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DESCRIPCION

Microorganismo recombinante que produce acido quinolinico y procedimiento de produccion de acido quinolinico
mediante su uso

Antecedentes de la invencion

Campo de la invencién

La presente invencién se refiere a un microorganismo recombinante que produce acido quinolinico y un
procedimiento para producir acido quinolinico mediante su uso.

Descripcion de la técnica relacionada

El acido quinolinico, también denominado acido 2,3-piridindicarboxilico, tiene una gran diversidad de aplicaciones
como precursor de sustancias quimicas sintéticas en la produccién de productos medicinales o agricolas, colorantes
o similares.

El acido quinolinico se puede preparar a través de procedimientos de sintesis quimica o bioldgica. Dado el uso de
materiales no renovables derivados del petréleo como materia prima, los procedimientos de sintesis quimica estan
asociados a problemas medioambientales, los precios del petréleo, asi como los costes unitarios de la extraccion del
petroéleo.

Como ejemplo de un procedimiento de sintesis bioldgica representativo, se desvela un procedimiento para producir
acido quinolinico en una cepa de E. coli en la que se potencia la expresion de genes que codifican L-aspartato
oxidasa (NadB) y quinolinato sintasa (NadA) clonando un plasmido que tiene diferentes numeros de copias de los
dos genes en E. coli, del que se elimina la actividad quinolinato fosforibosiltransferasa (Eur. J. Biochem. 175, 221-
228 (1988), DE3826041). A este respecto, la concentracion de acido quinolinico producido es tan solo 500 mg/l o
menos. La primera razén de esta baja producciéon de acido quinolinico es la supresion transcripcional mediante
NadR, que es un represor transcripcional relacionado con NAD de nadB que codifica L-aspartato oxidasa y nadA
que codifica quinolinato sintasa. La segunda razén es la inhibicién por retroalimentacion de L-aspartato oxidasa,
proteina NadB mediante NAD. Y la tercera razén es una ruta de biosintesis débil para las fuentes de carbono para
dar acido L-aspartico en E.coli.

Para resolver la primera razén, en la patente coreana abierta No. 10-2012-0082673, se utiliza una cepa de
microorganismo para aumentar la produccion de acido quinolinico a 5,5 g/l, en la que se sustituyen las regiones
promotoras de L-aspartato oxidasa (NadB) y quinolinato sintasa (NadA), que son los genes de sintesis de
quinolinato suprimidos al nivel transcripcional, por un promotor constitutivo y se potencia la ruta de biosintesis de
acido L-aspartico.

La solicitud de patente europea No. 88101442.7 desvela un proceso para la preparacion de acido quinolinico
utilizando microorganismos modificados por ingenieria genética. Para este fin, se aislan y determinan primero
secuencias de ADN que codifican para la correspondiente biosintesis. Estas secuencias de ADN se insertan a
continuacioén en plasmidos y los plasmidos asi obtenidos se incorporan en organismos huésped.

La ruta de biosintesis de acido quinolinico a partir de acido L-aspartico a través de un procedimiento de sintesis
bioldgica es tal como se muestra en el siguiente esquema de reaccion:

1) L-aspartato oxidasa (NadB)

Acido L-aspartico + oxigeno <=> peréxido de hidrégeno + a-iminosuccinato + H*
2) quinolinato sintasa (NadA)

a-iminosuccinato + dihidroxiacetona fosfato <=> acido quinolinico + fosfato + 2H,0

a-iminosuccinato como producto intermedio de la ruta de biosintesis de acido quinolinico es una sustancia inestable
y se convierte en oxaloacetato a través de una reaccion de desaminacion natural en las células (THE JOURNAL OF
BIOLOGICAL CHEMISTRY, Vol. 257, No. 2, publicacién del 25 de enero. pp. 626-632, 1982). En general, cuando se
utiliza un metabolito intermedio inestable como sustrato, la baja frecuencia de colisién entre el sustrato y la enzima
produce una gran cantidad de subproductos. Sin embargo, hasta ahora, no ha habido ninguna tentativa para
resolver dicho problema en relacién con la produccién de acido quinolinico.

Por otra parte, se ha empleado para diversos fines una tecnologia de proteinas de fusién con la unién de enzimas o
proteinas heterogéneas a través de un engarce de aminoacido para expresar una Unica proteina, como por ejemplo
aumentando el nivel expresion de la proteina uniendo una proteina que presenta un bajo nivel de expresion con una
proteina que presenta un alto nivel de expresién, aumentando el rendimiento de purificaciéon de proteina preparando
una proteina de fusién unida con una etiqueta o similar.
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Se sabe que el disefio del engarce es importante en la preparacion de proteinas de fusion. En general, se ha venido
utilizando frecuentemente un engarce helicoidal que tiene una estructura en hélice alfa o un engarce flexible que
tiene flexibilidad estructural y, por ejemplo, se pueden disefiar y utilizar diversos engarces por combinacién de los
dos engarces de acuerdo con las caracteristicas de la proteina de fusion que se vaya a conseguir.

Los autores de la presente invencién han tratado de resolver la menor reaccién debido a metabolitos inestables
mediante la expresidon de una proteina de fusion de NadB y NadA unidos a través de diversos tipos de engarces
aminoacido y, en consecuencia, han observado que el acido quinolinico se puede producir en un alto rendimiento
por expresion de la proteina de fusion, en comparacion con el rendimiento del procedimiento de produccion bioldgica
convencional, en virtud de lo cual han completado la presente invencion.

Sumario de la invencién

Un objeto de la presente invencidn es proporcionar un microorganismo recombinante que produce acido quinolinico,
que expresa una proteina de fusion de L-aspartato oxidasa y quinolinato sintasa unidas a través de un engarce.

Otro objeto de la presente invencion es proporcionar un procedimiento para producir acido quinolinico, que incluye
las etapas de cultivar el microorganismo recombinante y recuperar el acido quinolinico producido durante el cultivo.

Breve descripcion de los dibujos

FIG. 1 presenta la estructura de una proteina de fusion de L-aspartato oxidasa y quinolinato sintasa de acuerdo
con una realizacion especifica de la presente invencion;

FIG. 2 presenta una estructura de plasmido pPro-NBA, pNBHL1A, pNBHL2A, pNBHL3A, pNBHL4A, pNBHL5A,
pNBFL3A o pNBFL4A; y

FIG. 3 presenta una estructura de pCPA que es un plasmido que expresa genes que codifican fosfoenolpiruvato
carboxilasa y L-aspartato aminotransferasa.

Descripcion detallada de las realizaciones preferentes

En uno de sus aspectos, la presente invencion proporciona un microorganismo recombinante que produce acido
quinolinico, que expresa una proteina de fusion de L-aspartato oxidasa y quinolinato sintasa unidas a través de un
engarce.

La L-aspartato oxidasa (en adelante, se hace referencia a ella como 'NadB’) es una enzima que tiene actividad para
oxidar acido L-aspartico en acido iminosuccinico y puede tener una secuencia de aminoacidos representada por
SEQ ID NO. 42 o una secuencia de aminoacidos que tiene una alta homologia con ella.

[Actividad de L-aspartato oxidasa]

Acido L-aspartico + fumarato <=> a-iminosuccinato + succinato + H*

Acido L-aspartico + oxigeno <=> peréxido de hidrégeno + a-iminosuccinato + H*

La secuencia del gen nadB que codifica esta enzima se puede obtener a partir de la secuencia del genoma de
Escherichia coli (Gl: 89109380) tal como se publica en la bibliografia (Mol Syst Biol. 2006;2:2006.0007. Epub 2006
Feb 21) o la base de datos disponible en el Centro Nacional para la Informacién Biotecnolégica (NCBI) o el Banco de
datos de ADN de Japon (DDBJ).

La quinolinato sintasa (en adelante se hace referencia a ella como 'NadA’) es una enzima que tiene actividad para
sintetizar acido quinolinico a partir de acido iminosuccinico y puede tener una secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO. 43 o una secuencia de aminoacidos que tiene una alta homologia con ella.

[Actividad de quinolinato sintasa]
a-iminosuccinato + dihidroxiacetona fosfato <=> acido quinolinico + fosfato + 2H,0

La secuencia del gen nadA que codifica esta enzima se puede obtener de la secuencia del genoma de Escherichia
coli (gi: Gl: 89109380) tal como se publica en la bibliografia (Mol Syst Biol. 2006; 2:2006.0007. Epub 2006 Feb 21) o
la base de datos disponible en el NCBI o DDBJ.

Si se potencian las actividades de NadB y NadA, puede aumentar la acumulacién de a-iminosuccinato como el
precursor de acido quinolinico y la biosintesis de acido quinolinico a partir de a-iminosuccinato en las células,
aumentando asi la produccion de acido quinolinico. Sin embargo, aunque se aumentan las actividades y los niveles
de expresion de las dos enzimas (NadB y NadA), la baja frecuencia de colision entre el sustrato y la enzima produce
una gran cantidad de productos secundarios ya que a-iminosuccinato es un metabolito inestable. En consecuencia,
es dificil producir eficientemente acido quinolinico, segun lo esperado. Para resolver este problema, en la presente
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invencion, se unen NadB y NadA entre si a través de un engarce y se expresan en una cepa en forma de una
proteina de fusién, produciendo asi acido quinolinico en un alto rendimiento.

NadB y NadA pueden tener una secuencia de aminoacidos representada por las SEQ ID NO. 42 y 43,
respectivamente. Sin embargo, dependiendo de la especie o la cepa del microorganismo, puede haber diferencias
en la secuencia de aminoacidos de proteinas que presentan la actividad y, por tanto, no se limitan a ellas. Es decir,
siempre y cuando se proporcione NadB y NadA en forma de una proteina de fusion preparada por la union entre si a
través de un engarce para contribuir a un aumento de la productividad de acido quinolinico, pueden ser variantes
mutantes o artificiales que tienen una secuencia de aminoacidos modificada como resultado de sustitucion, delecién,
inserciéon o adicion de un aminoacido o varios aminoacidos en una o mas posiciones de la secuencia de
aminoacidos de las SEQ ID NO. 42 y 43. En el presente documento, el término “varios” puede variar dependiendo
del tipo o posiciones de restos de aminoacido en la estructura tridimensional de la proteina y en los detalles. Puede
ser de 2 a 20, especificamente de 2 a 10 y, mas especificamente, de 2 a 5. Asimismo, las sustituciones, deleciones,
inserciones, adiciones o inversiones de aminoacidos pueden incluir mutantes de origen natural o variantes artificiales
sobre la base de diferencias individuales y/o las diferencias ente especies del microorganismo que expresa el
polipéptido.

Los polinucleétidos que codifican las enzimas NadB y NadA pueden ser polinucleétidos que codifican las proteinas
que tienen 80 % o mas de homologia, especificamente 90 % o mas de homologia, mas especificamente 95 % o mas
de homologia, mucho mas especificamente 97 % o mas de homologia con la secuencia de aminoacidos de las SEQ
ID NO. 42 y 43, siempre y cuando tengan actividades enzimaticas de NadB y NadA, tal como se muestra en el
Esquema de Reacciéon anterior. Sobre todo, especificamente, los polinucleétidos pueden tener secuencias de
polinucleétidos representadas por SEQ ID NO. 27 y SEQ ID NO. 28, respectivamente.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "homologia" se refiere a la semejanza entre dos secuencias
de aminoacidos y se puede determinar a través de un procedimiento ampliamente conocido entre las personas
especializadas en la técnica, BLAST 2.0, que calcula parametros como la puntuacion, la semejanza y la similitud.

La secuencia de polinucledtidos que codifica la enzima NadB o NadA puede ser la secuencia de polinucleétidos
SEQ ID NO. 27 o SEQ ID NO. 28 o hibridarse con una sonda que se puede preparar a partir de la secuencia de
polinucledtidos en “condiciones rigurosas” y puede ser una variante que codifica una proteina que funciona
normalmente.

Tal como se utiliza en el presente documento, la expresion "condiciones rigurosas" significa condiciones que
permiten hibridacién especifica entre polinucleétidos. En Molecular Cloning (A Laboratory Manual, J. Sambrook y
col., Editors, 22 Edicion, Cold Spring Harbor Laboratory press, Cold Spring Harbor, Nueva York, 1989) o Current
Protocols in Molecular Biology (F.M. Ausubel y col., Editors, John Wiley & Sons, Inc., Nueva York) se desvela una
descripcion detallada y, por ejemplo, hibridacion en un tampén de hibridacion (3,5 x SSC, 0,02% Ficoll, 0,02%
polivinilpirrolidona, 0,02% albumina de suero bovino, 2,5 mM NaH,PO4 (pH 7), 0,5% SDS, 2 mM EDTA) a 65 °C.
SSC es cloruro sédico0,15 M / citrato sddico 0,15 M a pH 7. Tras la hibridacién, se lava la membrana a la que se ha
transferido el ADN con 2 x SSC a temperatura ambiente y después se lava con 0,1 a 0,5 x SSC/0,1 x SDS a 68 °C.

La proteina de fusion de la presente invencion es un polipéptido, en el que se unen L-aspartato oxidasa y quinolinato
sintasa que tienen diferentes actividades entre si a través de un engarce de aminoacido y que tiene actividad de
biosintesis de acido quinolinico a partir de acido L-aspartico, tal como se expone en el siguiente Esquema de
Reaccion.

[Actividad de proteina de fusion]

Acido L-aspartico + oxigeno + dihidroxiacetona fosfato <=> 4cido quinolinico + fosfato + 2H,O + peréxido de
hidrégeno

Si se potencia la actividad de la proteina de fusion, se mejora el indice de conversién de acido quinolinico a partir de
a-iminosuccinato, metabolito intermedio, produciendo asi acido quinolinico con una productividad mucho mas alta
que la productividad conseguida con la potenciacion de las actividades de NadB y NadA por separado.

La proteina de fusion puede ser un polipéptido preparado por unién del término N de L-aspartato oxidasa y el
término C de quinolinato sintasa a través de un engarce o un polipéptido preparado por unién del término C de L-
aspartato oxidasa y el término N de quinolinato sintasa a través de un engarce y, especificamente, la proteina de
fusion puede tener una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NO. 47, 48,
49, 50, 51, 52y 53.

El engarce esta situado entre los polipéptidos NadB y NadA o entre los genes que los codifican y puede ser un
engarce helicoidal o flexible. Por otra parte, como engarce, el engarce helicoidal o flexible puede utilizarse en
solitario o en combinaciéon. Como engarce helicoidal, se puede utilizar "EAAAK" o "EAAAR" y como engarce flexible,
se pueden utilizar "GGSGGS", "GGGS", "GGSG" 0 "GS" pero no se limitan al ellos.

El engarce puede estar compuesto por 5 a 30 secuencia de aminoacidos y el engarce helicoidal o flexible puede
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utilizarse de forma simple o repetida.

De acuerdo con una realizacion especifica, un engarce que contiene un engarce helicoidal puede ser
LA(EAAAK)NAAA y un engarce que contiene el engarce flexible puede ser L(GGGS)nAAA. Preferentemente, n
puede ser un nimero entero de 1 a 5.

De acuerdo con una realizacion especifica, el engarce puede tener una secuencia de aminoacidos seleccionada del
grupo que consiste en las SEQ ID NO. 54, 55, 56, 57, 58, 59 y 60 o una secuencia de aminoacidos que tiene una
alta homologia con ella, pero no se limita a ellas.

El "microorganismo recombinante que produce acido quinolinico" de la presente invencién es un microorganismo
que puede producir y acumular acido quinolinico desde una fuente de carbono en un medio y expresa la proteina de
fusion de L-aspartato oxidasa y quinolinato sintasa unidas a través de un engarce, produciendo asi acido quinolinico
con una alta productividad.

