc

agcagagcga

ttgtcgaget
ttaaggccat
cgcagcgegg
aggatgtcaa
ttaacctcceg
tgagttatga
cgggctaaaa
tttttttgaa
gcttgettge
cagataagaa
actcgegete
catctggcga
atcgtaatgt
ccgttgcaac
gagcgctget
cgtgcgttce
ggccccagcea
tcggaatcgt
agttcttcge
gcatcacaaa
aactcatcaa
gccaacgcgce
actcgctgceg
tacggttatce
aaaaggccag
ctgacgagca
aaagatacca
cgcttacegg
cacgctgtag
aacccccegt
cggtaagaca
ggtatgtagg

1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540

3600



cggtgctaca
tggtatctge
cggcaaacaa
cagaaaaaaa
gaacgaaaac
gatcctttta
gtctgacagt
ttcatccata
atctggccce
agcaataaac
ctccatccag
tttgcgcaac
ggcttcatte
caaaaaagcg
gttatcactc
atgecttttet
accgagttgc
aaaagtgctc
gttgagatcc
tttcaccage
aagggcgaca
ttatcagggt
aataggggtt
tatcatgaca
cggtgatgac
gtaagcggat
teggggetgg
aggtctgteg
agcaaaactt
cgtgtecctea
agaattccac
cggttgggceg

cttcagacgg

gagttcttga
gctctgetga
accaccgcetg
ggatctcaag
tcacgttaag
aattaaaaat
taccaatgct
gttgectgac
agtgctgcaa
cagccagccg
tctattaatt
gttgttgcca
agctccggtt
gttagctcet
atggttatgg
gtgactggtg
tecttgeeegg
atcattggaa
agttcgatgt
gtttetgggt
cggaaatgtt
tattgtctca
ccgcgcacat
ttaacctata
ggtgaaaacc
gcecgggagcea
cttaactatg
ataatccact
cggtetttec
tactccactg
tgacaactga
cggaggtcgg

tcgtgecctaa

ES 2651313713

agtggtggee
agcecagttac
gtagcggtgg
aagatccttt
ggattttggt
gaagttttaa
taatcagtga
tcecegtegt
tgataccgcg
gaagggccga
gttgeeggga
ttgctacagg
cccaacgatc
teggtectee
cagcactgca
agtactcaac
cgtcaatacg
aacgttectte
aacccactceg
gagcaaaaac
gaatactcat
tgagcggata
ttcceccgaaa
aaaataggcg
tectgacacat
gacaagcccg
cggcatcaga
ttteccattga
taacaaaagc
ccacacaagg
aaacaatgta
cagcaaaaac

caacacgccg

taactacggce
cttcggaaaa
tttttttgtt
gatcttttct
catgagatta
atcaatctaa
ggcacctatc
gtagataact
agacccacgce
gcgcagaagt
agctagagta
catcgtggtg
aaggcgagtt
gatcgttgtc
taattctett
caagtcattc
ggataatacc
ggggcgaaaa
tgcacccaac
aggaaggcaa
actcttecctt
catatttgaa
agtgccacct
tatcacgagg
gcagctcceg
tcagggegeg
gcagattgta
tttteccaggt
tctectcaca
tcgataaact
tgagagacga
aagcgactcg

ttctaccecg

65

tacactagaa
agagttggta
tgcaagcagce
acggggtctg
tcaaaaagga
agtatatatg
tcagcgatct
acgatacggg
tcaccggete
ggtcctgeaa
agtagttcge
tcacgctegt
acatgatcce
agaagtaagt
actgtcatge
tgagaatagt
gcgccacata
ctctcaagga
tgatcttecag
aatgccgcaa
tttcaatatt
tgtatttaga
gacgtctaag
cectttegte
gagacggtca
tcagcgggtg
ctgagagtge
ttegttaact
aagcatggeg
aagctcctea
tcaccactgg
ccgagcaaac

ccttcttege

gaacagtatt
gctettgate
agattacgeg
acgctcagtg
tcttcaccta
agtaaacttg
gtctattteg
agggcttacc
cagatttatc
ctttatcege
cagttaatag
cgtttggtat
ccatgttgtg
tggccgecagt
catccgtaag
gtatgeggeg
gcagaacttt
tcttaccget
catecttttac
aaaagggaat
attgaagcat
aaaataaaca
aaaccattat
tcgegegttt
cagcttgtet
ttggcgggatg
accaagcttg
catgcecactg
cggcaacgga
caaatagagg
agcggcgegg
ccgaatcage

gcecccttege

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580



10

gtccaagcat
caccatggcc
ggtecgagttc
cggtgtggte
ggacaacacc
ggaggtcgtg
gcagcegtgg
ggccgaggag
aaggttggge
tctcatgcectg
ataaagcaat
tggtttgtcc
<210> 18

<211> 6456
<212> ADN

ccttcaagtt
aagttgacca
tggaccgacc
cgggacgacg
ctggcctggg
tccacgaact
gggcgggagt
caggactgac
ttecggaatcg
gagttctteg
agcatcacaa

aaactcatca

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> vector pCL0134

<400> 18

ES 2651313713

tatctctcta

gtgececgttece
ggctcgggtt
tgaccectgtt
tgtgggtgcg
tcecgggacge
tcgecectgeg
acgtgctacg
ttttceggga
cccaccccaa
atttcacaaa

atgtatctta

gttcaacttc
ggtgctcacc
ctcecegggac
catcagcgcg
cggcctggac
ctcegggeeg
cgacccggcce
agatttcgat
cgceggetgg
cttgtttatt
taaagcattt

tecggtac

66

aagaagaaca
gcgecgegacg
ttegtggagg
gtccaggacc
gagctgtacg
gccatgaccg
ggcaactgcg
tcecacegecg
atgatcctcece
gcagcttata

ttttecactge

acaccaccaa
tcgececggage
acgacttcgce
aggtggtgec
ccgagtggtce
agatcggcga
tgcacttcgt
ccttectatga
agcgegggga
atggttacaa

attctagttg

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6277



ctcttatctg
tgcctegete
gctagctege
ggcgeggate
gaagaagaaa
gtcccgegga
gcgcacctct
tecgecgecte
ggcactcecgc
ccecegegage
gtggeggegg
taggcgaaac
accgccaacg
cagggacgag

cgcgggageg

cctcgegecg
gcgcaggcgg
tcgegeegtg
gatcgatcca
ggaaaaagaa
gcctecegegt
cgcecgecece
cgctecgegge
accttttgceg
gcggecgegt
cgcggeggeg
gccgeececg
cagagaccga
gagcacgacg

agcgtgcatg

ES 2651313713

ttgaccgceg
gcgggcgagt
ctgcagccag
tcgatccatce
aggcgtgege
tagtccecege
tcgegecteg
cgcgtegece
ccegetgeeg
cgccgegeaa
ggcggggcgce
ggcgecgecg
gaccgaggta
ccgcgecgeg

tttcegegeg

cttgactctt
gggtgggtce
cagggcagca
gatccatcga
acccgagtgce
ccecgegecgce
ccgattccce
gcgeccceget
cecgecgegge
agactcgccg
ggeggegegt
ccgeecgete
cgtegegece
ccgegegggg

agacgacgcc

67

ggcgcttgecce
gcagccttece
ccgecacggea
tcgtgeggte
gcgctgageg
gcagtcceccce
gcctececectt
ccctatetge
cgccecgeeg
cgtgccgece
aggcggggcet
cagagcagtc
gagcacgcceg
g999999agg9g

gcgegegetg

gctcocgecatce
gcgctcocgece
ggcaggtccc
aaaaagaaag
ccegetegeg
gggaggcatc
ttecegettet
tcececcagggg
ccctggttte
cgagcaacgg
aggcgeccgge
gccgegecag
cgacgcgegyg
agaggcagga

gagaggagat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900



aaggcgcttg
gtatcttgceg
gcacagagaa
cccgagecte
gatcagcgag
tattcacttt
gggtcacgag
cggagacaac
cggtcactac
cgagcctaac
caagctccce
agttcacgcc
gggtcctgtce
cgtegtcgac
tacctttaac
cccgaacgtt
catcgecccct
gatcaccgtt
cgactacaag
ccctatcgat
ctacgacctc
acatatgagt
gggggcgggc
tttttttttt
tgcttgettg
tggcacagat
gaaacactcg
ttgtcecatct
tcttgatcegt
tactccegtt
ccttcgageg
ttcaccgtge

aaacgggccce

gatcgcgaga
tgcttggacg
gaagcagttc
gtccttaaca
cccaccgatg
tacgctcacg
tccgecggta
gttgccateg
aacctctgee
cccceccggea
gaccacgtct
agcaagctcg
ggccttcteg
atttttgaca
tccaagaccg
gtcctegagt
ggtggacgct
ttcgectatga
accgccgtgg
tttgagcagc
gtccgecgetg
tatgagatcc
taaaagatcg
ttgaacgcat
cttgecectget
aagaaaaaga
cgctcacatt
ggcgaatctt
aatgttccaa
gcaactgcge
ctgctaattt
gttccactte

cagcacgtgce

ES 2651313713

gggccagcca
aggagactga
gaaagcgact
agatcgacga
tecctegteca
gacgcattgg
ctgtcgttea
agcccggcat
cccacatgge
ccctctgcaa
cgcttgaget
gtagegttge
ccgeccgetgt
acaagctcaa
gcggttccga
gcaccggagc
ttgtccaggt
aggagctcac
gcatctttga
tgattaccca
gcaagggagc
gaaagtgaac
tattacatag
tcaagccact
tcttggtcag
aaaagtttgt
ctcgctegeg
tacatgagceg
ccttgcatag
catcgectea
cgcctgacge
ttectcagac

tacgagattt

ggctggagge
cgaggaggac
actagcaagc
tatttcettce
ggttaagaag
aaactttgtc
ggtgggaaag
ccccagecge
tttegeegee
gtactttaag
gggcgeccte
ctttggcgac
ggccaagacc
gatggctaag
ggagcttatc
cgagccctge
tggtaacgcc
cctecttegge
caccaactac
ccgttacaag
cgtcaagtgc
cttgtecctaa
tatttttcce
tgtctgggtt
acggcccaaa
cgaccaccgt
taagaatctt
ttttcaaget
gecctegttge
ttgtgacgtg
teccttetttt
atgcccttgg