El microorganismo recombinante de la presente invencion se puede preparar para expresar una proteina de fusion
introduciendo un polinucleétido que codifica la proteina de fusion.

De acuerdo con una realizacion especifica, el microorganismo recombinante de la presente invencion puede
prepararse por transformacién utilizando un vector recombinante que comprende el polinucleétido que codifica la
proteina de fusion.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "transformacion” significa que se introduce un gen en una
célula huésped de manera que pueda expresarse en la célula huésped. El gen transformado puede localizarse en
cualquier lugar sin limitacion, ya se inserte en el cromosoma de una célula huésped o esté localizado fuera del
cromosoma, siempre y cuando pueda expresarse en la célula huésped. Asimismo, puede introducirse el gen en
cualquier forma, siempre y cuando pueda introducirse y expresarse en una célula huésped. Por ejemplo es posible
introducir el gen en una célula huésped en forma de un casete de expresion que es una estructura de polinucleétido
que incluye todos los elementos requeridos para auto-expresion. El casete de expresion comprende generalmente
un promotor unido operativamente con el gen, una sefial de terminaciéon de la transcripcion, un sitio de union a
ribosoma y una sefial de terminacion de la traduccion. El casete de expresion puede presentarse en forma de un
vector de expresion auto-replicable. Asimismo, es posible introducir el gen en una célula huésped en forma de una
estructura de polinucledtido y puede estar unido operativamente a una secuencia requerida para la expresion en la
célula huésped.

El vector recombinante es un medio para expresar la proteina de fusion introduciendo un ADN en una célula
huésped para preparar un microorganismo que expresa la proteina de fusion de la presente invencion y se puede
utilizar un vector de expresion conocido, como por ejemplo un vector plasmido, un vector cosmido o un vector
bacteriéfago. Las personas especializadas en la técnica pueden preparar facilmente el vector de acuerdo con
cualquier procedimiento conocido aplicando la tecnologia de recombinacion de ADN.

Especificamente, el vector recombinante puede ser un vector plasmido pNBHL1A, pNBHL2A, pNBHL3A, pNBHL4A,
pNBHL5A, pNBFL3A o pNBFL4A que tiene un el mapa de escision de la FIG. 2 y mas especificamente, el vector
plasmido puede incluir una secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO. 34, 35, 36, 37, 38, 39 o 40, respectivamente.

De acuerdo con una realizacion especifica, el microorganismo que produce acido quinolinico puede ser un
microorganismo que pertenece a Enterbacter sp., Escherichia sp., Erwinia sp., Serratia sp., Providercia sp.,
Coryrebacterium sp. o Brevibacterium sp.. Especificamente un microorganismo que pertenece a Escherichia sp. y
mas especificamente E.coli, pero sin limitarse a ellos.

El microorganismo de la presente invencion puede modificarse ademas para debilitar la actividad de quinolinato
fosforibosiltransferasa, en comparacion con la actividad endégena del mismo. En este sentido, la expresion
“actividad endogena” significa la actividad de quinolinato fosforibosiltransferasa en un microorganismo nativo.

NadC tiene actividad para convertir acido quinolinico en mononucleétido nicotinato y puede tener una secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO. 44 o una secuencia de aminoacidos que tiene una alta homologia con ella. La
secuencia del gen nadC que codifica esta enzima se puede obtener desde la secuencia del genoma de Escherichia
coli (Gl: 89106990), tal como se publica en la bibliografia (Mol Syst Biol. 2006; 2:2006.0007. Epub 2006 Feb 21.) o la
base de datos disponible en el NCBI o DDBJ.

[Actividad de quinolinato fosforibosiltransferasal
5-fosfo-a-D-ribosa 1-difosfato + acido quinolinico + 2H* <=> CO, + difosfato + mononucledétido de nicotinato

Se puede acumular acido quinolinico en las células debilitando la actividad de NadC. El debilitamiento de la actividad
de la enzima se puede conseguir a través de un procedimiento seleccionado del grupo que consiste en 1) delecion
parcial o total del gen que codifica la enzima, 2) modificacion de la expresion de la secuencia de control de la
expresion para reducir la expresion del gen (p.ej., reemplazamiento del promotor endégeno del gen con un promotor
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débil, 3) modificacion de la secuencia del gen en el cromosoma para debilitar la actividad de la enzima y 4)
combinaciones de los mismos. En un ejemplo especifico de la presente invencion, se separdé nadC del genoma del
microorganismo por recombinacién homaloga.

Por otra parte, puede modificarse ademas el microorganismo de la presente invencién para potenciar las actividades
de una o mas proteinas seleccionadas del grupo que consiste en fosfoenolpiruvato carboxilasa, L-aspartato
aminotransferasa y la proteina de fusién de la presente invencion, para potenciar la ruta de biosintesis de acido L-
aspartico a partir de fosfoenolpiruvato.

La fosfoenolpiruvato carboxilasa (PPC) y L-aspartato aminotransferasa (AspC) tienen actividad para sintetizar acido
L-aspartico a partir de fosfoenolpiruvato y pueden tener una secuencia de aminoacidos representada por SEQ 1D
NO. 45 o0 46 o una secuencia de aminoacidos que tiene una alta homologia con ella, respectivamente. La secuencia
del gen ppc o aspC que codifica la enzima puede obtenerse a partir de la secuencia del genoma de Escherichia coli
(gi: GI:89110074, G1:89107778), tal como se publica en la bibliografia (Mol Syst Biol. 2006;2:2006.0007. Epub 2006
Feb 21.) o las bases de datos disponibles en el NCBI o DDBJ.

[Actividad de fosfoenolpiruvato carboxilasa]
fosfoenolpiruvato + CO, — oxaloacetato + fosfato
[Actividad de L-aspartato aminotransferasa]
oxaloacetato + glutamato <=> Acido L-aspartico + 2-cetoglutamato

Por lo tanto, si se potencian las actividades de PPC y AspC se puede mejorar la produccion de acido L-aspartico
como un precursor de acido quinolinico en células, aumentando asi la produccién de acido quinolinico.

La potenciacion de la actividad de la enzima puede conseguirse a través de un procedimiento seleccionado del
grupo que consiste en 1) un procedimiento de aumentar el nimero de copias del gen que codifica la enzima, 2) un
procedimiento de modificar la secuencia de control de expresion para aumentar la expresion del gen, 3) un
procedimiento de modificar la secuencia del gen en el cromosoma para potenciar la actividad de enzima y 4)
combinaciones de los mismos. En un ejemplo especifico de la presente invencion, se construyé un plasmido que
comprende un gen que codifica la enzima y se introdujo en un microorganismo que produce acido quinolinico,
aumentando asi el nimero de copias del gen e induciendo la potenciacion de la actividad.

Para potenciar la actividad de la proteina de fusion, se puede sustituir el promotor endégeno del gen que codifica la
proteina de fusién con un promotor fuerte o se puede introducir una mutacién en los promotores para hacerlos mas
fuertes o se puede aumentar el numero de copias del gen. Como promotor fuerte, se pueden utilizar en general
pTac, pTrc, pPro, pR, pL, pCJ1, pCysK, etc.

En un ejemplo especifico de la presente invencion, se sustituyeron los promotores de nadB y nadA con un promotor
pPro constitutivo (SEQ ID NO. 32) para construir los genes nadB y nadA expresables constitutivos, que no son
suprimidos por NadR como represor transcripcional para suprimir las expresiones de nadB y nadA con nivel NAD
intracelular en forma de un plasmido y, a continuacion, se introdujeron los plasmidos en microorganismos para
inducir sobreexpresion de aspartato oxidasa y quinolinato sintasa. Asimismo, en un ejemplo especifico de la
presente invencion, se sustituyé el promotor del gen que codifica NadB-L-NadA con el promotor pPro para inducir la
sobreexpresion de NadB-L-NadA. A este respecto, el promotor pPro es un ejemplo Unicamente para la resistencia a
la inhibicion por retroalimentacion y para la potenciacion de la expresion y el promotor de la presente invencion no
esta limitado al mismo.

En otro aspecto mas aun, la presente invencién proporciona un procedimiento para producir acido quinolinico, que
comprende (a) cultivo de un microorganismo recombinante que expresa una proteina de fusién de L-aspartato
oxidasa y quinolinato sintasa unidas a través de un engarce en un medio que comprende una fuente de carbono; y
(b) recuperacion de acido quinolinico producido durante el cultivo.

El microorganismo recombinante se puede cultivar en un medio de cultivo adecuado en condiciones de cultivo
adecuadas conocidas en la técnica. Las personas especializadas en la técnica pueden aplicar dichos procedimientos
de cultivo y ajustarlos faciimente de acuerdo con el microorganismo seleccionado. Los procedimientos de cultivo
incluyen, sin limitarse solo a ellos, cultivos continuos y discontinuos. En "Biochemical Engineering" de James M. Lee,
Prentice-Hall International Editions, pp 138-176, por ejemplo, se desvelan diversos procedimientos de cultivo de
microorganismos

El medio de cultivo utilizado debe satisfacer los requisitos de las cepas en particular de forma adecuada. Los medios
de cultivo para varios microorganismos estan publicados en la bibliografia ("Manual of Methods for General
Bacteriology" de American Society for Bacteriology, Washington D.C., Estados Unidos, 1981). Los medios de cultivo
pueden comprender diversas fuentes de carbono, fuentes de nitrégeno y microelementos.

La fuente de carbono adecuada en el medio de cultivo para los microorganismos puede comprender hidratos de



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 656 892 T3

carbono como glucosa, sacarosa, lactosa, fructosa, maltosa, almidon y celulosa, aceites como aceite de soja, aceite
de girasol, aceite de ricino y aceite de coco, acidos grasos como acido palmitico, acido estearico y acido linoleico,
alcoholes como glicerol y etanol y acidos organicos como acido acético pero sin limitarse solo a ellos. Dichas fuentes
de carbono se pueden utilizar por separado o combinadas.

La fuente de nitrégeno disponible en el medio de cultivo para los microorganismos puede comprender fuentes de
nitrégeno organico como peptonas, extracto de levadura, extracto d carne, extracto de malta, agua de macerado de
maiz (CSL), harina de soja y urea o fuentes de nitrégeno inorganicas como sulfato de amonio, cloruro de amonio,
fosfato de amonio, carbonato de amonio y nitrato de amonio, pero sin limitarse a ellas. Las fuentes de nitrégeno se
pueden utilizar por separado o combinadas.

La fuente de fésforo disponible en el medio de cultivo para los microorganismos puede comprender dihidrogeno
fosfato potasico, hidrégeno fosfato dipotasico y las correspondientes sales que contienen sodio. El medio de cultivo
también puede comprender sales de metal como sulfato de magnesio o sulfato de hierro. El medio que se ha
mencionado puede comprender también aminoacidos, vitaminas y precursores adecuados. El medio de cultivo para
los microorganismos o los componentes por separado pueden afadirse a un lote o un lote continuo, si bien no se
limita con ello.

Asimismo, es posible afiadir compuestos como hidroxido de amonio, hidroxido potasio, amoniaco, acido fosférico y
acido sulfurico al medio de cultivo para el microorganismo de manera apropiada para controlar el valor de pH del
caldo de cultivo. Se puede utilizar un agente anti-espumante, como por ejemplo poliésteres glicélicos de acido graso
durante el cultivo para impedir la formacién de espuma. Para mantener las condiciones aerobias, se puede introducir
oxigeno o gas con contenido en oxigeno (p.e€j., aire) en el caldo de cultivo. La temperatura del caldo de cultivo puede
estar comprendida normalmente entre 20 °C y 45 °C vy, especificamente, entre 25 °C y 40 °C. Se puede continuar el
cultivo hasta producir la cantidad de acido quinolinico prevista y preferentemente de forma especifica de 10 horas a
160 horas.

En un ejemplo especifico de la presente invencion, se trasformé una cepa W3110AnadC, de la que se habia
eliminado la actividad quinolinato fosforibosiltransferasa con plasmidos de expresion que comprenden genes que
codifican la proteina de fusion NadB-L-NadA unidas a través de diversos engarces, respectivamente, y a
continuacion, se examind la capacidad de las cepas para producir acido quinolinico desde acido aspartico. Como
resultado, cuando se expresan L-aspartato oxidasa y quinolinato sintasa como una proteina de fusion, se puede
producir acido quinolinico en un alto rendimiento, en comparacién con las expresiones de estas enzimas por
separado (Tabla 2).

Asimismo, se transformé E.coli que tiene actividades de fosfoenolpiruvato carboxilasa y L-aspartato
aminotransferasa potenciadas y en el que se ha eliminado la actividad quinolinato fosforibosiltransferasa con el
plasmido de expresion que comprende el gen que codifica la proteina de fusion y a continuacion se examind la
productividad del acido quinolinico de estas cepas CV01-0600, CV01-0601, CV01-0602, CV01-0603, CV01-0604,
CV01-0605, CV01-0606 y CV01-0607. Como resultado, se observé que se puede producir acido quinolinico en un
alto rendimiento a través de la expresion de la proteina de fusion de L-aspartato oxidasa y quinolinato sintasa y se
puede producir acido quinolinico en un mayor rendimiento que la cepa convencional, a través de la eliminacion de la
actividad de quinolinato fosforibosiltransferasa y la potenciacion de las expresiones de fosfoenolpiruvato carboxilasa
y L-aspartato aminotransferasa, con la expresion de la proteina de fusién (Tabla 5).

Las cepas que producen acido quinolinico, Escherichia coli CV01-0604 y CV01-0605, fueron depositadas en virtud
del Tratado de Budepest en el Centro de Cultivos de Microorganismos de Corea (KCCM, located on Hongjae 1-
Dong, Seodaemun-Gu, Seul, Corea) el 21 de diciembre, 2011 con ndmeros de acceso KCCM11235P vy
KCCM11236P, respectivamente. Es decir, este depdsito esta reconocido por una Autoridad Internacional de
Deposito en virtud del Tratado de Budapest.

A continuacion, se describirda la presente invencion con mas detalle haciendo referencia a los Ejemplos y los
Ejemplos Experimentales. Sin embargo, estos ejemplos tienen un fin Unicamente ilustrativo y no se pretende limitar
la invencion con dichos ejemplos.

Ejemplo 1. Preparacion de la cepa que produce acido quinolinico
<1-1> Construccion de plasmido que expresa L-aspartato oxidasa

Se obtuvo el gen nadB que codifica L-aspartato oxidasa por PCR utilizando ADN cromosémico de E.coli W3110
como matriz. Sobre la base de la secuencia de nucledtidos para el gen nadB (NCBI No. de registro "GI1:89109380")
de la SEQ ID NO. 27 obtenido del GenBank del Instituto Nacional de Salud de Estados Unidos (NIH GenBank), se
pudo amplificar la region del marco de lectura abierta que contenia de ATG a TAA en el gen nadB vy se sintetizaron
los cebadores de las SEQ ID NO. 1y 2 que tenian sitios de reconocimiento de enzimas de restriccion Ndel y BamHI.

Se llevé a cabo la PCR utilizando ADN cromosoémico de E.coli W3110 como plantilla y los oligonucleétidos de SEQ
ID NO. 1y 2 como cebador. Se utilizé ADN polimerasa PfuUltra™ (Stratagene) como polimerasa y se realiz6 la PCR
repitiendo el ciclo 30 veces, que incluy6 desnaturalizacion a 96° C durante 30 segundos, hibridacion a 50°C durante
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30 segundos y extension a 72 °C durante 2 minutos. De este modo se obtuvo el gen amplificado de
aproximadamente 1,9 kb, que contiene el gen nadB vy los sitios de reconocimiento de las enzimas de restriccion Ndel
y BamHI.