cgattccacc

68

gaaaatgggt
ggatacgtcg
aagggatcca
gagacctacg
accggcatct
ctcactaagce
ggtgttacgt
ttttccgatg
acccccaact
tecccececgagg
gtcgageccee
tacgtggceg
tttggagcca
gatattggcg
aaggcctttg
attaagctcg
gccggtceeg
agcttcegtt
cagaacggac
tttaaggacg
ctcatcgatg
cccgacagceg
ctactctttg
tacttgtttg
aaagggaaaa
catcagaaag
agccacgcat
ggagegtgag
gatccactag
agttcagatt
gtgettccat
ctgectegac

gcegecttet

ggagaggata
atgatgatgt
tgaccgccaa
acgcccccga
gcggtteega
ctatggttct
cgcttaaggt
agtacaagtc
ccaaggaggg
attttectegt
tgtcegtegg
tttttggege
agggcgttat
ccgctactca
gcggtaacgt
gagtggatgc
tcagcttcce
acggctttaa
gtgagaacge
ccattgaggc
gtcccgagtg
aatggcggga
tgtttatctt
tttgcttget
aattcattca
caagagaaga
acgaagtaat
atcatacctt
caatgegteg
cttctegaga
gacacgccge
ctgctecggta

atgaaaggtt

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880



gggcttegga
gctggagtte
caatagcatc
gtccaaactc
aatcggccaa
cactgactcg
ggtaatacgg
ccagcaaaag
cceccectgac
actataaaga
cctgeegett
tagctcacge
gcacgaaccce
caacccggta
agcgaggtat
tagaagaaca
tggtagetet
gcagcagatt
gtctgacget
aaggatcttce
atatgagtaa
gatctgtcta
acgggagggce
ggctccagat
tgcaacttta
ttcgecagtt
ctegtegttt
atcccccatg
taagttggee
catgccatce
atagtgtatg

acatagcaga

atcgttttece
ttegeccecace
acaaatttca
atcaatgtat
cgcgegggga
ctgegetegg
ttatccacag
gccaggaace
gagcatcaca
taccaggcgt
accggatacc
tgtaggtatc
ccegttecage
agacacgact
gtaggeggtg
gtatttggta
tgatccggea
acgcgcagaa
cagtggaacg
acctagatcc
acttggtctg
tttegtteat
ttaccatctg
ttatcagcaa
tcegecteca
aatagtttge
ggtatggett
ttgtgcaaaa
gcagtgttat
gtaagatgct
cggcgaccga

actttaaaag
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gggacgccgg

ccaacttgtt
caaataaagc
cttatcatac
gaggcggttt
tcgttcgget
aatcagggga
gtaaaaaggc
aaaatcgacg
ttccecectgg
tgtecegeett
tcagttcggt
ccgaccgcetg
tatcgccact
ctacagagtt
tctgegetcet
aacaaaccac
aaaaaggatc
aaaactcacg
ttttaaatta
acagttacca
ccatagttge
gccccagtge
taaaccagcc
tccagtctat
gcaacgttgt
cattcagctc
aagcggttag
cactcatggt
tttctgtgac
gttgctcttg

tgctcatcat

ctggatgatc
tattgcagcet
atttttttca
atggtcgacc
gcgtattggg
gcggcgageg
taacgcagga
cgegttgetg
ctcaagtcag
aagctcccte
tctececetteg
gtaggtcgtt
cgeccttatce
ggcagcagcec
cttgaagtgg
gctgaagcca
cgctggtage
tcaagaagat
ttaagggatt
aaaatgaagt
atgcttaatc
ctgactcecce
tgcaatgata
agccggaagg
taattgttge
tgccattget
cggttcccaa
ctcctteggt
tatggcagca
tggtgagtac
cccggegtea

tggaaaacgt
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ctccagcegeg
tataatggtt
ctgcattcta
tgcaggaacc
cgctetteeg
gtatcagctc
aagaacatgt
gegtttttece
aggtggcgaa
gtgcgcetcte
ggaagcgtgg
cgctccaagce
ggtaactatc
actggtaaca
tggcctaact
gttaccttceg
ggtggttttt
cctttgatct
ttggtcatga
tttaaatcaa
agtgaggcac
gtcgtgtaga
ccgcgagace
gccgagcegea
cgggaagcta
acaggcatcg
cgatcaaggc
cctececgateg
ctgcataatt
tcaaccaagt
atacgggata

tcttegggge

gggatctcat
acaaataaag
gttgtggttt
tgcattaatg
cttecteget
actcaaaggc
gagcaaaagg
ataggctccg
acccgacagg
ctgttccgac
cgctttctca
tgggctgtgt
gtcttgagtc
ggattagcag
acggctacac
gaaaaagagt
ttgtttgcaa
tttctacggg
gattatcaaa
tctaaagtat
ctatctcagc
taactacgat
cacgctcacc
gaagtggtce
gagtaagtag
tggtgtcacg
gagttacatg
ttgtcagaag
ctcttactgt
cattctgaga
ataccgecgec

gaaaactctc

2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740

4800



aaggatctta
ttcagcatct
cgcaaaaaag
atattattga
ttagaaaaat
ctaagaaacc
tcgtctegeg
ggtcacagct
gggtgttgge
agtgcaccaa
taactcatgc
tggcgcggcea
cctcacaaat
actggagcgg
caaacccgaa
ttcgegeeccee
gaacaacacc
agcaacggct
tctectetage
ttgtgcagaa
tatcgtcgeg
ggtgcttcectce
gacggcagtt
gctcegtget
tegttttecg
tecgeccaccecce
caaatttcac
tcaatgtatc
<210> 19

<211> 7628
<212> ADN

ccgctgttga
tttactttca
ggaataaggg
agcatttatc
aaacaaatag
attattatca
cgtttcggtg
tgtctgtaag
gggtgtcaggg
gcttgaggte
cactgagcaa
acggacgtgt
agaggagaat
cgcggeggtt
tcagccttea
ttcgegtececa
accaacacca
acaatcaaca
gacggccgcea
ctcgtggtge
atcggaaatg
gatctgcatc
gggattcgtg
acgagatttc
ggacgecggce
caacttgttt
aaataaagca

ttatcatgtc

<213> Secuencia artificial

ES 2651313713

gatccagttc
ccagcgtttc
cgacacggaa
agggttattg
gggttcecgeg
tgacattaac
atgacggtga
cggatgecegg
gctggcttaa
tgtcgataat
aacttcggtc
cctcatactce
tccactgaca
gggcgcggag
gacggtcgtg
agcatccttce
tgatgcecttt
gcatccccat
tcttcactgg
tgggcactgc
agaacagggg
ctgggatcaa
aattgctgcce
gattccaccg
tggatgatcc
attgcagctt
tttttttcac

tgaattcceg

gatgtaaccc
tgggtgagca
atgttgaata
tctcatgage
cacatttccc
ctataaaaat
aaacctctga
gagcagacaa
ctatgcggca
ccacttttce
tttectaaca
cactgccaca
actgaaaaca
gtcggcagca
cctaacaaca
aagtttatct
gtctcaagaa
ctctgaagac
tgtcaatgta
tgctgcectgeg
catcttgagce
agccatagtg
ctctggttat
ccgecttceta
tccagcgegg
ataatggtta
tgcattctag

gggtac
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actcgtgcac
aaaacaggaa
ctcatactct
ggatacatat
cgaaaagtgc
aggcgtatca
cacatgcagc
gcccgtcagg
tcagagcaga
attgatttte
aaagctctcc
caaggtcgat
atgtatgaga
aaaacaagcg
cgcegtteta
ctctagttca
gaatccaccce
tacagcgtcg
tatcatttta
gcagctggca
ccctgtggac
aaggacagtg
gtgtgggagg
tgaaaggttg
ggatctcatg
caaataaagc

ttgtggtttg

ccaactgatc
ggcaaaatgc
tcctttttea
ttgaatgtat
cacctgacgt
cgaggccctt
tccecggagac
gcgcgtcage
ttgtactgag
caggtttecgt
tcacaaagca
aaactaagct
gacgatcacc
actcgeccgag
cceecgectte
acttcaagaa
tcattgaaag
ccagcgcagce
ctgggggacc
acctgacttg
ggtgccgaca
atggacagcc
gctaacacgt
ggcttcggaa
ctggagttct
aatagcatca

tccaaactca

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6456
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<220>
<223> vector pCL0135

<400> 19

71



ctcttatctg
tgecctegete
gctagctege
ggcgcggatc
gaagaagaaa
gtcccgegga
gcgcacctcet
tcgcegectce
ggcactcecge
ccccgegage
gtggcggegg
taggcgaaac
accgccaacg
cagggacgag
cgcgggageg
aaggcgcttg
gtatcttgceg
gcacagagaa
gccgtttgac
gattatcgtc
cattaactcc
catcatcagc
gaaggacggt
ttcggtctac
cctectegtee
ctcgaccgge
catctceggt
ccgttttaag
cgctteegte
cctctacgac
ccaccccgag

gctcaagcgt

cctecgegecg
gcgcaggcgg
tcgegeegtg
gatcgatcca
ggaaaaagaa
gccteegegt
cgccgeecce
cgctecgeggce
accttttgeg
gcggecgegt
cgcggcggcg
gccgeececg
cagagaccga
gagcacgacg
agcgtgcatg
gatcgcgaga
tgcttggacg
gaagcagttc
gctceccgaca
actgacgaga
agcgtccaga
ccggtctaca
ttccecttta
tggtcgecgea
cagatgcgct
aaggagctcg
agccgegece
cccgagaagt
cttctgggte
atcgagaagce
ctggacggtg

aagctcggcece
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ttgaccgeccg
gcgggegagt
ctgcagccag
tcgatccatce
aggcgtgege
tagtcceege
tcgegecteg
cgcgtcogcecce
ccecgetgecg
cgccgegcaa
ggcggggcege
ggcgccgecg
gaccgaggta
ccgegecgeg
tttcegegeg
gggccagcca
aggagactga
gaaagcgact
agctctttct
acctcgecge
agggtgtgat
tgtggctcga
acaaggtggt
ctgctgagaa
ccgectttac
aggagtttga
actaccgcett
acaaccgcac
gcattacgtce
gcgagttcaa
tcgagcagga