El gen nadB obtenido por procedimientos de PCR fue tratado con enzimas de restriccion Ndel y BamHI y, a
continuacion, se cloné por ligacion en el vector pProLar (CloneTech) tratado con las enzimas de restriccion Ndel y
BamHI para construir finalmente un vector recombinante pPro-nadB en el que se cloné el gen nadB, cuya expresion
fue controlada en virtud del promotor pPro como promotor constitutivo.

<1-2> Construccion de plasmido que expresa L-aspartato oxidasa y quinolinato sintasa

Se obtuvo el gen nadA que codifica quinolinato sintasa por PCR utilizando ADN cromosémico de E.coliW3110 como
matriz. Sobre la base de la secuencia base para el gen nadA (No. de registro del NCBI "Gl: 89107601") de SEQ ID
NO. 28 obtenido del GenBank del Instituto Nacional de Salud de Estados Unidos (NIH GenBank), se pudo amplificar
la region del marco de lectura abierto de ATG a TAA en el gen nadA y se sintetizaron los cebadores de SEQ ID NO.
3 y 4 que tienen sitios de reconocimiento de enzimas de restriccion Apal y Notl.

Se llevo a cabo la PCR utilizando ADN cromosoémico de E.coli W3110 como matriz y los oligonucleétidos de las SEQ
ID NO. 3 y 4 como cebador. Se utilizé ADN polimerasa PfuUltra™ (Stratagene) como polimerasa y se realizé la PCR
repitiendo el ciclo 30 veces que incluy6 desnaturalizacion a 96 °C durante 30 segundos, hibridacion a 50 °C durante
30 segundos y extension a 72 °C durante 2 minutos. De este modo, se obtuvo el gen amplificado de
aproximadamente 1,0 kb, que contiene el gen nadA y los sitios de reconocimiento de las enzimas de restriccion Apal
y Notl.

Asimismo, se obtuvo el promotor Pro por PCR utilizando ADN cromosémico del vector pProLar (CloneTech) como
matriz. Sobre la base de la secuencia base (SEQ ID NO. 32) para el promotor Pro de CloneTech y se sintetizaron los
cebadores de las SEQ ID NO. 5 y 6 que tienen los sitios de reconocimiento de enzimas de restriccion BamHI y Apal
para ligar el promotor pPro y el gen nadA amplificado.

Se llevo a cabo la PCR utilizando ADN cromosoémico de E.coli W3110 como matriz y los oligonucleétidos de las SEQ
ID NO. 5 y 6 como cebador. Se utilizé ADN polimerasa PfuUltra™ (Stratagene) como polimerasa y se realizé la PCR
repitiendo el ciclo 30 veces que incluy6 desnaturalizacion a 96 °C durante 30 segundos, hibridacion a 50 °C durante
30 segundos y extension a 72 °C durante 1 minuto. De este modo, se obtuvo un gen amplificado de
aproximadamente 0,135 kb, que contiene el promotor pPro y los sitios de reconocimiento de enzimas de restriccion
BamHlI y Apal,

Se trato el gen nadA obtenido a través de procedimientos de PCR con enzimas de restriccion Apal y Notl y se traté
el fragmento de promotor pPro amplificado con Apal y BamHI. Se clonaron los fragmentos nadA y promotor pPro
tratados con las enzimas de restriccion por ligacion en el vector pPro-nadB tratado con Notl y BamHI preparado en
el <Ejemplo 1-1> para construir finalmente un vector recombinante pPro-NBA de 5,7 Kb, en el que el gen nadB, cuya
expresion fue controlada en virtud del promotor pPro como promotor constitutivo y se cloné el gen nadA cuya
expresion fue controlada por el promotor pPro. El pPro-NBA construido tiene la secuencia de SEQ ID NO. 33. La
FIG. 2 presenta la construccion de pPro-NBA como el plasmido que expresa genes que codifican L-aspartato
oxidasa y quinolinato sintasa.

<1-3> Construccion de plasmido que expresa NadB-L-NadA

Para construir un plasmido que expresa NadB-L-NadA que contiene un engarce, se llevé a cabo la PCR utilizando
pPro-NBA (SEQ ID NO. 33) preparado en el <Ejemplo 1-2> como matriz y los oligonucleétidos de las SEQ ID NO. 7
y 8 como cebador. Se utiliz6 ADN polimerasa PfuUltra™ (Stratagene) como polimerasa y se realizé6 la PCR
repitiendo el ciclo 30 veces que incluy6 desnaturalizacion a 96 °C durante 30 segundos, hibridacion a 50 °C durante
30 segundos y extension a 72 °C durante 2 minutos. De esta forma, se obtuvo un gen amplificado de
aproximadamente 1,8 kb, que contiene el promotor pPro, el sitio de enzima de restriccion Xhol y el engarce en el
extremo del gen nadB.

Asimismo, se llevo a cabo la PCR utilizando pPro-NBA como matriz y los oligonucleétidos de las SEQ ID NO. 15y
16 como cebador, para amplificar el fragmento del gen nadA que tiene la secuencia homologa en el extremo del gen
amplificado de aproximadamente 1,8 kb, que contiene el sitio de enzima de restriccion Xhol, el promotor pPro y el
engarce en el extremo del gen nadB vy el sitio de enzima de restriccion Notl en el extremo del gen nadA. Se utilizé
ADN polimerasa PfuUltra™ (Stratagene) como polimerasa y se realizé la PCR repitiendo el ciclo 30 veces que
incluyd desnaturalizacion a 96 °C durante 30 segundos, hibridaciéon a 50 °C durante 30 segundos y extension a 72
°C durante 2 minutos. De este modo, se obtuvo el gen amplificado de aproximadamente 1,1 kb, que se puede ligar
con el engarce por ligacion homdloga y que contiene el sitio de enzima de restriccion Notl en el extremo del gen
nadA.

Se mezclaron el gen amplificado de aproximadamente 1,8 kb que contiene el promotor pPro, el sitio de enzima de

restriccion Xhol y el engarce en el extremo del gen nadB y el fragmento del gen nadA que tiene la secuencia
homaloga en el extremo del gen amplificado de aproximadamente 1,8 kb y el sitio de enzima de restriccion Notl en el
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extremo del gen nadA asi preparado y se realizé la PCR Sewing. Se utilizé ADN polimerasa PfuUltra™ (Stratagene)
como polimerasa y se realizd la PCR repitiendo el ciclo 10 veces que incluy6é desnaturalizaciéon a 96 °C durante 60
segundos, hibridacion a 50 °C durante 60 segundos y extension a 72 °C durante 1 minuto. Se sigui6 llevando a cabo
la PCR por adicion de los oligonucleétidos de las SEQ ID NO. 7 y 16 a la mezcla de reaccion PCR. Se utilizé ADN
polimerasa PfuUltra™ (Stratagene) como polimerasa y se llevd a cabo la PCR repitiendo el ciclo 20 veces
incluyendo desnaturalizacion a 96°C durante 30 segundos, hibridacion a 50°C durante 30 segundos y extension a 72
°C durante 3 minutos. Finalmente, se obtuvo el gen de la proteina de fusion amplificado de aproximadamente 2,9 kb
que contiene la "enzima de restriccion Xhol_promotor pPro_nadB_engarce_nadA_enzima de restriccion Notl".

Se traté el fragmento del gen, la "enzima de restriccion Xhol_promotor pPro_nadB_engarce_nadA_enzima de
restriccion Notl" obtenido por PCR con enzimas de restriccion, Xhol y Notl. Se cloné el "promotor
pPro_nadB_engarce_ fragmento de gen nadA" tratado con las enzimas de restriccion por ligacion en un vector
pProLar (CloneTech) tratado con las enzimas de restriccion Xhol y Notl para construir finalmente un vector
recombinante pNBHL1A, cuya expresion fue controlada en virtud del promotor pPro como promotor constitutivo y en
el que se clono la proteina de fusién simple de nadB y nadA unidas a través del engarce. Los engarces utilizados en
este ejemplo se componen de 5 a 30 aminoacidos y tiene la secuencia de aminoacidos representada por las SEQ ID
NO. 54, 55, 56, 57, 58, 59 y 60, respectivamente.

Se amplificé el fragmento del gen nadB cambiando el oligonucledtido de la SEQ ID NO. 8 que contiene el engarce
por los oligonucledtidos de las SEQ ID NO. 9, 10, 11, 12, 13 o 14, para amplificar varios genes que contienen varios
engarces, que contienen cada uno de ellos el promotor pPro y el engarce en el extremo de nadB. De igual modo que
anteriormente, se prepararon los vectores recombinantes pNBHL2A, pNBHL3A, pNBHL4A, pNBHL5A, pNBFL3A y
pNBFL4A. Los pNBHL1A, pNBHL2A, pNBHL3A, pNBHL4A, pNBHL5A, pNBFL3A y pNBFL4A preparados tienen las
secuencias de nucleodtidos de las SEQ ID NO. 34, 35, 36, 37, 38, 39 y 40, respectivamente. Las proteinas de fusion
de L-aspartato oxidasa y quinolinato sintasa asi preparadas tienen las secuencias de aminoacidos SEQ ID NO. 47,
48, 49, 50, 51, 52 y 53, respectivamente. En la FIG. 2 se presenta la construccion de pNBHL1A, pNBHL2A,
pNBHL3A, pNBHL4A, pNBHL5A, pNBFL3A o pNBFL4A, que es un plasmido que expresa cada gene que codifica
proteinas de fusion de L-aspartato oxidasa y quinolinato sintasa unidas a través de varios engarces.

<1-4> Construccion de plasmido que expresa fosfoenolpiruvato carboxilasa y L-aspartato transaminasa

Se obtuvo por PCR el gene ppc que codifica fosfoenolpiruvato carboxilasa utilizando ADN cromosémico de E.coli
W3110 como matriz. Sobre la base de la secuencia base para el gen ppc (No. de registro del NCBI "Gl: 89110074")
de SEQ ID NO. 29 obtenido del GenBank del Instituto Nacional de Salud de Estados Unidos (NIH GenBank), se
pudo amplificar la region desde el promotor al terminador en el gen ppc y se sintetizaron los cebadores de las SEQ
ID NO. 17 y 18 que tienen sitios de reconocimiento de enzimas de restriccion Hindlll y BamHI.

Se llevo a cabo la PCR utilizando ADN cromosoémico de E.coli W3110 como matriz y los oligonucleétidos de las SEQ
ID NO. 17 y 18 como el cebador. Se utilizé6 ADN polimerasa PfuUltra™ (Stratagene) como polimerasa y se llevo a
cabo la PCR repitiendo el ciclo 30 veces que incluydé desnaturalizacion a 96 °C durante 30 segundos, hibridacién a
50 °C durante 30 segundos y extension a 72 °C durante 4 minutos. De esta forma, se obtuvo el gen amplificado de
aproximadamente 3,1 kb, que contiene el gen ppc y los sitios de reconocimiento de enzimas de restriccion Hindlll y
BamHl.

Se tratd el gen ppc obtenido a través de procedimientos de PCR con enzimas de restriccion Hindlll y BamHI y a
continuacion se clond por ligacion en el vector pCL1920 (AB236930) tratado con enzimas de restriccion Hindlll y
BamHI para construir finalmente un vector recombinante pCP en el que se clon6 el gen ppc.

Para clonar el gen aspC en el vector recombinante pCP en el que se cloné el gen ppc, se obtuvo el gen aspC que
codifica L-aspartato transaminasa por PCR utilizando ADN cromosémico de E.coli W3110 como matriz. Sobre la
base de la secuencia base para el gen aspC (No. de registro del NCBI "Gl: 89107778") de SEQ ID NO. 30 obtenido
del GenBank del Instituto Nacional de Salud de Estados Unidos (NIH GenBank), se pudo amplificar la region desde
el promotor al terminador en el gen aspC y se sintetizaron los cebadores de las SEQ ID NO. 19y 20 que tienen sitios
de reconocimiento de enzimas de restriccion BamHI y Kpnl.

Se llevé a cabo PCR utilizando ADN cromosémico de E.coli W3110 como matriz y los oligonucledtidos de las SEQ
ID NO. 19 y 20 como cebador. Se utilizd6 ADN polimerasa PfuUltra™ (Stratagene) como polimerasa y se llevé a cabo
la PCR repitiendo el ciclo 30 veces que incluyé desnaturalizacion a 96 °C durante 30 segundos, hibridaciéon a 50 °C
durante 30 segundos y extension a 72 °C durante 2 minutos. De este modo, se obtuvo el gen amplificado de
aproximadamente 1,5 kb, que contiene el gen aspC y los sitios de reconocimiento de enzimas de restriccion BamHI
y Kpnl,.

Se traté el gen aspC obtenido por PCR con enzimas de restriccion, BamHI Kpnl y a continuaciéon se cloné por
ligacion en el vector pCP tratado con las enzimas de restriccion BamHI y Kpnl para construir finalmente un vector
recombinante pCPA en el que se clond el gen aspC y el gen ppc al mismo tiempo. El vector pCPA construido de
esta forma tiene la secuencia SEQ ID NO. 41. En la FIG. 3 se presenta la estructura de construccion de pCPA, que
es un plasmido que expresa los genes que codifican fosfoenolpiruvato carboxilasa y L-aspartato transaminasa.
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<1-5> Construccion de cepa deficiente en quinolinato fosforibosiltransferasa

En este ejemplo, se obtuvo por PCR el gen nadC que participa en la ruta de descomposicion de acido quinolinico
utilizando ADN cromosémico de E.coli W3110 como matriz. Sobre la base de la informacién de la secuencia base
del gen nadC (No. de registro del NCBI "GI:89106990") obtenido del GenBank del Instituto Nacional de Salud de
Estados Unidos (NIH GenBank), se sintetizaron los cebadores de las SEQ ID NO. 21 y 22 para amplificar la region
en direccion 3’ del gen nadC, los cebadores de las SEQ ID NO. 23 y 24 para amplificar las regiones en direccion 5’ y
en direccién 3’ del gen nadC y loxpCm y los cebadores de las SEQ ID NO. 25 y 26 para amplificar la region en
direccion 5’ del gen nadC.

Se llevo a cabo la PCR utilizando ADN cromosoémico de E.coli W3110 como matriz y los oligonucleétidos de las SEQ
ID NO. 21y 22y 25y 26 como cebador para amplificar las regiones en direccion 5’ y en direccion 3’ del gen nadC de
0,5 kb y 0,3 kb, respectivamente. Asimismo, Se llevé a cabo la PCR utilizando el vector plasmido pLoxpCat2 que
contiene loxpCm como matriz y los oligonucleétidos de las SEQ ID NO. 23 y 24 como cebador para amplificar el gen
loxpCm de 1,0 kb, que tiene la secuencia homologa a la del gen nadC en ambos extremos. Se utilizo ADN
polimerasa PfuUltra™ (Stratagene) como polimerasa y se llevd a cabo la PCR repitiendo el ciclo 30 veces que
comprendi6é desnaturalizacion a 96 °C durante 30 segundos, hibridacion a 53 °C durante 30 segundos y extension a
72 °C durante 1 minuto. A continuacion, se utilizaron el fragmento en direccion 5’ de nadC, el fragmento en direccion
3’ de nadC y el fragmento loxpCm obtenidos de las reacciones de PCR como matriz para realizar la PCR en
condiciones de PCR incluyendo 10 repeticiones del ciclo que incluyé desnaturalizacion a 96 °C durante 60
segundos, hibridacion a 50 °C durante 60 segundos y extension a 72 °C durante 1 minuto y 20 repeticiones del ciclo
tras la adicion de los cebadores de las SEQ ID NO. 21 y 26. De este modo, se obtuvo un casete nadC deficiente de
1,8 kb, que contiene la region en direccion 5’ del gen nadC — region direccion 3’ del gen loxpCm-region direccion 3’
del gen nadC.

Se transformé E.coli W3110 que contiene pKD46 como vector de expresion de lambda red recombinasa con el
casete nadC deficiente por electroporacion, y a continuacion se mancho la cepa sobre medio para placa LB (Luria-
Bertani) (triptona 10 g, extracto de levadura 5 g, NaCl 10 g y agar 1,5 %l/l) que contenia cloranfenicol como marcador
selectivo y se incubd a 37 °C durante toda la noche para seleccionar cepas de microorganismo que exhibieran
resistencia contra cloranfenicol.

Se sometieron directamente a PCR las cepas seleccionadas como matriz utilizando los cebadores de las SEQ ID
NO. 21 y 26 en las mismas condiciones y a continuacion, se confirmé la delecion del gen nadC identificando que el
tamafio del gen en la cepa silvestre y la cepa nadC-deficiente cepa era 1,0 kb y 1,8 kb, respectivamente, sobre 1,0
% de gel de agarosa. Asimismo, se separé el gen nadC de E. coli W3110 como cepa silvestre de acuerdo con el
mismo procedimiento que anterior.

Ejemplo 2. Preparacion y evaluacion de cepa que expresa proteina de fusion
<2-1> Preparacion de cepa que expresa proteina de fusion

Se utilizaron los plasmidos pNBHL1A, pNBHL2A, pNBHL3A, pNBHL4A, pNBHL5A, pNBFL3A y pNBFL4A y pPro-
NBA que expresan genes que codifican las proteinas de fusion simples que se prepararon uniendo L-aspartato
oxidasa y quinolinato sintasa a través de varios engarces del <Ejemplo 1-3> por procedimiento de CaCl, para
transformar la cepa W3110AnadC segun la construccion del <Ejemplo 1-5>, que se mancharon después sobre un
medio de placa LB-Km (extracto de levadura de 10 g/I, NaCl 5 g/I, triptona 10 g/I, kanamicina 25 ug/l) y se incubd a
37 °C durante toda la noche. A continuacién, se seleccionaron colonias resistentes a kanamicina. De este modo, se
obtuvieron las cepas que expresan L-aspartato oxidasa y quinolinato sintasa como proteina de fusion simple.

<2-2> Comparacion de la productividad de acido quinolinico desde acido aspartico entre proteinas de fusion
que tienen varios engarces

Para comparar la capacidad de sintetizar acido quinolinico a partir de acido aspartico entre proteinas de fusiéon que
tienen diversos engarces, se inoculd cada una de las proteinas de las cepas que expresan proteina de fusion
obtenidas en el <Ejemplo 2-1> en 5 ml de LBKm-IPTG (extracto de levadura 10 g/l, NaCl 5 g/l, triptona 10 g/,
kanamicina 25 pg/l, IPTG 10 mM) medio liquido en una incubadora a 37°C y se cultivd a 37 °C con 250 rpm durante
toda la noche para obtener un caldo de cultivo. Se centrifugé el caldo de cultivo asi obtenido 4000 rpm durante 10
minutos para obtener solamente la cepa que expresa proteina de fusién, que se resuspendié en 500 pl de tampoén
Tris pH 7,0 y después se interrumpié por sonicacion.

Se utilizaron los lisados celulares enteros que contienen la proteina de fusién expresada obtenida segun el
procedimiento anterior para comparar la capacidad para sintetizar acido quinolinico a partir de acido L-aspartico a
través de la reaccién enzimatica. En la Tabla 1 se muestra la composicién de la mezcla de reaccién de enzima para
comparar la capacidad de sintetizar acido quinolinico a partir de acido L-aspartico.
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[Tabla 1]

Composicion de la mezcla de reaccion Unidad (ml)
Acido L-aspartico 200 mM 0,1
Dihidroxiacetona fosfato 200 mM 0,1
Lisado celular 0,1
Tampon Tris 1 M (pH 7,0) 0,1
Agua destilada 0,6
Total 1,0

Se dejo reaccionar la composicion de reaccion a 37 °C durante 30 minutos. Se analizaron acido L-aspartico y acido
quinolinico en el caldo de cultivo por HPLC. En la Tabla 2 se muestra el resultado de los analisis y se indica la
capacidad de cada proteina de fusién para producir acido quinolinico a partir de acido L-aspartico.

[Tabla 2]

Cepa Plasmido Aminoacido de engarce Acido quinolinico (g/l) | Rendimiento (indice
de conversién en %
en moles*)

W3110AnadC | pPro-NBA 1,5 44.9%

pNBHL1A | LA(EAAAK)1AAA (SEQIDNO, 54) | 2,5 749 %
pNBHL2A | LA(EAAAK) 2AAA (SEQ ID NO, 55) | 2,4 719 %
pNBHL3A | LA(EAAAK)3TAA (SEQID NO, 56) | 2,7 80.8 %
pTdBHL4A | LA(EAAAK)4AAA (SEQ ID NO, 57) | 3,1 92.8 %
pNBHL5A | LA(EAAAK)5AAA (SEQ ID NO, 58) | 3,2 95.8 %
pNBFL3A L(GGGS)3AAA (SEQ ID NO, 59) 2,4 719 %
pNBFL4A L(GGGS)4AAA (SEQ ID NO, 60) 2,2 65.9 %

*indice de conversion en moles (%) = acido quinolinico (M) producido / acido L-aspartico (M) afiadido

pPro-NBA que expresa L-aspartato oxidasa y quinolinato sintasa produjo 1,5 g/l de acido quinolinico a partir de acido
L-aspartico y presentdé 44,9% de rendimiento de conversién enzimatica a partir de acido L-aspartico en acido
quinolinico, mientras que pNBHL1A, pNBHL2A, pNBHL3A, pNBHL4A, pNBHL5A, pNBFL3A y pNBFL4A que
produjeron las proteinas de fusion de L-aspartato oxidasa y quinolinato sintasa unidas a través de varios engarces
produjeron 2,2 ~ 3,2 g/l de acido quinolinico y presenté 65,9 ~ 95,8 % de rendimiento de conversidon enzimatica a
partir de acido L-aspartico a acido quinolinico, respectivamente.

Este resultado indica que la expresion de una proteina de fusion simple de L-aspartato oxidasa y quinolinato sintasa
presenta un rendimiento de conversién superior de acido quinolinico en comparaciéon con expresiones de enzimas
por separado. Asimismo, todas las cepas introducidas con varios tipos de engarces presentaron altos indices de
conversion enzimatica, lo que indica que la expresion de la proteina de fusién simple de L-aspartato oxidasa y
quinolinato sintasa unidos a través del engarce es mas eficiente en la biosintesis de acido quinolinico a partir de
acido L-aspartico. pNBHL4A y pNBHL5A introducidos con el engarce LA(EAAAK)s~sAAA presentd el indice de
conversion en acido quinolinico mas alto, lo que indica que LA(EAAAK)4~sAAA son los engarces de proteina de
fusion mas eficientes en la produccién de acido quinolinico.

Ejemplo 3. Preparacion y evaluacion de cepa que produce acido quinolinico
<3-1> Preparacion de cepa que produce acido quinolinico

Para comparar la capacidad para sintetizar acido quinolinico a partir de glucosa entre proteinas de fusion que tienen
diversos engarces, se utilizé el plasmido pCPA construido en el <Ejemplo 1-4> por el procedimiento de CaCl; para
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transformar la cepa W3110AnadC segun la construccion del <Ejemplo 1-5>, que se mancharon a continuacién sobre
un medio para placa LB-SP (extracto de levadura 10 g/l, NaCl 5 g/l, triptona 10 g/l, espectinomicina 50 mg/l) y se
incubo a 37 °C durante toda la noche. A continuacion, se seleccionaron las colonias resistentes a espectinomicina.

Se utilizaron los plasmidos pPro-NBA, pNBHL1A, pNBHL2A, pNBHL3A, pNBHL4A, pNBHL5A, pNBFL3A y pNBFL4A
construidos en el <Ejemplo 1-2> y el <Ejemplo 1-3> a través del procedimiento de CaCl, para transformar la cepa
W3110AnadC que contienen pCPA construido segun lo anterior, que se mancharon sobre medio para placa LB-Km-
Sp (extracto de levadura 10 g/I, NaCl 5 g/l, triptona 10 g/l, espectinomicina 50 ug/l, kanamicina 25 ug/l) y se incubd a
37 °C durante toda la noche. A continuacién, se seleccionaron 10 colonias resistentes a kanamicina y a
espectinomicina. Las cepas que producen acido quinolinico preparadas de esta forma fueron denominadas CV01-
0600, CV01-0601, CV01-0602, CV01-0603, CV01-0604, CV01-0605, CV01-0606 y CV01-0607, respectivamente. En
la Tabla 3 se muestra el genotipo de la cepa huésped, el plasmido contenido y la secuencia de aminoacidos / acido
L-aspartico (M) afiadido del engarce de la proteina de fusion de L-aspartato oxidasa y quinolinato sintasa.

[Tabla 3]
Genotipo de cepa Plasmido Secuencia de aminoacidos de engarce | Cepa No.
W3110AnadC pCPA pPro-NBA - CV01-0600
pNBHL1A LA(EAAAK)1AAA CV01-0601
pNBHL2A LA(EAAAK)2AAA CV01-0602
pNBHL3A LA(EAAAK)3AAA CV01-0603
pNBHL4A LA(EAAAK)AAAA CV01-0604
pNBHL5A LA(EAAAK)5AAA CV01-0605
pNBFL3A L(GGGS)3AAA CV01-0606
pNBFL4A L(GGGS)4AAA CV01-0607

<3-2> Evaluacion de cepa que produce acido quinolinico

Para conformar la capacidad para producir acido quinolinico a partir de glucosa, se titulé acido quinolinico segun el
siguiente experimento. Se cultivé la cepa que produce acido quinolinico preparada en el <Ejemplo 3-1> sobre medio
para placa LB-SP-Km en una incubadora a 37 °C durante toda la noche para obtener una colonia simple, que se
inocul6 después en 25 ml de medio de titulacién de acido quinolinico con 1 bucle de platino y se incubd con 250 rpm
a 37 °C durante 24 a 72 horas. En la Tabla 4 se muestra la composicién del medio de producciéon de acido
quinolinico.

[Tabla 4]

Composicion Conc. (por litro)
Glucosa 70g
Sulfato de amonio 179
KH2PO4 109
MgSO,:7H0 059
FeSO47H,0 5mg
MnSO4-8H,0 5mg
ZnS0y4 5mg
Carbonato calcico 30g
Extracto de levadura 29

Se analizé acido quinolinico en el caldo de cultivo por HPLC. En la Tabla 5 se muestran los resultados del analisis y
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se indica la capacidad de la cepa para producir acido quinolinico a partir de glucosa.

[Tabla 5]

Cepa Acido quinolinico (g/l) Rendimiento (%)*
CV01-0600 55 7,9

CV01-0601 7,0 10,0

CV01-0602 6,5 9,3

CV01-0603 75 10,7

CV01-0604 9,7 13,9

CV01-0605 10,3 14,7

CV01-0606 6,5 9,3

CV01-0607 6,0 8,6

*Rendimiento (% = acido quinolinico producido (g) glucosa afadida (g)

La cepa CV01-0600 que se preparé eliminado quinolinato fosforibosiltransferasa de E.coli W3110 para suprimir la
descomposicion de acido quinolinico intracelular mediante quinolinato fosforibosiltransferasa y a continuacion,
potenciando las expresiones de fosfoenolpiruvato carboxilasa, L-aspartato aminotransferasa y L-aspartato oxidasa,
quinolinato sintasa, produjo 5,5 g/l de acido quinolinico, mientras que las cepas CV01-0601, CV01-0602, CV01-
0603, CV01-0604, CV01-0605, CV01-0606 y CV01-0607 que expresan las proteinas de fusién de L-aspartato
oxidasa y quinolinato sintasa unidas a través de varios engarces produjeron 6,0 ~ 10,3 g/l de acido quinolinico,
respectivamente.

Este resultado coincide con el resultado de la conversién enzimatica de acido L-aspartico en acido quinolinico en el
<Ejemplo 2> e indica también que la expresion de L-aspartato oxidasa y quinolinato sintasa como proteina de fusion
simple reduce al minimo la reaccién secundaria de conversién de a-iminosuccinato en oxaloacetato aumentando la
reaccion de un a-iminosuccinato metabolito intermedio con quinolinato sintasa, aumentando asi la produccion de
acido quinolinico. Asimismo, todas las cepas introducidas con varios tipos de engarces presentaron una alta
productividad relativamente alta de acido quinolinico, lo que indica la expresion de la proteina de fusién simple de L-
aspartato oxidasa y quinolinato sintasa unidas a través del engarce es mas eficiente en la biosintesis de acido
quinolinico.

Por otra parte, en conformidad con el resultado del <Ejemplo 2>, pNBHL4A y pNBHL5A, que se introdujeron con los
engarces de LA(EAAAK).~sAAA, respectivamente, presentaron la maxima productividad de acido quinolinico, lo que
indica que LA(EAAAK)4~sAAA son los engarces de proteina de fusion mas eficientes en la produccién de acido
quinolinico.

Por otra parte, se confirmd que cuando se potencia la ruta de biosintesis de acido L-aspartico con una combinacion
de una mejor velocidad de reaccién por la expresion de la proteina de fusion de L-aspartato oxidasa y quinolinato
sintasa, la eliminacion de la actividad de quinolinato fosforibosiltransferasa y la potenciacion de las expresiones de
fosfoenolpiruvato carboxilasa y L-aspartato aminotransferasa, se puede producir acido quinolinico con una alta
eficiencia en comparacion con la cepa convencional.

Efecto de la invencién

La presente invencién proporciona un microorganismo que expresa una proteina de fusiéon de L-aspartato oxidasa y
quinolinato sintasa unidos a través de un engarce para reducir al minimo la reacciéon de descomposicion natural de
a-iminosuccinato, que constituye un problema en el proceso de produccion bioldégico convencional, produciendo asi
acido quinolinico con una alta productividad. .