ctgtcaagce

cttgactctt
gggtgggtce
cagggcagca
gatccatcga
acccgagtge
ccecgegecge
ccgattecce
gcgccecget
ccgecgegge
agactcgccg
ggcggcgegt
ccgecegete
cgtcgegece
ccgcgcgggg
agacgacgcc
ggctggaggc
cgaggaggac
actagcaagc
tggcttcecgat
tctcaagacc
cgccattaac
cgctctcgat
cggaatctcc
ggttctctee
tttcaagcac
gcgegtceate
tactggcett
ggccegeatt
catcgaggag
cgaggagctt
cggtgagatc

catcacctac
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ggcgcttgee
gcagccttece
ccgcacggea
tegtgeggte
gcgectgageg
gcagtcccece
gcctececett
ccctatctge
cgccccgecg
cgtgccgecce
aggcggggcet
cagagcagtc
gagcacgccg
g99g99g9aggg
gcgegegetg
gaaaatgggt
ggatacgtcg
aagggatcca
ctctecacce
tacaacgtcg
gatgagatca
cacgtctteg
ggctcgtgee
gagcttgacg
gcccccaact
ggcgecgacg
cagattcgca
tcectggtet
gctgacgett
ctcgecattg
taccgcgeceg

gagtccgagg

gctecgeatec
gcgctcgece
ggcaggtccc
aaaaagaaag
cccgctegeg
gggaggcatc
ttccgettet
tccccagggg
ccctggttte
cgagcaacgg
aggcgecggce
gccgegecag
cgacgcgegg
agaggcagga
gagaggagat
ggagaggata
atgatgatgt
tgactactac
agcagcttaa
agtttgatag
gcaagggagc
aggatatgaa
agcagcacgg
ccgagtecte
ggcaggacca
ccctegetga
agctctcgac
ccagcttegt
gcggcatgaa
cggetggtat
gtattaacga

gagacatcge

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



ctcctactte
agacaacctc
tggcacctce
cctctttaag
ctcectegece
gaagtcgtgg
cggcatctac
ggtccttaac
tgaggacgat
cccgatgete
gggagatggc
cttecacecgat
ctacgtcggt
ccctgtgaac
caaggcgtceg
cattaaccgc
gctcgagtac
acatatgagt
9g99g9gcgggc
ttttetette
tgcttgettg
tggcacagat
gaaacactcg
ttgtccatct
tcttgategt
tactccegtt
ccttegagceg
ttecacegtge
aaacgggccce
gggcttcgga
gctggagtte
caatagcatc

gtccaaacte

gtcaccecget
gccaccatca
accaccgtge
cacccgacga
cgtgagaagg
gacaagttta
ttcecegeteg
tcgaagaacg
gtgagcagca
tccaagtccg
acggacctce
ggtaagaagc
ggcgecagca
ggtaactaca
tggagctacg
cttttcgagg
gctaacggeg
tatgagatcc
taaaagatcg
ttgaacgcat
cttgectget
aagaaaaaga
cgctcacatt
ggcgaatctt
aatgttccaa
gcaactgcgc
ctgctaattt
gtteccactte
cagcacgtgce
atcgttttce
ttcgeecace
acaaatttca

atcaatgtat
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acggttttaa
tctececttee
ttatcatcac
tgcccgacca
ttcgecgacga
acgagatcct
gagagattgt
agatcgtcga
ttgttgagtce
gtgattccte
acaaggttta
agacttttga
acaacggctc
aggtcgatat
agtgcgagge
tgtccgatga
tgggcatgct
gaaagtgaac
tattacatag
tcaagccact
tcttggtcag
aaaagtttgt
ctecgetegeg
tacatgagcg
ccttgcatag
catcgectea
cgcctgacge
ttecctcagac
tacgagattt
gggacgccgg
ccaacttgtt
caaataaagc

cttatcatac

ccctgactge
tecttgeceecg
caagaactac
ctacatggga
ggttaacgag
cgacaagagc
ccctaacget
cgtecgagetc
ccagaccctt
cgcttegteg
ccaggacctce
gtcectcace
gatcatccte
cccgaacgeg
caagaaggag
gatgaacagc
cgccaagatg
cttgtcctaa
tatttttcece
tgtctgggtt
acggcccaaa
cgaccaccgt
taagaatctt
ttttcaaget
gcetegttge
ttgtgacgtg
teccttetttt
atgceccttgg
cgattccacc
ctggatgatc
tattgecagct

attttttteca

atggtcgacc
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aagatctact
aacgacgcce
gcccegtegt
atgatttget
aagtttaacg
accgatttta
gcggeccaga
ggagataaga
tecgtgeecgee
tcegectege
gttaagaagt
gcecgeccca
aagatgggca
tgcgcececttg
tggattggcet
tttgaggtca
gagtccgagce
cccgacageg
ctactctttg
tacttgtttg
aaagggaaaa
catcagaaag
agccacgcat
ggagcgtgag
gatcecgctag
agttcagatt
gtgettccat
ctgcctegac
gccgecttet
ctccagcgeg
tataatggtt
ctgcattcta

tgcaggaacc

cgtttactgg
tcatcagcct
cccagtacca
actgcaacgg
tcgaggacaa
acaacaagct
ttaagcgete
actggcagec
tcecgecacggg
ccecagcccga
teggegacct
accgctgcta
gcattctege
gcggagctta
acgatcagta
aggacaagtg
tcaagcactg
aatggcggga
tgtttgtett
tttgettget
aattcattca
caagagaaga
acgaagtaat
atcatacctt
caatgcgteg
cttctcgaga
gacacgccgce
ctgctcggta
atgaaaggtt
gggatctcat
acaaataaag
gttgtggttt

tgcattaatg

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900



aatcggccaa
cactgactcg
ggtaatacgg
ccagcaaaag
ccceccctgac
actataaaga
cctgeegett
tagctcacge
gcacgaaccc
caacccggta
agcgaggtat
tagaagaaca
tggtagctct
gcagcagatt
gtctgacget
aaggatctte
atatgagtaa
gatctgtcta
acgggagggc
ggctecagat
tgcaacttta
ttecgecagtt
ctcgtegttt
atcccccatg
taagttggce
catgccatcc
atagtgtatg
acatagcaga
aaggatctta
ttcagcatct
cgcaaaaaag

atattattga

cgcgcgggga
ctgcgcetegg
ttatccacag
gccaggaacce
gagcatcaca
taccaggcgt
accggatacc
tgtaggtate
ccegttecage
agacacgact
gtaggcggtg
gtatttggta
tgatccggcea
acgcgcagaa
cagtggaacg
acctagatcc
acttggtctg
tttegtteat
ttaccatctg
ttatcagcaa
tcegecteca
aatagtttge
ggtatggctt
ttgtgcaaaa
gcagtgttat
gtaagatgct
cggcgaccga
actttaaaag
ccgctgttga
tttactttca

ggaataaggg

agcatttatc
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gaggcggttt
tcgttcgget
aatcagggga
gtaaaaaggc
aaaatcgacg
ttecccetgg
tgtcegecett
tcagttcggt
ccgaccgetg
tatcgeccact
ctacagagtt
tctgegetet
aacaaaccac
aaaaaggatc
aaaactcacg
ttttaaatta
acagttacca
ccatagttgce
gceccagtge
taaaccagcc
tccagtctat
gcaacgttgt
cattcagctce
aagcggttag
cactcatggt
tttctgtgac
gttgctcttg
tgctcatcat
gatccagttc
ccagcgttte
cgacacggaa

agggttattg

gcgtattggg
gcggcgagceg
taacgcagga
cgcgttgetg
ctcaagtcag
aagctcccte
tctecectteg
gtaggtcgtt
cgccttatece
ggcagcagcce
cttgaagtgg
gctgaagcca
cgctggtage
tcaagaagat
ttaagggatt
aaaatgaagt
atgcttaatc
ctgacteccece
tgcaatgata
agccggaagg
taattgttge
tgccattgcet
cggttcccaa
ctcctteggt
tatggcagca
tggtgagtac
cccggegtea
tggaaaacgt
gatgtaaccc
tgggtgagca
atgttgaata

tctecatgage
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cgctctteeg
gtatcagctc
aagaacatgt
gcgtttttee
aggtggcgaa
gtgcgetete
ggaagegtgg
cgctccaagce
ggtaactatc
actggtaaca
tggcctaact
gttacctteg
ggtggttttt
cctttgatcet
ttggtcatga
tttaaatcaa
agtgaggcac
gtcgtgtaga
ccgcgagace
gccgagcgca
cgggaagcta
acaggcatcg
cgatcaaggc
cctcecgatcg
ctgcataatt
tcaaccaagt
atacgggata
tcttecgggge
actcgtgcac
aaaacaggaa
ctcatactct

ggatacatat

cttcecteget
actcaaaggc
gagcaaaagg
ataggctccg
acccgacagg
ctgtteccgac
cgctttctea
tgggctgtgt
gtcttgagtc
ggattagcag
acggctacac
gaaaaagagt
ttgtttgcaa
tttctacggg
gattatcaaa
tctaaagtat
ctatctcagce
taactacgat
cacgctcacc
gaagtggtcc
gagtaagtag
tggtgtcacg
gagttacatg
ttgtcagaag
ctcttactgt
cattctgaga
ataccgcgee
gaaaactctc
ccaactgatc
ggcaaaatgc
tcctttttca

ttgaatgtat

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820



ttagaaaaat
ctaagaaacc
tcgtectegeg
ggtcacagct
gggtgttgge
agtgcaccaa
taactcatgc
tggcgeggea
cctcacaaat
actggagcgg
caaacccgaa
ttegegecee
gaacaacacc
ttgggtggag
cgccgtgtte
cggtgccctg
cgttccttge
gggcgaagtg
catcatggct
ccaccaagcg
tcaggatgat
caaggcgcgce
gaatatcatg
ggcggaccgce
cgaatgggct
cgccttetat
cgccgectte
cctececagege
ttataatggt