<110> CJ CheilJedang Corporation

<120> Microorganismo recombinante que produce acido quinolinico y procedimiento de produccién de acido
quinolinico utilizandolo

<130> OPA12191/PCT

<150> KR10-2012-0001845
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<151> 06-12-2012
<160> 63
<170> Kopatentin 2.0

<210>1

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para amplificacién de nadB

<400> 1
catatgaata ctctccctga acatt 25

<210> 2

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para amplificaciéon de nadB

<400> 2
ggatccctat accactacgc ttgatcac 28

<210> 3

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para amplificacién de nadA

<400> 3
gggcccatga gegtaatgtt tgatcca 27

<210> 4

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para amplificacion de nadA

<400> 4
gcggcecgcte gtgectacceg ctteg 25

<210>5

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para amplificaciéon de promotor Pro

<400> 5
ggatccctecg agcatagcat ttttatcc 28

<210>6

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> cebador para amplificaciéon de promotor Pro

<400> 6
gggcccatgt acctttctce tet 23

<210>7

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para amplificacién de promotor Pro

<400> 7
ctcgagcata gcatttttat 20

<210> 8

<211> 69

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para amplificacion de gen nadB con engarce helicoidal (HL1)

<400> 8
aaacattacg ctcatctgca gggctgectge cttcgegget gettcectgeca ggattcectgtt
tatgtaatg

<210>9

<211> 84

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para amplificacion de gen nadB co engarce helicoidal (HL2)

<400>9
aaacattacg ctcatctgca gggctgectge cttcgegget gettectteg cggetgette
tgccaggatt ctgtttatgt aatg

<210> 10

<211>99

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para amplificacion de gen nadB co engarce helicoidal (HL3)

<400> 10
aaacattacg ctcatctgca gggctgctge cttegegget gettecctteg cggetgette

cttecgegget gettectgeca ggattctgtt tatgtaatg

<210> 11
<211> 114

<212> ADN
<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> cebador para amplificacion de gen nadB con engarce helicoidal (HL4)

<400> 11

aaacattacg ctcatctgca gggctgctge cttcgegget gettectteg cggetgette

cttegegget gettectteg cggetgette tgeccaggatt ctgtttatgt aatg

<210> 12

<211>129

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para amplificacion de gen nadB con engarce helicoidal (HL5)

<400> 12
aaacattacg ctcatctgca gggctgectge cttegegget getteectteg cggetgette
cttecgegget gettectteg cggetgette cttegegget gettcectgeca ggattetgtt
tatgtaatg

<210> 13

<211> 87

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para amplificacion de gen nadB con engarce flexible (FL3)

<400> 13
aaacattacg ctcatctgca gggctgctgce gctaccacca ccgectaccac caccgcectacce

accacccagg attctgttta tgtaatg

<210> 14

<211>99

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para amplificacion de gen nadB con engarce flexible (FL4)

<400> 14

aaacattacg ctcatctgca gggctgectge gctaccacca ccgectaccac caccgctacce

accaccgcta ccaccaccca ggattctgtt tatgtaatg

<210> 15

<211>43

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para amplificacion de gen nadA

<400> 15
ctgcagatga gcgtaatgtt tgatccagac acggcgattt atc 43

<210> 16
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<211> 23
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para amplificacion de gen nadA

<400> 16
attaattaat taagcggccg ctc

<210> 17

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para amplificacion de gen ppc

<400> 17
aagcttctgt aggccggata aggegctcge gecgeat

<210> 18

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para amplificacion de gen ppc

<400> 18
cggatccttt gaataaaatg cagacag

<210> 19

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para amplificacion de gen aspC

<400> 19
ggatccgtcc acctatgttg actaca

<210> 20

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para amplificacion de gen aspC

<400> 20
ggtaccgagc tcataagcegt agcgcatcag g

<210> 21

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador para amplificacion de regién en direccion 3’ de nadC

<400> 21
gaaacgggaa agcagattcc

<210> 22

23

37

27

26

31

20
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<211> 41
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador para amplificacion de regién en direccion 3’ de nadC

<400> 22
cggtaggtac cgagctcgaa aagtagagaa tctggaagaa c 41

<210> 23

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para amplificacion de loxCm

<400> 23
gttcttccag attctctact tttcgagctc ggtacctacc g 41

<210> 24

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador para amplificacion de loxpCm

<400> 24
tgaagaggtg tttattcaac tgggggtacc gttcgtataa tg 42

<210> 25

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador para amplificaciéon de regién en direccion 5’ de nadC

<400> 25
cattatacga acggtacccc cagttgaata aacacctctt ca 42

<210> 26

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador para amplificacion de regién en direccion 5’ de nadC

<400> 26
gtggtgctaa tacccggtt 19

<210> 27

<211> 1623
<212> ADN
<213> Escherichia coli

<220>

<221>gen

<222> (1)..(1623)

<223> Marco de lectura abierto de nadB

<400> 27
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atgaatactc tccctgaaca ttcatgtgac gtgttgatta tcggtagecgg cgcagecgga 60
ctttcactgg cgctacgecct ggctgaccag catcaggtca tcgttctaag taaaggcecccg 120
gtaacggaag gttcaacatt ttatgcccag ggcggtattg ccgeecgtgtt tgatgaaact 180
gacagcattg actcgcatgt ggaagacaca ttgattgccg gggctggtat ttgcgatcge 240
catgcagttg aatttgtcgc cagcaatgca cgatcctgtg tgcaatgget aatcgaccag 300
ggggtgttgt ttgataccca cattcaaccg aatggcgaag aaagttacca tctgaccegt 360
gaaggtggac atagtcaccg tcgtattctt catgececgecg acgeccaccgg tagagaagta 420
gaaaccacgc tggtgagcaa ggcgctgaac catccgaata ttcgegtget ggagcgcage 480
aacgcggttg atctgattgt ttctgacaaa attggcctge cgggcacgeg acgggttgtt 540
ggcgcegtggg tatggaaccg taataaagaa acggtggaaa cctgccacge aaaagceggtg 600
gtgctggcaa ccggeggtge gtcgaaggtt tatcagtaca ccaccaatcce ggatatttcet 660
tctggecgatg gcattgectat ggecgtggege gcaggectgece gggttgccaa tctcgaattt 720
aatcagttcec accctaccge gectatatcac ccacaggcac gcaatttcet gttaacagaa 780
gcactgcgeg gcgaaggcegce ttatctcaag cgececcggatg gtacgegttt tatgeccgat 840
tttgatgage gcggcgaact ggcccecgege gatattgtcg ccecgegeccat tgaccatgaa 900
atgaaacgcce tcggcgcaga ttgtatgttc cttgatatca geccataagece cgecgatttt 960
attcgccage atttcccgat gatttatgaa aagectgectcg ggectggggat tgatctcaca 1020
caagaaccgg taccgattgt gcctgctgca cattatacct geggtggtgt aatggttgat 1080
gatcatgggce gtacggacgt cgagggcttg tatgccattg gecgaggtgag ttataccgge 1140
ttacacggceg ctaaccgcat ggcctcgaat tcattgetgg agtgtcectggt ctatggetgg 1200
tcggecggegg aagatatcac cagacgtatg ccttatgccce acgacatcag tacgttaccg 1260
ccgtgggatg aaagccgegt tgagaacccect gacgaacggg tagtaattca gcataactgg 1320
cacgagctac gtctgtttat gtgggattac gttggcattg tgecgcacaac gaagcgectg 1380
gaacgcgcecece tgeggecggat aaccatgcetc caacaagaaa tagacgaata ttacgcecccat 1440
ttcecgegtet caaataattt getggagetg cgtaatctgg tacaggttge cgagttgatt 1500
gttegetgtg caatgatgeg taaagagagt cgggggttge atttcacget ggattatcceg 1560
gaactgctca cccattcecgg tcecgtecgate ctttecceceg gcaatcatta cataaacaga 1620
taa 1623

<210> 28

<211> 1044

<212> ADN

<213> Escherichia coli

<220>

<221>gen

<222> (1)..(1044)
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<223> Marco de lectura abierto de nadA

<400> 28

atgagcgtaa
ttaagcattg
aatgcggtga
accggtggcet
tctactttgt
gaaaaaacaa
gttgaagaat
aacacttctg
gaacttattg
ctggggegtt
attgtgcatg
gctgeccatac
ggttccacca
gcaaccgatc
gaagcaccaa
gccatgaatg
gttcatgttg

tttgcggcta

tgtttgatcc
atgaaaaagc
tggttgccca
gtatttctga
tagtcgetgg
ttctgatgcece
ttaacgcatt
ctgcggtaaa
atcatcttga
acgtgcaaaa
atgaatttaa
tggtgcatcc
gtcaactgat
ggggtatttt
ccgcaggtga
gccttcagge
atgaaaggct

cactacgtgg

agacacggcg
gtattaccgce
ctactatacc
ttctetggaa
ggtgagattt
gacacttcag
ttgcgatgece
agcgcgcgca
tagtttgggt
acagacgggt
gactcaggcg
agaatcacca
cgctgectgeg
ctacaaaatg
gggtgcaacc
catcgcagag
gcgagagagg

ataa

<210> 29

<211> 3096

<212> ADN

<213> Escherichia coliW3110

<220>
<221>gen
<222> (1)..(3096)
<223> ppc

<400> 29

ataaggcgct cgcgccgcat ccggcactgt tgccaaactc cagtgccgca ataatgtcegg
atgcgatact tgcgcatctt atccgaccta cacctttggt gttacttggg gecgatttttt

aacatttcca taagttacgc ttatttaaag cgtcgtgaat ttaatgacgt aaattcctge

atttatcctt
gagaagataa
gatcccgaaa
atggcgegcet
atgggagaaa
gctgaatgtt
catccecgatce
gattgggtgg
gaaaaaatca
ggagacattc
ttaacccgcet
caagctattg
aaaacattgce
cagcaggcgg
tgcecgecaget
gcattagaac

gcgetggtge

20

tcceceecgaa
aacgtctgcet
ttcaacaact
tcggtgcaaa
ccgccaaaat
cactggatct
gtactgtcgt
taacttcaag
tctgggcacc
tatgctggca
tgcaagaaga
tcgatatgge
cacatcagag
tgccagataa
gcgegeattg
aggaaggaag

cgctcaatcg

gccgacgccg
aaaagaacgt
ggcagaagaa
gcatcccgcet
tctcagtcceg
cggctgeect
cgtctacgcece
cattgcegtce
cgacaaacat
gggtgcctgt
atacccggat
ggatgcggte
gcttattgtg
agagttactg
tccgtggatg
caatcacgag

tatgctggat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1044

60

120

180



tatttattceg
tataaaagac
cagggctatc
ttgecgtagta
ggagaacaca
ggcaatgatg
ctgctgececg
taccacagca
ctgcgtaaac
tcgetgtege
atccacaaaa
gactacgaac
accgatgaaa
gtagtggaaa
ctggaagaga
tggatgggcg
ctgctactcea
tctgaactgt
gccgcagaac
gcatggctgg
caaaacgaag
atgggtatta
gtaccgetgg
gagctgaccc
gcgttectga
agcgccgaaa
tccattgceeg
ctgectgetga
ctcgatgatc
cgtggectga
gcgggagtga

tgcgaaaaag

tttgctgaag
gacgaaaagc
aaacgataag
atgtcagtat
ttettgaacg
ctaaccgcecceca
ttgcgecgtge
tttecgecgaa
tgaaaaacca
tggaactggt
tggtggaagt
acaaccagct
tccgtaaget
acagcctgtg
acctcggcecta
gcgaccgcga
gcegetggaa
cgatggttga
cgtatcgcta
aagcgcecgect
aactgtggga
tcgccaacgg
tcecgtattga
gctacctcgg
tecegegaact
cgcgcgaagt
cctacgtgat
aagaagcggg
tgaacaacgce
ttcagggcaa
tggcagette

cgggtattga

ES 2 656 892 T3

cgatttecgeca
aaagcccgag
atggggtgtc
gctcggcaaa
cgtagaaact
ggagttgctce
gtttagtcag
aggcgaagct
gccggaactg
cctcacggcet
gaacgcctgt
gatgcgtcege
gcgtccaagce
gcaaggcgta
caaactgccce
cggcaacccg
agccaccgat
agcgacccct
tctgatgaaa
gaaaggcgaa
accgctctac
cgatctgctce
tatccgtcag
tatcggcgac
gaactccaaa
gctcgatacc
ctcgatggecg
tatcgggttt
caacgatgtc
acagatggtg

ctgggcgcaa

gctgacgttg

gcatttgacg
catattcgecg
tggggtaata
gtgctgggag
atccgtaagt
accaccttac
ttcctgaace
gccagcaacc
agcgaagaca
cacccaaccg
ttaaaacagc
ctgcgecagt
ccggtagatg
ccaaattacc
gtcgaatttg
aacgtcactg
ttgttcectga
gaactgctgg
aacctgegtt
gaactgccaa
gcttgctace
gacaccctge
gagagcacgc
tacgaaagct
cgtecegette
tgccaggtga
aaaacgccgt
gcgatgecgg
atgacccagc
atgattggct
tatcaggcac

ttccacggtce

21

tcaccgettt
ccaatgcgac
tgaacgaaca
aaaccatcaa
tgtcgaaatc
aaaatttgtc
tggccaacac
cggaagtgat
ccatcaaaaa
aaattacccg
tcgataacaa
tgatcgcecca
aagccaaatg
tgcgegaact
ttcecggtceceg
ccgatatcac
aagatattca
cgctggttgg
ctcgectgat
aaccagaagg
agtcacttca
gccgegtgaa
gtcataccga
ggtcagaggc
tgcegegecaa
ttgccgaage
ccgacgtact
ttgctceeget
tgctcaatat
attccgactce

aggatgcatt

gcggcggtte

tacgtggcett
gtgaaggata
atattcegeca
ggatgegttg
ttcacgeget
gaacgacgag
cgccgagcaa
cgcccgeace
agcagtggaa
tcgtacactg
agatatcget
gtcatggcat
gggctttgece
gaacgaacaa
ttttacttcg
ccgccacgtce
ggtgctggtt
cgaagaaggt
ggcgacacag
cctgetgaca
ggcgtgtgge
atgtttecgge
agcgcectggge
cgacaaacag
ctggcaacca
accgcaaggc
ggctgtccac
gtttgaaacc
tgactggtat
agcaaaagat
aatcaaaacc

cattggtcgce

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

13920

1980

2040

2100



ES 2 656 892 T3

ggcggcgcac ctgctcatge ggcgetgetg tcacaaccge caggaagcct gaaaggcegge 2160
ctgcgegtaa ccgaacaggg cgagatgatc cgctttaaat atggtctgcc agaaatcacc 2220
gtcagcagce tgtcgettta taccggggeg attctggaag ccaacctget gecaccgecg 2280
gagccgaaag agagctggcg tcgcattatg gatgaactgt cagtcatctc ctgcecgatgtce 2340
taccgegget acgtacgtga aaacaaagat tttgtgeccectt acttcegetce cgetacgecg 2400
gaacaagaac tgggcaaact gccgttgggt tcacgtccgg cgaaacgtcg cccaaccgge 2460
ggcgtcgagt cactacgcge cattcegtgg atcttecgect ggacgcaaaa ccgtctgatg 2520
ctceceegect ggetgggtge aggtacggeg ctgcaaaaag tggtcgaaga cggcaaacag 2580
agcgagctgg aggctatgtg ccgecgattgg ccattcettet cgacgegtet cggcatgetg 2640
gagatggtct tcgccaaagce agacctgtgg ctggcggaat actatgacca acgcectggta 2700
gacaaagcac tgtggccgtt aggtaaagag ttacgcaacc tgcaagaaga agacatcaaa 2760
gtggtgctgg cgattgccaa cgattcccat ctgatggecceg atctgecegtg gattgcagag 2820
tctattcage tacggaatat ttacaccgac ccgctgaacg tattgcagge cgagttgcetg 2880
caccgctcecec gccaggcaga aaaagaaggc caggaaccgg atcctcecgegt cgaacaageg 2940
ttaatggtca ctattgccgg gattgecggeca ggtatgegta ataccggeta atcttcecetet 3000
tctgcaaace ctegtgettt tgegegaggg ttttcetgaaa tacttetgtt ctaacacccet 3060
cgttttcaat atatttctgt ctgcatttta ttcaaa 3096

<210> 30

<211> 1556

<212> ADN

<213> Escherichia coliW3110

<220>

<221>gen

<222> (1)..(1556)