actgcattct

cggggtac

aaacaaatag
attattatca
cgtttcggtg
tgtctgtaag
gggtgteggg
gcttgaggtc
cactgagcaa
acggacgtgt
agaggagaat
cgcggeggtt
tcagccttea
ttegegteea
accaacacca
aggctattcg
cggctgtcag
aatgaactgc
gcagctgtgce
ccggggcagg
gatgcaatgc
aaacatcgca
ctggacgaag
atgcccgacg
gtggaaaatg
tatcaggaca
gaccgcttcc
cgccttettg
tatgaaaggt
ggggatctca

tacaaataaa

agttgtggtt

ES 2651313713

gggttecgeg
tgacattaac
atgacggtga
cggatgcegg
gctggcttaa
tgtcgataat
aacttcggtc
cctcatactce
tccactgaca
gggcgcggag
gacggtcgtg
agcatcctte
tgattgaaca
gctatgactg
cgcaggggcg
aggacgaggc
tcgacgttgt
atctcecctgte
ggcggectgea
tcgagcgagce
agcatcaggg
gcgatgatct
gccgcetttte
tagcgttggce
tegtgettta
acgagttctt
tgggcttcgg
tgctggagtt
gcaatagcat

tgtccaaact

cacatttccce
ctataaaaat
aaacctctga
gagcagacaa
ctatgcggca
ccacttttce
tttcctaaca
cactgccaca
actgaaaaca
gtcggcagca
cctaacaaca
aagtttatct
agatggattg
ggcacaacag
cccggttett
agcgcggcta
cactgaagcg
atctcacctt
tacgcttgat
acgtactcgg
gctecgegeca
cgtcgtgacc
tggattcatc
tacccgtgat
cggtatecgece
ctgacacgtg

aatcgtttte
cttecgcccac
cacaaatttc

catcaatgta
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cgaaaagtgc
aggcgtatca
cacatgcagc
gcccgtcagg
tcagagcaga
attgattttc
aaagctctcc
caaggtcgat
atgtatgaga
aaaacaagcg
cgecgtteta
ctctagttca
cacgcaggtt
acaatcggct
tttgtcaaga
tegtggetag

ggaagggact
gctectgeeg
ccggcectacct
atggaagccg
gccgaactgt
catggcgatg
gactgtggcc
attgctgaag
gctccecgatt
ctacgagatt
cgggacgccg
cccaacttgt
acaaataaag

tcttatcatg

cacctgacgt
cgaggccctt
tcceggagac
gcgcgtcage
ttgtactgag
caggtttcagt
tcacaaagca
aaactaagct
gacgatcacc
actcgecgag
ccecegectte
acttcaagaa
ctcecggeecge
gctctgatgce
ccgacctgte
ccacgacggg
ggctgctatt
agaaagtatc
gcccattecga
gtcttgtcga
tecgecagget
cctgettgee
ggctgggtgt
agcttggcgg
cgcagcgcat
tecgattccac
gctggatgat
ttattgcagce
catttttttce

tctgaattece

5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620

7628



10

<210> 20

<211> 7241

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> vector pCL0136

<400> 20

ES 2651313713

76



ctcttatctg
tgecectegetce
gctagctcge
ggcgeggate
gaagaagaaa
gtceccgegga
gcgcacctcet
tecgecgecte
ggcactcecge
cccegegage
gtggcggcgg
taggcgaaac
accgccaacg
cagggacgag
cgcgggagceg
aaggcgcttg
gtatcttgeg
gcacagagaa
cgececggeate
ggagatcatc
cgagcagacg
tgataacaag
tctegatgeg
ggaggagtgc
cggcaacctce
gccecgaggec
gctgactgga
gaagaaccgce

tctecectaag

cctcgegeeg
gcgcaggcgg
tcgegeegtg
gatcgatcca
ggaaaaagaa
gcctcecgegt
cgccgeccec
cgctegegge
accttttgeg
gcggecgegt
cgcggeggeg
gccgceceeg
cagagaccga
gagcacgacg
agcgtgcatg
gatcgecgaga
tgecttggacg
gaagcagttc
gatcttggaa
gagtccgect
actgagtggt
aagaccattg
aacggaaagg
aagatcatta
atgctcaccg
tttgctaacc
gactacgtca
tgctggtcega

ctcattgage

ES 2651313713

ttgaccgeccg
gcgggegagt
ctgcagccag
tcgateccatce
aggcgtgege
tagtceccege
tcgegecteg
cgcgtegece
ccecgetgecg
cgccgegcaa
ggcggggcge
ggcgcegecyg
gaccgaggta
cecgegecgeg
tttecgegeg
gggccagcca
aggagactga
gaaagcgact
cccagtcecat
cgtgecectat
ttgacaaggg
aggcgattgg
cgctctacaa
ctgacgccge
gattcaccge
tcaagtacat
tggagtacgg
agaagatttg

ccteggecee

cttgactctt
gggtgggtcc
cagggcagca
gatccatcga
acccgagtge
ccecgegecgce
ccgatteccece
gcgccecget
ccgeecgegge
agactcgceg
ggcggcgegt
ccgeceegete
cgtcgegece
ccgegegggg
agacgacgcc
ggctggagge
cgaggaggac
actagcaagc
gaaggttgtc
ggagctcatt
tctcgaggtg
catctcegge
catcaagctc
cggcggcgac
cccgaagatt
tatgectgeece
cgacgectce
cgacattatt

cgccggtaag

77

ggcgcttgcece
gcagccttce
ccgcacggca
tcgtgeggte
gcgctgagcg
gcagtccccecce
gcctcececcett
ccctatctge
cgcecccgecg
cgtgcecgece
aggcggggcet
cagagcagtc
gagcacgccg
9999992999
gcgegegetg
gaaaatgggt
ggatacgtcg
aagggatcca
atttacgact
agcgagtcgg
tgctttggaa
cagctccacg
tggtgcgaca
aaggctgtca
ctctggctca
cacgattacc
ggcaccgecce
gatcctaagc

gtcaacgacg

gctcgecatcce
gcgctcgcecece
ggcaggtcce
aaaaagaaag
cccgetegeg
gggaggcatc
ttcegettet
tcecccagggg
ccctggttte
cgagcaacgg
aggcgccggce
gcecgegecag
cgacgcgcgg
agaggcagga
gagaggagat
ggagaggata
atgatgatgt
tgaagaccgt
acgagaagaa
acggaacccg
agctctecge
gcttegteece
ccgccactgt
tcgacgeget
agcgcaacaa
tcaactggaa
tttttgattc
tgctcgacct

aggccgccaa

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



ggcgtacggce
tgcggtcggt
aactctttac
ctgecagectce
cgagttegte
gtecececectge
gaacctccecec
caacatcgcet
gtttcegtaag
cgacctctgg
cgaggaggcce
cggtaagtge
cgccaacceg
ggtcgttaac
aaccttgtce
tagtattttt
acttgtctgg
cagacggcce
tgtcgaccac
gcgtaagaat
gcgttttcaa
taggcctegt
tcattgtgac
cgctecttet
gacatgccct
tttcgattce
cggetggatg
gtttattgca
agcatttttt
tacatggtcg
tttgcogtatt
gctgecggoga

ggataacgca

attccecgeeg
actggcaccg
ggctactcgg
acgggcggct
cgcaaccttt
ggcagcgagyg
aacggccgeg
cgcgectect
ctcggattece
cgccagatcg
gcecgeccteg
gacatcgteg
attgccgaga
acgctcagec
taacccgaca
ccecctactet
gtttacttgt
aaaaaaggga
cgtcatcaga
cttagccacg
gctggagegt
tgcgateege
gtgagttcag
tttgtgette
tggctgecte
accgccgect
atcctcecage
gcttataatg
tcactgecatt
acctgcagga
gggcgctctt

gcggtatcag

ggaaagaaca

ES 2651313713

gaatcccegt
tcgetgacgg
acaagcctat
ggcttceccecct
ttcagatgga
gcgttcttgt
cctcgattac
ttgagtcgge
agcccaagga
ctgctgacat
gcggagcetgt
agctttgcaa
acgtcgecegt
ctctgtacge
gcgaatggeg
ttgtgtttgt
ttgtttgett
aaaaattcat
aagcaagaga
catacgaagt
gagatcatac
tagcaatgcg
attcttctceg
catgacacgc
gacctgcteg
tctatgaaag
gcggggatet
gttacaaata
ctagttgtgg
acctgecatta
ccgettocte

ctcactcaaa

tgtgagcaaa

ttcegetgge
attcctcacg
ttccgacceg
cctttgecacc
tatcaaggag
cattccttte
cggcctcace
cgtctttgee
gattcgecte
tatgaacctt
ccaggceoctt
ggagcatatc
gtacgataag
ctaacatatg
ggagggggcyg
cttttttttt
gcttgettge
tcatggcaca
agagaaacac
aatttgtcca
ctttcttgat
tcgtactcce
agaccttcga
cgcttcaceg
gtaaaacggg
gttgggcttc
catgctggag
aagcaatagc
tttgtccaaa
atgaatcgge
gctcactgac

ggcggtaata

aggccagcaa

78

ggcggtgata
atgagcatgg
gctaacggcece
atgaactgca
ctgaacgtcg
ttcaacggeg
tccgegaaca
atgcgeggtg
atcggeggtg
cccatcegtg
tggtgectta
aagattgacg
gcctacgatg
agttatgaga
ggctaaaaga
tttttgaacg
ttgcttgect
gataagaaaa
tcgegetcac
tctggcgaat
cgtaatgttc
gttgcaactg
gcgctgectaa
tgcgttecac
ccccagcacg
ggaatcgttt
ttecttegeee
atcacaaatt
ctcatcaatg
caacgcgegg
tcgetgeget
cggttatceca

aaggccagga

acatgatggg
gcacctccgg
tcagcggett
ccgtegecac
aggctgctaa
agcgcacccc
cgtcececgege
gcctcgatge
gttcgaagtc
tcecececttet
agaaccagtc
agtccaagaa
agtactgcaa
tccgaaagtg
tcgtattaca
cattcaagcc
gcttcttggt
agaaaaagtt
attctcgete
ctttacatga
caaccttgca
cgccategece
tttcgectga
ttcttectca
tgctacgaga
tccgggacge
accccaactt
tcacaaataa
tatcttateca
ggagaggcgg
cggtcgtteg
cagaatcagg

accgtaaaaa

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720



ggcegegttg
acgctcaagt
tggaagctce
ctttetecect
ggtgtaggte
ctgegectta
actggcagca
gttcttgaag
tctgctgaag
caccgctggt
atctcaagaa
acgttaaggg
ttaaaaatga
ccaatgctta
tgcectgacte
tgctgcaatg
gccagcegga
tattaattgt
tgttgcecatt
cteceggttece
tagctcctte
ggttatggca
gactggtgag
ttgceceggeg
cattggaaaa
ttcgatgtaa
ttctgggtga
gaaatgttga
ttgtctcatg
gcgcacattt
aacctataaa

tgaaaacctc

ctggegtttt
cagaggtggc
ctegtgeget
tcgggaageg
gttecgctececa
tceggtaact
gccactggta
tggtggeccta
ccagttacct
agcggtggtt
gatcctttga
attttggtca
agttttaaat
atcagtgagg
ccegtegtgt
ataccgecgag
agggccgage
tgccgggaag
gctacaggca
caacgatcaa
ggtccteega
gcactgcata
tactcaacca
tcaatacggg
cgttcttegg
ccecactegtg
gcaaaaacag
atactcatac
agcggataca
ccccgaaaag
aataggcgta

tgacacatgc

ES 2651313713

tcecataggcet
gaaacccgac
ctecctgttee
tggcgettte
agctgggctg
atcgtcttga
acaggattag
actacggcta
tcggaaaaag
tttttgtttg
tcttttctac
tgagattatc
caatctaaag
cacctatcte
agataactac
acccacgctc
gcagaagtgg
ctagagtaag
togtggtgte
ggcgagttac
tcgttgtcag
attctecttac
agtcattctg
ataataccgc
ggcgaaaact
cacccaactg
gaaggcaaaa
tctteectttt
tatttgaatg
tgccacctga
tcacgaggcce

agctcccgga

ccgececcecct
aggactataa
gaccctgecg
tcatagctca
tgtgcacgaa
gtccaaccceg
cagagcgagg
cactagaaga
agttggtagc
caagcagcag
ggggtctgac
aaaaaggatc
tatatatgag
agcgatctgt
gatacgggag
accggctcca
tcctgecaact
tagttcgcca
acgctcgtcg
atgatcccce
aagtaagttg
tgtcatgcca
agaatagtgt
gccacatagc
ctcaaggatc
atcttcagca
tgccgcaaaa
tcaatattat
tatttagaaa
cgtctaagaa
ctttegtcte

gacggtcaca

79

gacgagcatc
agataccagg
cttaccggat
cgctgtaggt
cceccecegtte
gtaagacacg
tatgtaggcg
acagtatttg
tcttgatcceg
attacgcgca
gctcagtgga
ttcacctaga
taaacttggt
ctatttcgtt
ggcttaccat
gatttatcag
ttatcegect
gttaatagtt
tttggtatgg
atgttgtgca
gcegeagtgt
tccgtaagat
atgcggcgac
agaactttaa
ttaccgctgt
tcttttactt
aagggaataa
tgaagcattt
aataaacaaa
accattatta
gcgegttteg

gcttgtctgt

acaaaaatcg
cgtttcececce
acctgtcege
atctcagtte
agcccgaccg
acttatcgcc
gtgctacaga
gtatctgcge
gcaaacaaac
gaaaaaaagg
acgaaaactc
tccttttaaa
ctgacagtta
catccatagt
ctggcceccag
caataaacca
ccatccagtc
tgcgcaacgt
cttcattcag
aaaaagcggt
tatcactcat
gcttttcectgt
cgagttgctc
aagtgctcat
tgagatccag
tcaccagcegt
gggcgacacg
atcagggtta
taggggttce
tcatgacatt
gtgatgacgg

aagcggatgce

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640
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cgggagcaga
taactatgcg
aatccacttt
gtcttteccta
ctccactgee
acaactgaaa
gaggtcggea
gtgcctaaca
ttcaagttta
acaagatgga
ctgggcacaa
gcgeeeggtt
ggcagcgegg
tgtcactgaa
gtcatctcac
gcatacgcett
agcacgtact
ggggctcgeg
tctegtegtg
ttctggatte
ggctaccecgt
ttacggtatc
cttctgacac
cggaatcgtt
gttecttegec
catcacaaat
actcatcaat
<210> 21

<211> 957
<212> ADN

caagcccgtce
gcatcagagc
tccattgatt
acaaaagctc
acacaaggtc
acaatgtatg
gcaaaaacaa
acacgccgtt
tctectctagt
ttgcacgcag
cagacaatcg
ctttttgtca
ctatecgtgge

gcgggaaggg

cttgctectg
gatccggceta
cggatggaag
ccagccgaac
acccatggcg
atcgactgtg
gatattgctg
gccgecteeceg
gtgctacgag
ttececgggacg
caccccaact
ttcacaaata

gtatcttatce

<213> Pichia stipitis

<220>

ES 2651313713

agggecgegte
agattgtact
ttccaggttt
tcctcacaaa
gataaactaa
agagacgatc
gcgactcgcece
ctaccccgece
tcaacttcaa
gttcteecgge
gctgetctga
agaccgacct
tggccacgac
actggctgct
ccgagaaagt
cctgeccatt
ccggtettgt
tgttcgceccecag
atgecctgett
gceggetggg
aagagcttgg
attcgcagecg
atttcgattc
ccggctggat
tgtttattgce
aagcattttt

atgtctgaat

agcgggtgtt
gagagtgcac
cgttaactca
gcatggcgeg
gctecctecaca
accactggag
gagcaaaccc
ttettegege
gaagaacaac
cgettgggtyg
tgcecgeegtg
gtcecggtgee

gggcgttccet

attgggcgaa
atccatcatg
cgaccaccaa
cgatcaggat
gctcaaggcg
gccgaatatc
tgtggeggac
cggcgaatgg
catcgccttce
caccgccgece
gatcctccag
agcttataat
ttcactgcat

tcceggggta

<223> reductasa de xilosa (X59465), codones optimizados

80

ggcgggtgte
caagcttgag
tgccactgag
gcaacggacg
aatagaggag
cggecgeggcg
gaatcagcct
cccttegegt
accaccaaca
gagaggctat
ttceggetgt
ctgaatgaac
tgcgcagcetg
gtgeccgggge
gctgatgcaa
gcgaaacatc
gatctggacg
cgcatgceccg
atggtggaaa
cgctatcagg
gctgaccgcet
tatcgeccttce
ttctatgaaa
cgcggggatce

ggttacaaat

tctagttgtg

Cc

ggggctgget
gtctgtcgat
caaaacttcg
tgtcctcata
aattccactg
gttgggcgeg
tcagacggtc
ccaagcatcc
ccatgattga
tcggctatga
cagcgcaggg
tgcaggacga
tgctcgacgt
aggatctcct
tgcggegget
gcatcgagcg
aagagcatca
acggcgatga
atggcegcett
acatagcgtt
tcctegtget
ttgacgagtt
ggttgggctt
tcatgctgga
aaagcaatag

gtttgtccaa

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

7241
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<400> 21

atgccctcca

aaggtggacg

ctectttgacg
gccattgatg
aactaccacc
gtcgactacg
gaggagaagt
gttecctatte
agcatecggeg
atcaagcctt
gagtttgccc
tttgtegage
attaaggcca
tcgecagegeg
aaggatgtca

attaacctcc

<210> 22
<211> 1872
<212> ADN

ttaagctcaa

tcgacacttg
gtgccgagga
agggaattgt
accccgataa
tcgatcetttt
accccceegg
tggagacttg
tcagcaactt
cggttcttca
agtcccgegg
tcaaccaggg
tcgectgcetaa
gaatcgccat
actccttcga

gcttcaacga

<213> Pichia stipitis

<220>

ES 2651313713

ctcecggttac

ctecggagecag
ctacgccaac
caagcgcgag
cgtcgagaag
tcttattcac
attctactge
gaaggctcte
tcectggaget
ggtcgagcac
tattgcegte
tecgegeectt
gcacggtaag
catcecctaag
cctecgatgag

cccctgggac

gatatgcceg

atttaccgeg
gagaagctgg
gacctecttte
gctecttaacce
ttececetgtea
ggaaagggcg
gagaagctcg
ctecctectgg
catcecttacce
acggcctaca
aacaccagcc
teceeccegececce
agcaacaccg
caggatttcg

tgggataaga

<223> cinasa de xilulosa (AF127802), codones optimizados

<400> 22

81

ccgteggttt

ccattaagac
teggagecegg
tcacctccaa
gtaccctcag
cgttcaagtt
ataactttga
tcaaggcecgg
acctectteg
ttcagcagcecce
gcteccttegg
ccctettega
aggtcctect
tceectegect
ccgacattge

tccctatett

tggttgetgg

cggataccge
cgtcaagaag
gctcoctggaac
cgatcteccag
tgtcecctett
ctacgaggac
caagattcgce
cggageccacce
cegteteate
ccctecagtee
gaacgagacc
ccgttggage
tcttgagaac
caagctcgat

tgtctaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

957



atgactacta
cagcagctta
gagtttgata
agcaagggag
gaggatatga
cagcagcacg
gccgagtect
tggcaggacc
gcectegetg
aagctctcga
tccagettceg

tgcggecatga
gcggetggtg

ggtattaacg
ggagacatcg
tcgtttactg
ctcatcagcc
tcccagtacce
tactgcaacg
gtcgaggaca
aacaacaagc
attaagcgct
aactggcagc
ctccgcacgg
ccccagcececg
ttcggcgacc
aaccgctgct
agcattctcg
ggcggagett
tacgatcagt