<223> aspC

<400> 30

22



ES 2 656 892 T3

gtccacctat gttgactaca tcatcaacca gatcgattct gacaacaaac tgggcgtagg 60
ttcagacgac accgttgectg tgggtatcgt ttaccagttc taatagcaca cctctttgtt 120
aaatgccgaa aaaacaggac tttggtcctg ttttttttat accttccaga gcaatctcac 180
gtcttgcaaa aacagcctge gttttcatca gtaatagttg gaattttgta aatcteccegt 240
taccctgata gcggacttce cttctgtaac cataatggaa cctegtcatg tttgagaaca 300
ttaccgeege tecctgecgac ccgattetgg gectggecga tetgtttegt gecgatgaac 360
gtcccggcaa aattaacctc gggattggtg tctataaaga tgagacgggce aaaaccccgg 420
tactgaccag cgtgaaaaag gctgaacagt atctgctcga aaatgaaacc accaaaaatt 480
acctcggcat tgacggcatc cctgaatttg gtcecgetgcac tcaggaactg ctgtttggta 540
aaggtagcge cctgatcaat gacaaacgtg ctecgcacgge acagactccg gggggcactg 600
gcgcactacg cgtggctgec gatttcctgg caaaaaatac cagcgttaag cgtgtgtggg 660
tgagcaaccc aagctggcecg aaccataaga gcecgtctttaa ctctgcaggt ctggaagttce 720
gtgaatacgc ttattatgat gcggaaaatc acactcttga cttcgatgca ctgattaaca 780
gcctgaatga agctcagget ggcgacgtag tgetgttcecca tggetgetge cataacccaa 840
ccggtatcga ccctacgetg gaacaatgge aaacactggce acaactctcce gttgagaaag 900
gctggttace gctgtttgac ttegettace agggttttge cecgtggtctg gaagaagatg 960
ctgaaggact gcgcgcectttc gecggctatge ataaagagcet gattgttgec agttcectact 1020
ctaaaaactt tggcctgtac aacgagcegtg ttggcgettg tactcectggtt getgceccgaca 1080
gtgaaaccgt tgatcgcgca ttcagccaaa tgaaagcgge gattcgeget aactactcta 1140
acccaccagc acacggcgct tctgttgttg ccaccatcet gagcaacgat gecgttacgtg 1200
cgatttggga acaagagctg actgatatgc gccagcgtat tcagcgtatg cgtcagttgt 1260
tcgtcaatac gctgcaggaa aaaggcgcaa accgcgactt cagcectttatc atcaaacaga 1320
acggcatgtt ctccttcagt ggcctgacaa aagaacaagt gctgcecgtctg cgcgaagagt 1380
ttggcgtata tgcggttget tcectggtcecgeg taaatgtgge cgggatgaca ccagataaca 1440
tggctceget gtgcgaageg attgtggcag tgcectgtaage attaaaaaca atgaagcccg 1500
ctgaaaagcg ggctgagact gatgacaaac gcaacattgc ctgatgcget acgcett 1556

<210> 31

<211> 894

<212> ADN

<213> Escherichia coliW3110

<220>

<221>gen

<222> (1)..(894)
<223> nadC ORF

<400> 31

23



10

15

20

atgeccgecte
ctcgatatcce
gccaacaatg
atcacccgeg
ctggcaggcg
aatcaatcct

gcgcettaatt

ttgctggaag
tcagctctga
gatgccttce
gaaaaagcgt
gaacttgatg
gaacagatgce
aacgtcactg

ggtgcgctaa

gccgctataa
ccggegeggt
atattacggce
agaatggegt
acgatgtcac
tgttcgaact

ttgtgcaaac

gcaccaacac
aatacgcggt
tgatcaaaga
cctggetgea
aagccctgaa
gcgaagccegt
acaaaacact

ctaaacacgt

ES 2 656 892 T3

ccctgacacce
ggcccaggcg
aaaactttta
cttttgegge
cataatctgg
tgaaggccca

cctttcagga

gcagttgttg
actttgcgge
aaaccatatt
cceggatgeg
agcaggagcc
caaacgcacc
gcgtgaattt

acaagcactce

cgacgtgacg
ctgcgggaag
ccggaaaatt
aaacgctggg
catgtggatg
tcecegegtge

gttgccagta

gatacgcgca
ggcggagcga
attgcctcceg
ccagtagaag
gatatcatca
aacggcaagg
gccgaaacgg

gacctttcaa

<210> 32

<211> 135

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Promotor Pro

<400> 32

agctgctgga
atttaggcgg
ctcgetcetea
ttgaagaggt
acggcgatgt
tgttaacggg

aggtacgcca

aaaccttacc
atcaccgtcet
gctcagtgeg
tcgaagtaga
tgctggataa
cgctactgga
gcgtggactt

tgegtttteg

acgcattaat
aacagtcgat
tgccacggtg
gtttattcaa
catcaatgcc
cgaacgcact

ctatgtcgaa

cggectgegt
ggggctttct
ccaggcggtce
gaatctggaa
cttcgaaaca
agtgtctgge
tatctcegte

ctaa

ctcgagcata gcatttttat ccataagatt agcggatcta acctttacaa ttgtgagcge

tcacaattat gatagattca attgtgagcg gataacaatt tcacacagaa ttcattaaag

aggagaaagg tacat

<210> 33

<211> 5741

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Vector plasmido (pPro-NBA)

<400> 33

24

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

894

60

120

135



ctcgagcata
tcacaattat
aggagaaagg
agcggcgcag
ctaagtaaag
gtgtttgatg
ggtatttgceg
tggctaatceg

taccatctga

gcatttttat
gatagattca
tacatatgaa
ccggacttte
gcecggtaac
aaactgacag
atcgccatge

accagggggt

cccgtgaagg
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ccataagatt
attgtgagcg
tactctccct
actggcgcta
ggaaggttca
cattgactcg
agttgaattt
gttgtttgat

tggacatagt

agcggatcta
gataacaatt
gaacattcat
cgecectggetg
acattttatg
catgtggaag
gtecgeccageca
acccacattc

caccgtcegta

25

acctttacaa
tcacacagaa
gtgacgtgtt
accagcatca
cccagggcegg
acacattgat
atgcacgatc
aaccgaatgg

ttecttcatge

ttgtgagecge
ttcattaaag
gattatcggt
ggtcatcegtt
tattgcegece
tgcecgggget
ctgtgtgcaa
cgaagaaagt

cgccgacgec

60

120

180

240

300

360

420

480

540



accggtagag
gtgctggage
acgcgacggg
cacgcaaaag
aatccggata
gccaatcteg
ttcctgttaa
cgttttatge
gccattgacc
aagccecgeceg
gggattgatc
ggtgtaatgg
gtgagttata
ctggtctatg
atcagtacgt
attcagcata
acaacgaagc
gaatattacg
gttgcecgagt
acgctggatt
cattacataa
tctggceccecac
agcagcaccc
tgccagececa
acgcagaaaa
tcaagcgtag
tctaaccttt
aatttcacac
gatccagaca
aaagcgtatt
gcccactact

tctgattcte

aagtagaaac
gcagcaacgc
ttgttggege
cggtggtgct
tttettetgg
aatttaatca
cagaagcact
ccgattttga
atgaaatgaa
attttattcg
tcacacaaga
ttgatgatca
ccggcttaca
gctggtegge
taccgcegtg
actggcacga
gcctggaacg
cccatttceg
tgattgttceg
atccggaact
acagataaaa
gaatgactaa
gatgcggcag
tgettaatge
atccctctte
tggtataggg
acaattgtga
agaattcatt
cggcgattta
accgcgagaa
ataccgatcc

tggaaatggce

ES 2 656 892 T3

cacgctggtg
ggttgatctg
gtgggtatgg
ggcaaccggce
cgatggcatt
gttccaccct
gcgcggcgaa
tgagcgegge
acgcctegge
ccagcatttce
accggtaccg
tgggegtacg
cggcgctaac
ggcggaagat
ggatgaaagc
gctacgtetg
cgccectgegg
cgtctcaaat
ctgtgcaatg
gctcacccat
agcctgggte
gcgatcgceta
tcgegetteg
cagctcegta
ggtaatgcac
atccctcegag
gcgctcacaa
aaagaggaga
teccttteecce
gataaaacgt
cgaaattcaa

gcgetteggt

agcaaggcgc
attgtttctg
aaccgtaata
ggtgecgtcga
gctatggegt
accgcgcetat
ggcgcttatc
gaactggcce
gcagattgta
ccgatgattt
attgtgecctg
gacgtcgagg
cgcatggect
atcaccagac
cgcgttgaga
tttatgtggg
cggataacca
aatttgctgg
atgcgtaaag
tccggteegt
agcgccgtat
aagcattctc
ttttcegeca
aaaccattac
tcegecgeac
catagcattt
ttatgataga
aaggtacatg
ccgaagcecga
ctgctaaaag
caactggcag

gcaaagcatc

26

tgaaccatcc
acaaaattgg
aagaaacggt
aggtttatca
ggcgcegeagg
atcacccaca
tcaagcgceccce
cgcgegatat
tgttccttga
atgaaaagct
ctgcacatta
gcttgtatgce
cgaattcatt
gtatgcectta
accctgacga
attacgttgg
tgctccaaca
agctgcgtaa
agagtcgggg
cgatcctttce
acgcttegga
ccgectgegg
catccgtceg
caatctgcecte
aggtcagcaa
ttatccataa
ttcaattgtg
ggcccatgag
cgcecgttaag
aacgtaatgc
aagaaaccgg

ccgettetac

gaatattcgc
cctgeeggge
ggaaacctge
gtacaccacc
ctgcegggtt
ggcacgcaat
ggatggtacg
tgtegececege
tatcagccat
gctcgggetg
tacctgeggt
cattggcgag
gctggagtgt
tgcccacgac
acgggtagta
cattgtgege
agaaatagac
tctggtacag
gttgcattte
ccccggcaat
atagttctgg
ggagaatgcc
caaacgtaaa
tggcagcact
cgatgggtga
gattagcgga
agcggataac
cgtaatgttt
cattgatgaa
ggtgatggtt
tggctgtatt

tttgttagte

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460



gctggggtga
atgccgacac
gcattttgcg
gtaaaagcgc
cttgatagtt
caaaaacaga
tttaagactc
catccagaat
ctgatcgcetg
attttctaca
ggtgagggtg
caggccatcg
aggctgcgag
cgtggataac
tgtgcagaat
cgaagcggta
aaggctcagt
ctgagtagga
gactcgctac
gatttcctgg
cgtttttcca
ggtggcgaaa
tgcgectetece
tgtctcattce
atgcacgaac
tccaacccgg
ggagttagtc
ctgecgetect
aaaaccgccc
acgatctcaa

tatctcttceca

gatttatggg
ttcaggctga
atgcccatcc
gcgcagattg
tgggtgaaaa
cgggtggaga
aggcgttaac
caccacaagc
ctgcgaaaac
aaatgcagca
caacctgcecg
cagaggcatt
agagggcgct
gaataataag
atcctggtac
ggcacgagcg
cgaaagactg
caaatccgcece
gctcggtegt
aagatgccag
taggctcege
cccgacagga
tgttcctgece
cacgcctgac
cccecgttea
aaagacatgc
ttgaagtcat
ccaagccagt
tgcaaggcgg
gaagatcatc

aatgtagcac
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agaaaccgcc
atgttcactg
cgatcgtact
ggtggtaact
aatcatctgg
cattctatgce
ccgettgecaa
tattgtcgat
attgccacat
ggcggtgeca
cagctgcgeg
agaacaggaa
ggtgccgete
gcgtaacgtt
atataccaat
gcegcettaat
ggcctttegt
gcectagace
tcgactgecgg
gaagatactt
cccectgaca
ctataaagat
ttteggttta
actcagttcc
gtccgacege
aaaagcacca
gcgecggtta
tacctcggtt
ttttttegtt
ttattaatca

ctgaagtcag

aaaattctca
gatctcgget
gtcgtcgtct
tcaagcattg
gcacccgaca
tggcagggtg
gaagaatacc
atggcggatg
cagaggctta
gataaagagt
cattgtcecgt
ggaagcaatc
aatcgtatgce
acgctttggg
aggggcaggc
taattaatct
tttatctgtt
taggggatat
cgagcggaaa
aacagggaag
agcatcacga
accaggcgtt
ccggtgtcecat
gggtaggcag
tgcgecttat
ctggcagcag
aggctaaact
caaagagttg
ttcagagcaa
gataaaatat

cceccatacga

27

gtccggaaaa
gccctgttga
acgccaacac
ccgtcgaact
aacatctggg
cctgtattgt
cggatgctgce
cggteggtte
ttgtggcaac
tactggaagc
ggatggccat
acgaggttca
tggattttge
ggaaagatgg
ggttatgatc
agaggcatca
gtttgteggt
attccgette
tggcttacga
tgagagggcc
aatctgacgce
tceceectgge
tccgetgtta
ttcgctccaa
ccggtaacta
ccactggtaa
gaaaggacaa
gtagctcaga
gagattacgce
tactagattt

tataagttgt

aacaattctg
agaatttaac
ttctgectgeg
tattgatcat
gcgttacgtg
gcatgatgaa
catactggtg
caccagtcaa
cgatcggggt
accaaccgca
gaatggcctt
tgttgatgaa
ggctacacta
atttttttag
tctcatggat
aataaaacga
gaacgctctce
ctcgcectcact
acggggcgga
gcggcaaagce
tcaaatcagt
ggctcccteg
tggcegegtt
gctggactgt
tcgtettgag
ttgatttaga
gttttggtga
gaaccttcga
gcagaccaaa
cagtgcaatt

tactagtgct

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320



10

tggattctca
gagttctgag
agtcccegetce
gcggcgatac
atatcacggg
tcgatgaatce
tgggtcacga
gctggcgega
atccgagtac
ggatcaagcg
gcaaggtgag
ccegettecag
gatagccgeg
aaaagaaccg
gtctgttgtg
tgcaatccat
gatccecetge
ttcccaacct
gacaccgagg
gagctaaaac
aaggccccca
gaggagcaaa
cacaaacttg

tctaacagaa

ccaataaaaa
gtcattactg
agaagaactc
cgtaaagcac
tagccaacgce
cagaaaagcg
cgagatcctce
gcccectgatg
gtgctegete
tatgcagecg
atgacaggag
tgacaacgtc
ctgecctegte
ggcgeccectg
cccagtcata
cttgttcaat
gccatcagat
taccagaggg
agaatgtcaa
ggagcttttt
aggtagttat
agctcatttce
aacagctacg

atgtcctgag
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acgcccggceg
gatctatcaa
gtcaagaagg
gaggaagcgg
tatgtcctga
gccattttece
gccgteggge
ctcttegtee
gatgcgatgt
ccgcattgeca
atcctgececcce
gagcacagct
ctgcagttca
cgctgacage
gccgaatage
catgcgaaac
ccttggegge
cgccccaget
gaggcgaaca
tgcectgegt
ccttaaaaaa
tgaagaggac
gaactcttgt

caatcaccta

<210> 34

<211> 5226

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Vector plasmido (pNBHL1A)