aaggacaagt

ctcaagcact

cgccgtttga
agattatecgt
gcattaactc
ccatcatcag
agaaggacgg
gttcggtcta
ccctectegte
actcgaccgg
acatctcegg
cccgttttaa
tcgetteegt

acctctacga
tccaccccega

agctcaagcg
cctectactt
gagacaacct
ttggcacctce
acctctttaa
gctccectege
agaagtcgtg
tcggcatcta
cggtccttaa
ctgaggacga
gccecgatget
agggagatgg
tcttcaccga
actacgtcgg
cccctgtgaa
acaaggcgtc
acattaaccg
ggctcgagta

ga

ES 2651313713

cgctcecgac
cactgacgag
cagcgtccag
cccggtcectac
tttccecettt
ctggtcgege
ccagatgcgce
caaggagctc
tagccgegece
gcccgagaag
ccttetgggt

catcgagaag
gctggacggt

taagcteggce
cgtcacccge
cgccaccatc
caccaccgtg
gcacccgacg
ccgtgagaag
ggacaagttt
cttececgete
ctcgaagaac
tgtgagcagc
ctccaagtcc
cacggacctc
tggtaagaag
tggcgccagce
cggtaactac
gtggagctac
ccttttegag

cgctaacggce

aagctctttce
aacctcgceceg
aagggtgtga
atgtggctcg
aacaaggtgg
actgctgaga
tcecgecttta
gaggagtttg
cactaccgct
tacaaccgca
cgcattacgt

cgcgagtteca
gtcgagcagg

cctgtcaagce
tacggtttta
atctcccttce
cttatcatca
atgcccgacce
gttcgcgacg
aacgagatcc
ggagagattg
gagatcgtcg
attgttgagt
ggtgattcct
cacaaggttt
cagacttttg
aacaacggct
aaggtcgata
gagtgcgagg
gtgtccgatg

gtgggcatgc

82

ttggcttcga
ctctcaagac
tcgeccattaa
acgctctcga
tcggaatctce
aggttctctc
ctttcaagca
agcgcgtcat
ttactggccet
cggcccgeat
ccatcgagga

acgaggagct
acggtgagat

ccatcaccta
accctgactg
ctcttgececce
ccaagaacta
actacatggg
aggttaacga
tcgacaagag
tcectaacge
acgtcgagct
cccagaccect
ccgettegte
accaggacct
agtcecctcac
cgatcatcct
tcececgaacge
ccaagaagga
agatgaacag

tcgccaagat

tctctccace
ctacaacgtc
cgatgagatc
tcacgtcttc
cggctcgtge
cgagcttgac
cgcccccaac
cggcgccgac
tcagattcgce
ttcecctggte
ggctgacgcet

tctegecatt
ctaccgegece

cgagtccgag
caagatctac
gaacgacgcc
cgccecegteg
aatgatttgc
gaagtttaac
caccgatttt
tgcggcccag
cggagataag
ttegtgeege
gtccgeecteg
cgttaagaag
cgcececgeecce
caagatgggc
gtgcgccctt
gtggattgge
ctttgaggtce

ggagtccgag

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

1872



10

15

20

<210> 23
<211> 1092
<212> ADN

<213> Pichia stipitis

<220>

ES 2651313713

<223> Xilitol deshidrogenasa (X55392), codones optimizados

<400> 23
atgaccgcca
gacgcccccg
tgcggttceg
cctatggttce
tcgcecttaagg
gagtacaagt

tccaaggagg

gattttctcg
ctgtcecgteg
gtttttggeg
aagggcgtta
gccgcectacte
ggcggtaacg
ggagtggatg
gtcagcttce
tacggcttta
cgtgagaacg
gccattgagg
ggtccegagt
<210> 24

<211>18
<212> PRT

acccgagcct
agatcagcga
atattcactt
tgggtcacga
tcggagacaa
ccggtcacta

gcgagcctaa

tcaagctccce
gagttcacge
cgggteetgt
tcgtegtcecga
atacctttaa
tcccgaacgt
ccatecgecece
cgatcaccgt
acgactacaa
cccctatcecga
cctacgacct

ga

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 24

cgtccttaac
gcccaccgat
ttacgctcac
gtccgeeggt
cgttgcecatce
caacctctgce

ccceccccgge

cgaccacgtc
cagcaagctc
cggccttete
catttttgac
ctccaagacc
tgtcctecgag
tggtggacgce
tttcgetatg
gaccgccgtg
ttttgagcag

cgtcegeget

aagatcgacg
gtcctegtec
ggacgcattg
actgtcgttc
gagcccggea
ccccacatgg

accctctgeca

tcgecttgage
ggtagcgttg
gcecgecgetg
aacaagctca
ggcggttecg
tgcaccggag
tttgtccagg
aaggagctca
ggcatctttg

ctgattaccc

ggcaagggag

83

atatttcctt
aggttaagaa
gaaactttgt
aggtgggaaa
tcececageceg
ctttegeege

agtactttaa

tgggcgecect
cctttggega
tggccaagac
agatggctaa
aggagcttat
ccgagcectg
ttggtaacgce
ccectettegg
acaccaacta
accgttacaa

ccgtcaagtg

cgagacctac
gaccggcatc
cctcactaag
gggtgttacg
cttttecegat

cacccccaac

gtccecececgag

cgtcgagece
ctacgtggce
ctttggagece
ggatattgge
caaggccettt
cattaagctc
cgeeggtece
cagcttccgt
ccagaacgga
gtttaaggac

cctcatcgat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1092
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Arg Leu Arg Lys Leu Pro Ile Asp His Pro Asp Ser Leu Glu Glu Leu

1 5 10 15
Arg Asp
<210> 25
<211>15
5 <212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Péptido sintético
10
<400> 25
Glu Thr Lys Gly Leu Thr Leu Glu Glu Ile Glu Ala Lys Cys Leu
i I 5 10 15
15
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REIVINDICACIONES
1. Un método de produccién de un cultivo celular de traustoquitridos, que comprende:

a. transformar una célula de traustoquitridos con moléculas de acido nucleico que comprenden una secuencia
polinucleotidica que codifica un transportador heterélogo de xilosa, una isomerasa heteréloga de xilosa y una
cinasa heteroéloga de xilulosa; o con moléculas de acido nucleico que comprenden una secuencia polinucleotidica
que codifica un transportador heterélogo de xilosa, una cinasa heteréloga de xilulosa, una reductasa heterdloga
de xilosa y una xilitol deshidrogenasa heterdloga; en el que los genes heterdlogos tienen los codones
optimizados para su expresion en la célula de traustoquitridos, y los genes heterélogos estan bajo el control de
cualquier secuencia promotora, cualquier secuencia terminadora y/o cualquier otra secuencia reguladora que sea
funcional en una célula de traustoquitridos; y

b. cultivar la célula de traustoquitridos transformada en un medio de cultivo que comprende xilosa como fuente
de carbono.

2. La célula de traustoquitrido transformada definida en la reivindicacion 1, en la que la secuencia polinucleotidica
que codifica el transportador heterdlogo de xilosa es al menos un 90 % idéntica a una secuencia seleccionada de la
secuencia polinucleotidica del n.° de acceso AJ875406, BT015128, AF127802, AJ249910, X59465 o X55392; una
secuencia polinucleotidica que codifica la secuencia de aminoacidos del n.° de acceso CAB76571; la secuencia
polinucleotidica de la SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22
0 SEQ ID NO: 23; y combinaciones de las mismas.

3. La célula de traustoquitridos transformada definida en cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en la que el
traustoquitrido es un Schizochytrium o un Thraustochytrium.

4. Un cultivo de traustoquitridos que comprende:

a. la célula de traustoquitridos definida en cualquiera de las reivindicaciones 1-3, y
b. un medio de cultivo celular que comprende xilosa como fuente de carbono.

5. Un método de produccion de una biomasa de traustoquitridos, que comprende:

a. cultivar la célula de traustoquitridos definida en cualquiera de las reivindicaciones 1-3 en un medio de cultivo
que comprende xilosa como fuente de carbono, y
b. recoger a biomasa del medio de cultivo.

6. Un método de produccién de un aceite microbiano, que comprende:

a. cultivar la célula de traustoquitridos definida en cualquiera de las reivindicaciones 1-3 en un medio de cultivo
que comprende xilosa como fuente de carbono para producir una biomasa, y
b. extraer un aceite de la biomasa.

7. Un método de produccion de un producto alimenticio, cosmético, composiciéon industrial o composicion
farmacéutica para un animal o ser humano, que comprende:

a. cultivar la célula de traustoquitridos definida en cualquiera de las reivindicaciones 1-3 en un medio de cultivo
que comprende xilosa como fuente de carbono,

b. recoger una biomasa del medio de cultivo y

c. preparar el producto alimenticio, cosmético, composicién industria o composicién farmacéutica de la biomasa.

8. El método de la reivindicacion 7, que comprende ademas extraer un aceite de la biomasa y preparar el producto
alimenticio, cosmético, composicion industrial o composicién farmacéutica del aceite.