<400> 34

gcaaccgagc
caggagtcca
cgatagaagg
tcagecccatt
tagcggtcecg
accatgatat
atgcgegect
agatcatcct
ttegettggt
tcagccatga
ggcacttcge
gcgcaaggaa
ttcagggcac
cggaacacgg
ctcteccacce
gatcctcatce
aagaaagcca
ggcaattccg
cacaacgtct
gaccagatcce
gccacagcat
ttgttgcgga
gcgtaaggaa

tgaactgtcg

gttctgaaca
agcgagctcet
cgatgcgcectg
cgccgccaag
ccacacccag
tcggcaagea
tgagcctgge
gatcgacaag
ggtcgaatgg
tggatacttt
ccaatagcag
cgececgtegt
cggacaggtc
cggcatcaga
aagcggccgg
ctgtctettg
tccagtttac
acgtctgtgt
tggagcgcca
cggagttgga
acatcctgtce
aacgacgaga
aagtaaggaa

a

aatccagatg
cgaaccccag
cgaatcggga
ctcttcagea
ccggccacag
ggcatcgceca
gaacagttcg
accggcettcee
gcaggtagcc
ctecggcagga
ccagtccecctt
ggccagccac
ggtcttgaca
gcagccgatt
agaacctgcg
atcagatctt
tttgcagggce
ggaattctcg
gaggaggaac
aaacaatgaa
cgtccaagca
acagttgaaa

aacgattcct

ctcgagcata gcatttttat ccataagatt agcggatcta acctttacaa ttgtgagcge

tcacaattat gatagattca attgtgagcg gataacaatt tcacacagaa ttcattaaag

28

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5741

60

120



aggagaaagg
agcggcgcag
ctaagtaaag
gtgtttgatg
ggtatttgeg
tggctaatcg
taccatctga
accggtagag
gtgctggagce
acgcgacggg
cacgcaaaag
aatccggata
gccaatctceg
ttcctgttaa
cgttttatgce
gccattgace
aagcccgecg
gggattgatc
ggtgtaatgg
gtgagttata
ctggtctatg
atcagtacgt
attcagcata
acaacgaagc
gaatattacg
gttgccgagt
acgctggatt
cattacataa
gtaatgtttg
attgatgaaa
gtgatggttg

ggctgtattt

tacatatgaa
ccggacttte
gccecggtaac
aaactgacag
atcgccatge
accagggggt
cccgtgaagg
aagtagaaac
gcagcaacgc
ttgttggcge
cggtggtget
tttettetgg
aatttaatca
cagaagcact
ccgattttga
atgaaatgaa
attttattcg
tcacacaaga
ttgatgatca
ccggcttaca
gctggtegge
taccgeegtyg
actggcacga
gcctggaacg
cccatttcecceg
tgattgttcg
atccggaact
acagaatcct
atccagacac
aagcgtatta
cccactacta

ctgattectet
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tactctcecet
actggcgcta
ggaaggttca
cattgactcg
agttgaattt
gttgtttgat
tggacatagt
cacgctggtg
ggttgatctg
gtgggtatgg
ggcaaccggce
cgatggcatt
gttccaccct
gcgcggcgaa
tgagcgcggce
acgcecctegge
ccagcatttc
accggtaccg
tgggcgtacg
cggcgctaac
ggcggaagat
ggatgaaagc
gctacgtctg
cgccetgegg
cgtctcaaat
ctgtgcaatg
gctcacccat
ggcagaagca
ggcgatttat
ccgcgagaag
taccgatccc

ggaaatggceg

gaacattcat
cgcctggetg
acattttatg
catgtggaag
gtcgccageca
acccacattc
caccgtcgta
agcaaggcgc
attgtttctg
aaccgtaata
ggtgcgtcga
gctatggcgt
accgcgctat
ggcgcecttate
gaactggccc
gcagattgta
ccgatgattt
attgtgcctg
gacgtcgagg
cgcatggcct
atcaccagac
cgcgttgaga
tttatgtggg
cggataacca
aatttgctgg
atgcgtaaag
tceggtecegt
gccgcgaagyg
cctttececeece
ataaaacgtc
gaaattcaac

cgctteggtg

29

gtgacgtgtt
accagcatca
cccagggcegyg
acacattgat
atgcacgatc
aaccgaatgg
ttcttcatge
tgaaccatce
acaaaattgg
aagaaacggt
aggtttatca
ggcgcgcagg
atcacccaca
tcaagcgece
cgcgcgatat
tgttcettga
atgaaaagct
ctgcacatta
gcttgtatge
cgaattcatt
gtatgcctta
accctgacga
attacgttgg
tgctccaaca
agctgcgtaa
agagtcgggg
cgatccettte
cagcagccct
cgaagccgac
tgctaaaaga
aactggcaga

caaagcatcc

gattatcggt
ggtcategtt
tattgecegece
tgccggggcet
ctgtgtgcaa
cgaagaaagt
cgccgacgcec
gaatattecge
cctgececggge
ggaaacctgce
gtacaccacc
ctgccgggtt
ggcacgcaat
ggatggtacg
tgtcgceccge
tatcagccat
gctegggetg
tacctgeggt
cattggcgag
gctggagtgt
tgcccacgac
acgggtagta
cattgtgcge
agaaatagac
tctggtacag
gttgcatttc
cceccggcaat
gcagatgagc
gccgttaage
acgtaatgeg
agaaaccggt

cgcttctact

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040



ttgttagtcg
acaattctga
gaatttaacg
tctgctgegg
attgatcatc
cgttacgtge
catgatgaat
atactggtgce
accagtcaac
gatcggggta
ccaaccgcag
aatggcctte
gttgatgaaa
gctacactac
aatctagagg
ctgttgtttg
gatatattcc
ggaaatggct
ggaagtgaga
cacgaaatct
gegtttecec
gtcattcege
ggcagttcge
cttatcecggt
agcagccact
aaactgaaag
agttggtage
agcaagagat
aatattacta
tacgatataa

cgagcegttcet

ctggggtgag
tgccgacact
cattttgcga
taaaagcgceg
ttgatagttt
aaaaacagac
ttaagactca
atccagaatc
tgatcgctge
ttttctacaa
gtgagggtgc
aggccatcege
ggctgcgaga
gtggataacc
catcaaataa
tcggtgaacg
gcttcetege
tacgaacggg
gggccgegge
gacgctcaaa
ctggeggete
tgttatggcce
tccaagcectgg
aactatcgtce
ggtaattgat
gacaagtttt
tcagagaacc
tacgcgcaga
gatttcagtg
gttgttacta

gaacaaatcc
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atttatggga
tcaggctgaa
tgcccatccece
cgcagattgg
gggtgaaaaa
gggtggagac
ggcgttaacc
accacaagct
tgcgaaaaca
aatgcagcag
aacctgccge
agaggcatta
gagggcgctg
cgggggatce
aacgaaaggc
ctctectgag
tcactgactc
gcggagattt
aaagccgttt
tcagtggtgg
cctegtgege
gegtttgtet
actgtatgca
ttgagtccaa
ttagaggagt
ggtgactgeg
ttcgaaaaac
ccaaaacgat
caatttatct
gtgcttggat

agatggagtt

gaaaccgcca
tgttcactgg
gatcgtactg
gtggtaactt
atcatctggg
attctatgcet
cgcttgcaag
attgtcgata
ttgcecacatc
gcggtgccag
agctgecgege
gaacaggaag
gtgcegetca
actagttcta
tcagtcgaaa
taggacaaat
gctacgcectceg
cctggaagat
tteccatagge
cgaaacccga
tcteetgtte
cattccacgce
cgaaccccce
cccggaaaga
tagtcttgaa
ctcctccaag
cgeccctgcaa
ctcaagaaga
cttcaaatgt
tctcaccaat

ctgaggtcat

30

aaattctcag
atctcggetg
tcgtegtceta
caagcattgc
cacccgacaa
ggcagggtgc
aagaataccc
tggcggatge
agaggcttat
ataaagagtt
attgtccgtg
gaagcaatca
atcgtatget
gagcggcecege
gactgggcct
ccgecgecect
gtcgttecgac
gccaggaaga
tcegececece
caggactata
ctgeccttteg
ctgacactca
gttcagtccg
catgcaaaag
gtcatgcgee
ccagttacct
ggcggttttt
tcatcttatt
agcacctgaa
aaaaaacgcc

tactggatct

tccggaaaaa
ccctgttgaa
cgccaacact
cgtcgaactt
acatctgggg
ctgtattgtg
ggatgctgcece
ggtcggttec
tgtggcaacc
actggaagca
gatggccatg
cgaggttcat
ggattttgeg
ttaattaatt
ttegttttat
agacctaggg
tgcggcgage
tacttaacag
tgacaagcat
aagataccag
gtttacecggt
gttccgggta
accgctgege
caccactggce
ggttaaggct
cggttcaaag
tegttttecag
aatcagataa
gtcagcccca
cggcggcaac

atcaacagga

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
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gtccaagcga gctctcgaac cccagagtcce cgctcagaag aactcgtcaa gaaggcgata 3960
gaaggcgatg cgctgecgaat cgggagcgge gataccgtaa agcacgagga agcggtcage 4020
ccattcgeeg ccaagcetcett cagcaatatc acgggtagcc aacgctatgt cctgatageg 4080
gtcecgeccaca cccageccgge cacagtcgat gaatccagaa aagcggceccat tttccaccat 4140
gatattcgge aagcaggcat cgccatgggt cacgacgaga tcctcgecgt cgggcatgeg 4200
cgececttgage ctggecgaaca gttcecggetgg cgegageccce tgatgetett cgtceccagate 4260
atcctgatcg acaagaccgg cttccatccg agtacgtget cgectcecgatge gatgtttege 4320
ttggtggtcg aatgggcagg tagccggatc aagcgtatge agccgecgca ttgcecatcage 4380
catgatggat actttctcgg caggagcaag gtgagatgac aggagatcct gccccggcac 4440
ttcgcccaat agcagccagt cccttececege ttcagtgaca acgtcgagca cagcectgegcea 4500
aggaacgccce gtcgtggcca gccacgatag ccgcecgetgece tcgtcecctgca gttcattcag 4560
ggcaccggac aggtcggtct tgacaaaaag aaccgggcgce ccctgegetg acagccggaa 4620
cacggcggca tcagagcage cgattgtcetg ttgtgeccag tcatagecga atagectcete 4680
cacccaagceg geccggagaac ctgegtgcaa tccatcttgt tcaatcatge gaaacgatce 4740
tcatcctgte tcttgatcag atcttgatce cctgegeccat cagatccttg gecggcaagaa 4800
agccatccag tttactttge agggcttcce aaccttacca gagggcgecce cagctggcaa 4860
ttccgacgte tgtgtggaat tctcggacac cgaggagaat gtcaagaggc gaacacacaa 4920
cgtettggag cgccagagga ggaacgagcet aaaacggage ttttttgece tgegtgacca 4980
gatcccggag ttggaaaaca atgaaaaggc ccccaaggta gttatcctta aaaaagccac 5040
agcatacatc ctgtccgtec aagcagagga gcaaaagctc atttctgaag aggacttgtt 5100
gcggaaacga cgagaacagt tgaaacacaa acttgaacag ctacggaact cttgtgcgta 5160
aggaaaagta aggaaaacga ttccttctaa cagaaatgtc ctgagcaatc acctatgaac 5220
tgtcga 5226
<210> 35
<211> 5241
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Vector plasmido (pNBHL2A)
<400> 35
ctcgagcata gcatttttat ccataagatt agcggatcta acctttacaa ttgtgagcge 60
tcacaattat gatagattca attgtgagcg gataacaatt tcacacagaa ttcattaaag 120
aggagaaagg tacatatgaa tactctccct gaacattcat gtgacgtgtt gattatcggt 180

31



agcggcgcag
ctaagtaaag
gtgtttgatg
ggtatttgcg
tggctaatcg
taccatctga
accggtagag
gtgctggage
acgcgacggg
cacgcaaaag
aatccggata
gccaatctcg
ttectgttaa
cgttttatge
gccattgacc
aagcccgecg
gggattgatc
ggtgtaatgg
gtgagttata
ctggtctatg
atcagtacgt
attcagcata
acaacgaagc
gaatattacg
gttgccgagt
acgctggatt
cattacataa
gccectgecaga
ccgacgccgt
aaagaacgta
gcagaagaaa

catccegett

ccggacttte
gcccggtaac
aaactgacag
atcgccatge
accagggggt

ccegtgaagg

aagtagaaac
gcagcaacgce
ttgttggcege
cggtggtgcet
tttcttetgyg
aatttaatca
cagaagcact
ccgattttga
atgaaatgaa
attttattcg
tcacacaaga
ttgatgatca
ccggcettaca
gctggtegge
tacegeegtg
actggcacga
gcctggaacg
cccattteeg
tgattgttcg
atccggaact
acagaatcct
tgagcgtaat
taagcattga
atgcggtgat
ccggtggetg

ctactttgtt
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actggcgcta
ggaaggttca
cattgactcg
agttgaattt
gttgtttgat
tggacatagt
cacgctggtg
ggttgatctg
gtgggtatgg
ggcaaccgge
cgatggecatt
gttccaccct
gcgcggcgaa
tgagcgegge
acgcctcgge
ccagcatttc
accggtaccg
tgggcgtacg
cggegcectaac
ggcggaagat
ggatgaaagce
gctacgtcectg
cgcectgegg
cgtctcaaat
ctgtgcaatg
gctcacccat
ggcagaagca
gtttgatcca
tgaaaaagcg
ggttgceccac
tatttctgat

agtcgetggyg

cgcetggetg
acattttatg
catgtggaag
gtcgccagceca
acccacattc
caccgtegta
agcaaggcgc
attgtttetg
aaccgtaata
ggtgcgtcga
gctatggegt
accgcgctat
ggcgcttate
gaactggcce
gcagattgta
ccgatgattt
attgtgcctg
gacgtcgagg
cgcatggect
atcaccagac
cgegttgaga
tttatgtggg
cggataacca
aatttgctgg
atgcgtaaag
tccggtceegt
gccgcgaagg
gacacggcga
tattaccgcg
tactataccg
tctctggaaa

gtgagattta

32

accagcatca
cccagggcgg
acacattgat
atgcacgatc
aaccgaatgg
ttcttcatge
tgaaccatcc
acaaaattgg
aagaaacggt
aggtttatca
ggcgegeagyg
atcacccaca
tcaagcgecce
cgcgcgatat
tgttccttga
atgaaaagct
ctgcacatta
gcttgtatgce
cgaattcatt
gtatgcctta
accctgacga
attacgttgg
tgctccaaca
agctgcgtaa
agagtcgggg
cgatcctttce
aagcagccge
tttatccttt
agaagataaa
atcccgaaat
tggcgegett

tgggagaaac

ggtcatcgtt
tattgcecgece
tgcegggget
ctgtgtgcaa
cgaagaaagt
cgccgacgec
gaatattcgc
cctgecggge
ggaaacctgce
gtacaccacc
ctgeegggtt
ggcacgcaat
ggatggtacg
tgtegeccege
tatcagccat
gctcgggetg
tacctgceggt
cattggcgag
gctggagtgt
tgceccacgac
acgggtagta
cattgtgege
agaaatagac
tctggtacag
gttgcatttc
ccccggcecaat
gaaggcagca
cccceccgaag
acgtctgcta
tcaacaactg
cggtgcaaag

cgccaaaatt

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100



ctcagtcecgg
ggctgcecctg
gtctacgeca
attgccegteg
gacaaacatc
ggtgcctgta
tacceggatg
gatgcggteg
cttattgtgg
gagttactgg
ccgtggatgg
aatcacgagg
atgctggatt
gccgcettaat
ggcctttegt
gccctagace
tcgactgegg
gaagatactt
cceccctgaca
ctataaagat
ttteggttta
actcagttcc
gtcegacege
aaaagcacca
gcgecggtta
tacctcggtt
ttttttegtt
ttattaatca
ctgaagtcag
acgcceggeg

gatctatcaa

aaaaaacaat
ttgaagaatt
acacttctge
aacttattga
tggggcgtta
ttgtgcatga
ctgeccatact
gttccaccag
caaccgatceg
aagcaccaac
ccatgaatgg
ttcatgttga
ttgecggectac
taattaatct
tttatctgtt
taggggatat
cgagcggaaa
aacagggaag
agcatcacga
accaggcegtt
ccggtgtceat
gggtaggcag
tgcgecttat
ctggcagcag
aggctaaact
caaagagttg
ttcagagcaa
gataaaatat
cceccatacga
gcaaccgagc

caggagtcca
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tctgatgecg
taacgcattt
tgecggtaaaa
tcatcttgat
cgtgcaaaaa
tgaatttaag
ggtgcatcca
tcaactgatc
gggtattttce
cgcaggtgag
ccttecaggece
tgaaaggctg
actacgtgga
agaggcatca
gtttgteggt
attcegette
tggcttacga
tgagagggcc
aatctgacgce
tceceectgge
tcegetgtta
ttcgctecaa
ccggtaacta
ccactggtaa
gaaaggacaa
gtagctcaga
gagattacgce
tactagattt
tataagttgt
gttctgaaca