9. El método de la reivindicacion 7 o reivindicacion 8, en el que el producto alimenticio se selecciona de (a) una
férmula infantil, (b) leche, (c) una bebida, (d) una bebida terapéutica, (e) una bebida nutritiva, (f) un aditivo para
alimentos de animales o seres humanos, (g) suplemento nutritivo, (h) pienso para animales e (i) una combinacién de

(b), (c), (d) y/o (e).
10. El método de las reivindicacion 9, en el que el pienso para animales se selecciona de (a) un pienso de

acuicultura, (b) un pienso para animales domésticos, (c) un pienso para animales de zooldgico, (d) un pienso para
animales de trabajo, (e) un pienso para ganado y (f) una combinacién de (b), (c), (d) y/o (e).
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11. Un método para producir un biocombustible, que comprende:

a. cultivar la célula de traustoquitridos definida en cualquiera de las reivindicaciones 1-3 en un medio de cultivo
que comprende xilosa como fuente de carbono para producir una biomasa,

b. extraer un aceite de la biomasa, y
c. producir un biocombustible transesterificando el aceite, craqueando el aceite, procesando el aceite por

despolimerizacion térmica, afiadiendo el aceite a un proceso de refinado del petréleo o una combinacion de los
mismos.
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ATGGGCCTCGAGGATAACCGCATGGTTAAGCGCTTTGTCAACGTGGGCGAGAAGAAGGCCGGTAGCACCGC
CATGGCCATCATTGTTGGCCTCTTCGCGGCCTCGGGCGGCGTCCTCTTCGGCTACGACACCGGCACTATCTCG
GGCGTCATGACTATGGACTACGTTCTCGCCCGCTACCCCTCCAACAAGCACTCCTTCACCGCTGACGAGTCGTC
GCTCATCGTTTCCATTCTTTCGGTCGGCACCTTCTTCGGCGCCCTCTGCGCCCCGTTCCTCAACGATACCCTCGG
CCGCCGCTGGTGCCTCATCCTCAGCGCCCTCATTGTCTTTAACATCGGCGCCATCCTCCAGGTCATTTCCACCGC
CATCCCCCTGCTCTGCGCGGGCCGCGTTATCGCCGGTTTCGGTGTCGGCCTCATTTCCGCCACCATCCCGLTCT
ACCAGTCCGAGACTGCTCCGAAGTGGATTCGCGGCGCCATCGTTTCCTGCTACCAGTGGGCCATCACTATCGG
ACTTTTCCTCGCTTCCTGCGTCAACAAGGGCACCGAGCACATGACCAACTCCGGTTCGTACCGTATTICCTCTGG
CCATCCAGTGCCTCTGGGGCCTCATCCTTGGTATTGGCATGATTTTCCTCCCTGAGACCCCCCGCTTCTGGATTT
CGAAGGGCAACCAGGAGAAGGCCGCCGAGTCCCTCGCCCGTCTCCGCAAGCTCCCCATCGACCATCCTGATA
GCCTTGAGGAGCTTCGCGATATTACTGCCGCCTACGAGTTCGAGACCGTCTACGGTAAGTCCAGCTGGTCCCA
GGTCTTTTCCCACAAGAACCATCAGCTCAAGCGCCTCTTTACCGGCGTTGCCATTCAGGCCTTTCAGCAGCTCA
CCGGAGTTAACTTTATCTTTTACTACGGCACCACCTTTTTTAAGCGCGCCGGAGTCAACGGATTCACCATCAGC
CTTGCCACCAACATCGTTAACGTCGGCAGCACTATTCCCGGCATTCTTCTCATGGAGGTCCTCGGCCGCCGLAA
CATGCTCATGGGCGGTGCCACCGGCATGTCGCTGTCGCAGCTTATCGTCGCCATTGTCGGAGTTGCCACGTCG
GAGAACAACAAGTCGAGCCAGTCGGTCCTCGTCGCTTTCTCGTGCATCTTITATCGCTTTTITTGCCGCCACCTG
GGGTCCCTGCGCCTGGGTCGTCGTCGGCGAGCTCTTTCCCCTTCGCACTCGCGCTAAGTCCGTTTCCCTCTGCA
CCGCGTCCAACTGGCTCTGGAACTGGGGCATTGCTTACGCCACCCCCTACATGGTCGACGAGGATAAGGGTA
ACCTCGGCAGCAACGTTTTTTTTATTTGGGGAGGCTTCAACCTCGCTTGCGTCTTTTTCGCGTGGTACTTCATTT
ACGAGACCAAGGGCCTTTCCCTCGAGCAGGTTGATGAGCTCTACGAGCATGTTTCGAAGGCGTGGAAGTCCA
AGGGTTTITGTCCCGTCCAAGCACTCCTTTCGCGAGCAGGTCGACCAGCAGATGGACTCCAAGACCGAGGCCAT
T A TGAGCGAGGAGGTCGTOCGOGTTT A A

(SEQID NO: 2)

FIG. 3
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ATGGCCCTCGACCCTGAGCAGCAGCAGCCCATTTCCTCCGTGTCGCGCGAGTTTGGTAAGTCGTCCGGTGAGA
TCTCCCCCGAGCGTGAGCCTCTCATTAAGGAGAACCACGTCCCCGAGAACTACTCCGTTGTTGCCGCCATCCTC
CCCTTCCTCTTCCCGGCCCTGGGTGGCCTCCTTTACGGTTACGAGATTGGCGCTACGTCGTGCGCTACGATTTC
CCTTCAGTCCCCCTCCCTCTCCGGCATCTCCTGGTACAACCTCTCCTCCGTCGATGTTGGCCTCGTCACTTCCGG
TTCCCTCTACGGTGCTCTGTTTGGCTCCATTGTTGCCTTCACCATTGCCGACGTTATTGGCCGTCGCAAGGAGCT
TATCCTCGCTGCTCTCCTCTACCTCGTCGGTGCCCTCGTTACCGCTCTCGCCCCTACGTACTCCGTTCTCATCATC
GGCCGTGTCATTITACGGTGTTTCCGTCGGTCTTGCCATGCATGCTGCCCCTATGTACATCGCGGAGALCGLECCC
GTCCCCCATCCGCGGCCAGCTCGTTTCCCTCAAGGAGTTTTTCATCGTTCTCGGTATGGTCGGCGGATACGGCA
TTGGTTCCCTCACCGTCAACGTCCACTCCGGTTGGCGCTACATGTACGCTACCTCCGTTCCCCTCGCTGTGATCA
TGGGCATIGGCATGTGGTGGCTTCCTGCCTCCCCCCGTTGGLTCCTCCTCCGCGTCATTICAGGGTAAGGGTAA
CGTTGAGAACCAGCGCGAGGCTGCCATTAAGTCCCTCTGCTGCCTCCGTGGTCCTGCCTTCGTCGACTCGGLL
GCCGAGCAGGTCAACGAGATTCTCGCCGAGCTTACCTTCGTTGGCGAGGATAAGGAGGTCACCTTCGGCGAG
CTCTTCCAGGGAAAGTGCCTCAAGGCCCTCATTATCGGCGGCGGCCTTGTTCTCTTTCAGCAGATCACCGGTCA
GCCTTCGGTCCTCTACTACGCCCCCTCGATCCTCCAGACTGLGGGCTTCTCCGCCGCCGGCGATGCTACCCGLG
TTTCCATTCTTCTCGGCCTCCTCAAGCTCATTATGACCGGTGTCGCCGTCGTCGTTATCGATCGTCTCGGCCGTC
GCCCTCTCCTCCTCGGCGGAGTCGGTGGTATGGTTGTITCGCTCTTTCTCCTTGGCTCGTACTACCTTTITCTTCA
GCGCTTCCCCCGTCGTCGCCGTTGTCGCCCTCCTTCTCTACGTGGGTTGCTACCAGCTCTCCTTTGGCCCCATTG
GCTGGCTTATGATTTCCGAGATTTTTCCCCTCAAGCTCCGTGGTCGCGGACTCTCCCTTGCCGTGCTTGTCAALT
TTGGTGCCAACGCCCTCGTCACCTTTGCCTTTTCCCCTCTCAAGGAGCTCCTCGGCGCCGGCATCCTGTTTTGCG
GCTTTGGCGTTATCTGCGTTCTCTCCCTTGTTTTTATCTTITITTATCGTCCCGGAGACTAAGGGCCTCACGCTCG
AGGAGATCGAGGCGAAGTGCCTCTAA

(SEQID NO: 3)

FIG. 4
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ATGGCTAAGGAGTACTTCCCCCAGATCCAGAAGATTAAGTTCGAGGGTAAGGACAGCAAGAACCCGCTCGCC
TTTCATTACTACGACGCCGAGAAGGAGGTGATGGGCAAGAAGATGAAGGACTGGCTTCGCTTTGCTATGGLT
TGGTGGCACACTCTCTGCGCTGAGGGCGCGGACCAGTTTGGCGGCGGTACGAAGAGCTTTCCGTGGAACGAG
GGCACTGACGCTATTGAGATTGCTAAGCAGAAGGTTGACGCTGGTTTCGAGATTATGCAGAAGCTCGGTATTC
CGTACTACTGCTTTCACGATGTCGACCTCGTTTCCGAGGGCAACTCGATCGAGGAGTACGAGTCGAACCTCAA
GGCTGTGGTTGCCTACCTCAAGGAGAAGCAGAAGGAGACCGGAATCAAGCTCCTCTGGAGCACCGCCAACGT
TTTCGGCCACAAGCGCTACATGAACGGCGCCTCCACCAACCCTGACTTCGATGTTGTTGCCCGCGCTATTGTCC
AGATTAAGAACGCCATCGACGCTGGTATCGAGCTCGGAGCCGAGAACTACGTTTTTTGGGGCGGACGCGAGG
GTTACATGTCCCTCCTCAACACCGACCAGAAGCGTGAGAAGGAGCACATGGCCACTATGCTTACCATGGCCCG
CGACTACGCCCGCAGCAAGGGTTTTAAGGGTACTTTTCTCATTGAGCCGAAGCCCATGGAGCCGACCAAGCAC
CAGTACGACGTCGACACCGAGACCGCCATTGGCTTCCTTAAGGCCCACAACCTTGACAAGGATTTTAAGGTGA
ACATCGAGGTTAACCACGCTACGCTTGCCGGCCACACCTTTGAGCATGAGCTCGCCTGCGCTGTTGACGCCGG
AATGCTTGGTTCCATTGACGCCAACCGCGGCGACTACCAGAACGGCTGGGACACCGACCAGTTTCCGATTGAC
CAGTACGAGCTCGTCCAGGCCTGGATGGAGATCATCCGTGGTGGAGGCTTTGTTACCGGTGGTACGAACTTC
GACGCCAAGACGCGCCGTAACAGCACGGACCTCGAGGACATCATCATTGCTCATGTGTCGGGCATGGACGCC
ATGGCTCGCGCCCTTGAGAACGCTGCTAAGCTCCTCCAGGAGAGCCCCTACACGAAGATGAAGAAGGAGCGC
TACGCGTCGTTTGACAGCGGAATCGGTAAGGACTTCGAGGATGGCAAGCTCACCCTGGAGCAGGTGTACGAG
TACGGTAAGAAGAACGGCGAGCCGAAGCAGACCAGCGGCAAGCAGGAGCTCTACGAGGCCATTGTCGCCAT

GTACCAGTAG
( SEQ ID NO: 6)

FIG. 11
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ATGAAGACCGTCGCCGGCATCGATCTTGGAACCCAGTCCATGAAGGTTGTCATTTACGACTACGAGAAGAAG
GAGATCATCGAGTCCGCCTCGTGCCCTATGGAGCTCATTAGCGAGTCGGACGGAACCCGCGAGCAGACGACLT
GAGTGGTTTGACAAGGGTCTCGAGGTGTGCTTTGGAAAGCTCTCCGCTGATAACAAGAAGACCATTGAGGCG
ATTGGCATCTCCGGCCAGCTCCACGGCTTCGTCCCTCTCGATGCGAACGGAAAGGCGCTCTACAACATCAAGC
TCTGGTGCGACACCGCCACTGTGGAGGAGTGCAAGATCATTACTGACGCCGCCGGLCGGCGACAAGGCTGTCA
TCGACGCGCTCGGCAACCTCATGCTCACCGGATTCACCGCCCCGAAGATTCTCTGGCTCAAGCGCAACAAGCC
CGAGGCCTTTGCTAACCTCAAGTACATTATGCTGCCCCACGATTACCTCAACTGGAAGCTGACTGGAGACTAC
GTCATGGAGTACGGCGACGCCTCCGGCACCGCCCTTTTTGATTCGAAGAACCGCTGCTGGTCGAAGAAGATTT
GCGACATTATTGATCCTAAGCTGCTCGACCTTCTCCCTAAGCTCATTGAGCCCTCGGCCCCCGCCGGTAAGGTC
AACGACGAGGCCGCCAAGGCGTACGGCATTCCCGCCGGAATCCCCGTTTCCGCTGGCGGCGGTGATAACATG
ATGGGTGCGGTCGGTACTGGCACCGTCGCTGACGGATTCCTCACGATGAGCATGGGCACCTCCGGAACTCTTT
ACGGCTACTCGGACAAGCCTATTTCCGACCCGGCTAACGGCCTCAGCGGCTTCTGCAGCTCCACGGGCGGLTG
GCTTCCCCTCCTTTGCACCATGAACTGCACCGTCGCCACCGAGTTCGTCCGCAACCTTTTTCAGATGGATATCAA
GGAGCTGAACGTCGAGGCTGCTAAGTCCCCCTGCGGCAGCGAGGGCGTTCTTGTCATTCCTTTCTTCAACGGC
GAGCGCACCCCGAACCTCCCCAACGGCCGCGLLCTCGATTACCGGCCTCACCTCCGCGAACACGTCLCCGCGLCA
ACATCGCTCGCGCCTCCTTTGAGTCGGCCGTCTTTGCCATGCGCGGTGGCCTCGATGCGTTTCGTAAGCTCGG
ATTCCAGCCCAAGGAGATTCGCCTCATCGGCGGTGGTTCGAAGTCCGACCTCTGGCGCCAGATCGCTGCTGAC
ATTATGAACCTTCCCATCCGTGTCCCCCTTCTCGAGGAGGCCGCCGCCCTCGGCGGAGCTGTCCAGGLLCTTTG
GTGCCTTAAGAACCAGTCCGGTAAGTGCGACATCGTCGAGCTTTGCAAGGAGCATATCAAGATTGACGAGTC
CAAGAACGCCAACCCGATTGCCGAGAACGTCGCCGTGTACGATAAGGCCTACGATGAGTACTGCAAGGTCGT
TAACACGCTCAGCCCTCTGTACGCCTAA

(SEQ ID NO: 7)

FIG. 12
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atgcecocctecattaagetcecaacteeggttacgatatgeccegecgteggtttggtt
gctggaaggtggacgtcgacacttgctoggagecagatttaccgecgeccattaagac
cggataccgcectetttgacggtgecgaggactacgcecaacgagaagetggtaegga
gccggcgtcaagaaggccattgatgagggaattgtcaagcgcgaggacctcitte
tcacctccaagetctggaacaactaccaccaccecgataacgtegagaagactet
taaccgtaccocctcagocgatctcrcaggtecgactacgtecgatetttttettatteac
ttcococtgtocacgttcaagtttgtoccocctettgaggagaagtaccccococoggattat
actgcugaaagggcgataactitgactacgaggacgttbcctattctgoagacttyg
gaaggctctcocgagaagctogtcaaggcoggcaagattcgecagecatcggegtecage
aactttcocctggagctcectcocctecctggacctocttcgoggagecaccatcaagectt
cggttcocttcaggtcgagecaccatcoccttaccttcagecagecoccgtetecategagtt
tgcccagteoccgoeggtattgecgtcacggectacagetectteggecctecagtec
tttgtcgagctcaaccagggtogegeocttaacaccagecccctettcgagaacy
agaccattaaggccatcogetgctaagecacggtaagtoccocgeccaggtectect
ccgttggagetogecagegeggaategecatcatoeectaagageaacaccegtooet
cgccttettgagaacaaggatgtcaactecttcgacctecgatgagcaggatttag
ccgacattgecaagectogatattaacctecgettcaacgacoaoctgggactggga
CLaagatcocctatctttgtctaa

(SEQ ID NO:21)

FIG. 15
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atgactactacgcecgttitgacgeteccgacaagetectticttggettcgatctetec
acccagcagcttaagattatcgtcactgacgagaacctecgecgetctcaagacctac
aacgtcgagtttgatagcattaactccagegtccagaagggtgtgategecattaac
gatgagatcageocaagggagecatcatcageocggtectacatgtggectegacgetcte
gatcacgtcttcgaggatatgaagaaggacggtttccectttaacaaggtggtcgga
atcteeggetegtgecagecageacyggiteggbctactggtegegeactgetgagaay
gttcetoctcococgagettgacgecgagtactooctoctogteccagatgaogctacgecttt
actttcaagecacgcccecccaactggecaggaccactecgaccggeaaggagetegagaag
tttgagcgogtocatocggogecgacgocctogetgacatctocggtageogogoccac
taccgectttactggecttcagattegecaagetetegaccegttttaagecegagaag
tacaaccgcacggcccocgecatttococtggtctecagettegtegetteegtecttcty
ggtcgecattacgtcoccatcgacgaggectgacgettgeggecatgaacctctacgacate
gagaagcogcgagttecaacgaggagettcectegecattgeggetggtgteccacececgayg
ctggacgotgtcgagecaggacggtgagatctacegeogeocggtattaacgagectcaag
cgtaagctoggeccctgtecaagoecatcacctacgagteccgagggagacategectee
tacttcgtcacccogectacggttttaaccectgactgcaagatctactegtttactgga
gacaacctcgccaccatcatcetcecocttectettgececcgaacgacgecctecatecage
cttggcacctcecaccaccgtgettatcatcaccaagaactacgeccegtegtoeccag
taccacctctttaagcaccogacgatgeccgaccactacatgggaatgatttgetac
tgcaacggctcccectcocgecoecgtgagaaggttcgcgacgaggttaacgagaagtttaac
gtcgaggacaagaagtcgtgggacaagtttaacgagatcctegacaagagecaccgat
tttaacaacaagectcocggrcatctacttececgetecggagagattgtececctaacgetgeg
gcccagattaagcgecteggtecttaactcgaagaacgagatcgtecgacgtcgagete
ggagataagaactggcagoectgaggacgatgtgagcagecattgttgagtocccagace
cttbcecgtgecocgectocgcacgggcocoecgatgcectcectocaagteoggtgattoctecget
tcgtcgtecgoctegeccocagecocgagggagatggcacggacctecacaaggtttac
caggacctcecgttaagaagttceggcecgacctecttcaccgatggtaagaagcagactttt
gagtccoctcaccgoecogceocaaccgetgetactacgtecggtggegecagecaacaac
ggctcgatcatccectcaagatgggcageattctegecectgtgaacggtaactacaag
gtcgatatcccgaacgecgtgegeccttggeggagettacaaggegtegtggagetac
gagtgcgaggccaagaaggagtggattggetacgatcagtacattaaccgectttte
gaggtgtccgatgagatgaacagoctttgaggtcecaaggacaagtgygctecgagtacget
aacggcgtgggcatgetogecaagatggagteccgagetcaagecactga

(SEQ ID NO: 22)

FIG. 16
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FIG. 18
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atgaccgccaacccgagoctegtocttaacaagatcgacgatattteccttcga
gacctacgacgccccocgagatcagegageccacegatgtectegteccaggtta
agaagaccggcatctgeoggttcogatattcacttttacgotcacggacgeatt
ggaaactttgtcctcactaagecctatggttctgggtcacgagtcocgecggtac
tgtcgttcaggtgggaaagggtgttacgtcgcttaaggtcggagacaacgttg
ccatcgagcecoccocggcatcocccagecgettttecgatgagtacaagtecggteac
Cacaacctctgecccecacatggctttegeogececaccoeccaactccaaggagagy
cgagcctaaccccoccggecaccctetgeaagtactttaagtecccegaggatt
ttctegtcaagctccoccecgaccacgtoctogettgagectgggegecctecgticgayg
ccocctgtecegtcggagttcacgeccagecaagecteggtagegttgeectttggega
ctacgtggcocgtttttggecgegggtectogtcggecttetcgeccgeecgetgtgg
ccaagacctttggagecaagggegttategtegtegacatttttgacaacaag
ctcaagatggctaaggatattggocgcogectactcatacctttaactccaagac
cggceggttccgaggagettatcaaggectttggeggtaacgtccecgaacgttg
tcctecgagtgcacecggageccgagecctgecattaageteggagtggatgecate
geecoctggtggacgotttgteccaggttggtaacgeogecggteccecgtecagett
cocgatcaccecgttttecgetatgaaggagectcacccectetteggecagettecogtt
acggctttaacgactacaagaccgcocgtgggcatctttgacaccaactaccag
aacggacgtgagaacgcccctatcgattttgagecagectgattacccaccgtta
caagtttaaggacgccattgaggcctacgacctegtecgegetggecaagggayg
ccgtcaagtgectcocatecgatggteccocgagtga

(SEQ ID NO:23)

FIG. 20
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