agcgagcectcet

acacttcagg
tgcgatgecce
gcgegcgeag
agtttgggtg
cagacgggtg
actcaggegt
gaatcaccac
gctgctgega
tacaaaatgc
ggtgcaacct
atcgcagagg
cgagagaggg
taacccgggg
aataaaacga
gaacgctctce
ctegetcact
acggggcgga
gcggcaaagc
tcaaatcagt
ggctccecteg
tggccgegtt
gctggactgt
tecgtettgag
ttgatttaga
gttttggtga
gaaccttcga
gcagaccaaa
cagtgcaatt
tactagtgcet
aatccagatg

cgaaccccag

33

ctgaatgttc
atcccgateg
attgggtggt
aaaaaatcat
gagacattct
taaccegett
aagctattgt
aaacattgcc
agcaggecggt
gccgecagcetg
cattagaaca
cgctggtgee
gatccactag
aaggctcagt
ctgagtagga
gactcgctac
gatttectgg
cgtttttcca
ggtggcgaaa
tgcgctcetcece
tgtctcatte
atgcacgaac
tccaaccegg
ggagttagtc
ctgecgetect
aaaaccgccce
acgatctcaa
tatctcttca
tggattctca
gagttctgag

agtcccegetce

actggatcte
tactgtcgte
aacttcaagce
ctgggcaccce
atgctggcag
gcaagaagaa
cgatatggeg
acatcagagg
gccagataaa
cgcgecattgt
ggaaggaagc
gctcaategt
ttctagagecg
cgaaagactg
caaatcecgece
gcteggtegt
aagatgccag
taggctcege
cccgacagga
tgttcctgee
cacgcctgac
cceccegttea
aaagacatgce
ttgaagtcat
ccaagccagt
tgcaaggcgg
gaagatcatc
aatgtagcac
ccaataaaaa
gtcattactg

agaagaactc

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



10

gtcaagaagg
gaggaagcgg
tatgtcctga
gccattttece
gcegteggge
ctcttegtee
gatgcgatgt
ccgcattgeca
atcctgececece
gagcacagct
ctgcagttca
cgctgacage
gccgaatage
catgcgaaac
ccttggegge
cgceccagcet
gaggcgaaca
tgcectgegt
ccttaaaaaa
tgaagaggac
gaactcttgt

caatcaccta

cgatagaagg
tcagcccatt
tagcggtccg
accatgatat
atgcgcgect
agatcatcct
ttcgettggt
tcagccatga
ggcacttcge
gcgcaaggaa
ttcagggcac
cggaacacgg
ctcteccacce
gatcctcatce
aagaaagcca
ggcaattccg
cacaacgtct
gaccagatcc
gccacagcat
ttgttgecgga
gcgtaaggaa

tgaactgtcg
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cgatgcgcetg
cgccgccaag
ccacacccag
tcggcaagca
tgagcctgge
gatcgacaag
ggtcgaatgg
tggatacttt
ccaatagcag
cgececgtegt
cggacaggtc
cggcatcaga
aagcggcecgg
ctgtectcttg
tccagtttac
acgtctgtgt
tggagcgcca
cggagttgga
acatcctgte
aacgacgaga
aagtaaggaa

a

<210> 36

<211> 5256

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Vector plasmido (pNBHL3A)

<400> 36

ctcgagcata gcatttttat ccataagatt
tcacaattat gatagattca attgtgagcg
aggagaaagg tacatatgaa tactctccct

agcggcgcag ccggacttte actggegceta

cgaatcggga
ctcttcagca
ccggccacag
ggcatcgcca
gaacagttcg
accggcecttcece
gcaggtagcec
ctcggcagga
ccagtccctt
ggccagccac
ggtcttgaca
gcagccgatt
agaacctgceg
atcagatctt
tttgcagggce
ggaattctcg
gaggaggaac
aaacaatgaa
cgtccaagca
acagttgaaa

aacgattcct

agcggatcta
gataacaatt
gaacattcat

cgectggetg

34

gcggcgatac
atatcacggg
tcgatgaatc
tgggtcacga
gctggegega
atccgagtac
ggatcaagcg
gcaaggtgag
cccgettecag
gatagcecgeg
aaaagaaccg
gtctgttgtg
tgcaatccat
gatcccectge
ttcccaacct
gacaccgagg
gagctaaaac
aaggccccca
gaggagcaaa
cacaaacttg

tctaacagaa

acctttacaa
tcacacagaa
gtgacgtgtt

accagcatca

cgtaaagcac
tagccaacgce
cagaaaagcg
cgagatccte
gcecectgatg
gtgctegete
tatgcageccg
atgacaggag
tgacaacgtc
ctgecctegte
ggcgcececectg
cccagtcata
cttgttcaat
gccatcagat
taccagaggg
agaatgtcaa
ggagcttttt
aggtagttat
agctcatttce
aacagctacg

atgtcctgag

ttgtgagcge
ttcattaaag
gattatcggt

ggtcatcgtt

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5241

60

120

180

240



ctaagtaaag
gtgtttgatg
ggtatttgeg
tggctaatcg
taccatctga
accggtagag
gtgctggagce
acgcgacggg
cacgcaaaag
aatccggata
gccaatcteg
ttcctgttaa
cgttttatge
gccattgacce
aagcccgecg
gggattgatc
ggtgtaatgg
gtgagttata
ctggtctatg
atcagtacgt
attcagcata
acaacgaagc
gaatattacg
gttgccgagt
acgctggatt
cattacataa
gccgegaagg
cctttceecece
ataaaacgtc
gaaattcaac
cgcetteggtg

gaaaccgcca

gcccggtaac
aaactgacag
atcgccatge
accagggggt
cccgtgaagg
aagtagaaac
gcagcaacgc
ttgttggecge
cggtggtget
tttettetgg
aatttaatca
cagaagcact
ccgattttga
atgaaatgaa
attttattcg
tcacacaaga
ttgatgatca
ccggcttaca
gctggtegge
taccgeegtyg
actggcacga
gcctggaacyg
cccatttceg
tgattgtteg
atccggaact
acagaatcct
cagcageccct
cgaagccgac
tgctaaaaga
aactggcaga
caaagcatcc

aaattctcag
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ggaaggttca
cattgactceg
agttgaattt
gttgtttgat
tggacatagt
cacgctggtg
ggttgatctg
gtgggtatgg
ggcaaccggc
cgatggcatt
gttccaccct
gcgcggcgaa
tgagcgcggce
acgcctegge
ccagcatttc
accggtacceg
tgggcgtacg
cggcgctaac
ggcggaagat
ggatgaaagc
gctacgtcetg
cgecectgegg
cgtctcaaat
ctgtgcaatg
gctcacccat
ggcagaagca
gcagatgagc
gccgttaage
acgtaatgcg
agaaaccggt
cgcttcetact

tccggaaaaa

acattttatg
catgtggaag
gtcgeccagea
acccacattc
caccgtcegta
agcaaggcgc
attgtttctg
aaccgtaata
ggtgcgtcga
gctatggegt
accgcecgcetat
ggcgcttatc
gaactggccce
gcagattgta
ccgatgattt
attgtgectg
gacgtcgagg
cgcatggcct
atcaccagac
cgcgttgaga
tttatgtggg
cggataacca
aatttgctgg
atgcgtaaag
tceggtecgt
gccgcgaagg
gtaatgtttg
attgatgaaa
gtgatggttg
ggctgtattt
ttgttagtcg

acaattctga

35

cccagggcegy

acacattgat
atgcacgatc
aaccgaatgg
ttettcatge
tgaaccatcc
acaaaattgg
aagaaacggt
aggtttatca
ggcgcgcagg
atcacccaca
tcaagcgccce
cgcgegatat
tgttccttga
atgaaaagct
ctgcacatta
gcttgtatge
cgaattcatt
gtatgcetta
accctgacga
attacgttgg
tgctccaaca
agctgcgtaa
agagtcgggg
cgatcecttte
aagcagccgce
atccagacac
aagcgtatta
cccactacta
ctgattectet
ctggggtgag

tgeccgacact

tattgcegece
tgcecgggget
ctgtgtgcaa
cgaagaaagt
cgccgacgece
gaatattcge
cctgeceggge
ggaaacctge
gtacaccacc
ctgcegggtt
ggcacgcaat
ggatggtacg
tgtcgeecge
tatcagccat
gctcgggetg
tacctgeggt
cattggcgag
gctggagtgt
tgceccacgac
acgggtagta
cattgtgege
agaaatagac
tctggtacag
gttgcatttc
ccccggcaat
gaaggaagca
ggcgatttat
ccgcgagaag
taccgatccc
ggaaatggcg
atttatggga

tcaggctgaa

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160



tgttcactgg
gatcgtactg
gtggtaactt
atcatctggg
attctatgct
cgcttgecaag
attgtcgata
ttgccacatc
gcggtgecag
agctgegege
gaacaggaag
gtgccgcetca
actagttcta
tcagtcgaaa
taggacaaat
gctacgctcg
cctggaagat
ttccataggce
cgaaacccga
tctectgtte
cattccacgce
cgaaccccce
cccggaaaga
tagtcttgaa
ctcctccaag
cgcecctgecaa
ctcaagaaga
cttcaaatgt
tctcaccaat
ctgaggtcat

cgctcagaag

atctcggcectg
tcgtegteta
caagcattgc
cacccgacaa
ggcagggtgce
aagaataccc
tggcggatge
agaggcttat
ataaagagtt
attgtccgtg
gaagcaatca
atcgtatgcet
gagcggccge
gactgggcct
ccgecgecct
gtcgttegac
gccaggaaga
tececgecececee
caggactata
ctgecttteg
ctgacactca
gttcagtceg
catgcaaaag
gtcatgegece
ccagttacct
ggcggttttt
tcatcttatt
agcacctgaa
aaaaaacgcc
tactggatct

aactcgtcaa
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ccctgttgaa
cgccaacact
cgtcgaactt
acatctgggg
ctgtattgtg
ggatgctgece
ggtcggttcce
tgtggcaacc
actggaagca
gatggccatg
cgaggttcat
ggattttgeg
ttaattaatt
ttcgttttat
agacctaggg
tgcggegage
tacttaacag
tgacaagcat
aagataccag
gtttacecggt
gttccgggta
accgcetgege
caccactggc
ggttaaggct
cggttcaaag
tcgttttcag
aatcagataa
gtcagcccca
cggcggcaac
atcaacagga

gaaggcgata

gaatttaacg
tctgetgegg
attgatcatc
cgttacgtge
catgatgaat

atactggtgce

accagtcaac
gatcggggta
ccaaccgcag
aatggccttce
gttgatgaaa
gctacactac
aatctagagg
ctgttgtttg
gatatattcc
ggaaatggct
ggaagtgaga
cacgaaatct
gcgtttecce
gtcattcege
ggcagttcge
cttatceggt
agcagccact
aaactgaaag
agttggtagce
agcaagagat
aatattacta
tacgatataa
cgagcgttct
gtccaagcga

gaaggcgatg

36

cattttgcga
taaaagcgcg
ttgatagttt
aaaaacagac
ttaagactca
atccagaatc
tgatcgcectgce
ttttctacaa
gtgagggtgc
aggccatcege
ggctgcgaga
gtggataacc
catcaaataa
tcggtgaacg
gcttectege
tacgaacggg
gggccgegge
gacgctcaaa
ctggecggcectc
tgttatggce
tccaagctgg
aactatcgtc
ggtaattgat
gacaagtttt
tcagagaacc
tacgcgcaga
gatttcagtg
gttgttacta
gaacaaatcc
gctctcgaac

cgctgecgaat

tgcccatcece
cgcagattgg
gggtgaaaaa
gggtggagac
ggcgttaacc
accacaagct
tgcgaaaaca
aatgcagcag
aacctgcecge
agaggcatta
gagggcgctg
cgggggatcc
aacgaaaggc
ctctectgag
tcactgactc
gcggagattt
aaagccgttt
tcagtggtgg
cctcgtgege
gegtttgtet
actgtatgca
ttgagtccaa
ttagaggagt
ggtgactgcg
ttcgaaaaac
ccaaaacgat
caatttatct
gtgcttggat
agatggagtt
cccagagtcce

cgggagcggce

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020
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37

gataccgtaa agcacgagga agcggtcagc ccattcgccg ccaagctctt cagcaatatc 4080
acgggtagcec aacgctatgt cctgatagcg gtccgeccaca cccageccgge cacagtcgat 4140
gaatccagaa aagcggccat tttccaccat gatattcgge aagcaggcat cgccatgggt 4200
cacgacgaga tcctcgecegt cgggcatgceg cgecttgage ctggcgaaca gttceggetgg 4260
cgcgagecce tgatgcetett cgtccagatc atcctgatcg acaagaccgg cttceccatcceg 4320
agtacgtgct cgctcgatge gatgtttcege ttggtggtcg aatgggcagg tagccggatc 4380
aagcgtatge agccgccgeca ttgcatcage catgatggat actttctcecgg caggagcaag 4440
gtgagatgac aggagatcct gccccggcac ttcgcecccaat agcagccagt ccectteecege 4500
ttcagtgaca acgtcgagca cagctgcgca aggaacgccc gtecgtggecca gccacgatag 4560
ccgegetgee tegtectgea gttcattcag ggcaccggac aggtcecggtcet tgacaaaaag 4620
aaccgggcgce ccctgegetg acagccggaa cacggcggca tcagagcage cgattgtcetg 4680
ttgtgceccag tcatageccga atagectcetce cacccaageg gecggagaac ctgegtgcaa 4740
tccatcttgt tcaatcatge gaaacgatcc tcatcectgtce tcettgatcag atecttgatce 4800
cctgegeccat cagatccttg gcggcaagaa agccatccag tttactttge agggettecce 4860
aaccttacca gagggcgccc cagctggcaa ttccgacgtce tgtgtggaat tctcggacac 4920
cgaggagaat gtcaagaggc gaacacacaa cgtcttggag cgccagagga ggaacgagct 4980
aaaacggagc ttttttgccc tgcgtgacca gatcccggag ttggaaaaca atgaaaaggce 5040
ccccaaggta gttatcctta aaaaagccac agcatacatc ctgtcegtcecc aagcagagga 5100
gcaaaagctc atttctgaag aggacttgtt gcggaaacga cgagaacagt tgaaacacaa 5160
acttgaacag ctacggaact cttgtgcgta aggaaaagta aggaaaacga ttccttctaa 5220
cagaaatgtc ctgagcaatc acctatgaac tgtcga 5256

<210> 37

<211> 5271

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Vector plasmido (pNBHL4A)

<400> 37
ctcgagcata gcatttttat ccataagatt agecggatcta acctttacaa ttgtgagege 60
tcacaattat gatagattca attgtgagcg gataacaatt tcacacagaa ttcattaaag 120
aggagaaagg tacatatgaa tactctccct gaacattcat gtgacgtgtt gattatcggt 180
agcggcgcag ccggacttte actggegecta cgectggetg accagcatca ggtcatcegtt 240
ctaagtaaag gcccggtaac ggaaggttca acattttatg cccagggegg tattgecgece 300



gtgtttgatg
ggtatttgeg
tggctaatcg
taccatctga
accggtagag
gtgctggagce
acgcgacggg
cacgcaaaag
aatccggata
gccaatctceg
ttcctgttaa
cgttttatge
gccattgacce
aagcccgceceg
gggattgatc
ggtgtaatgg
gtgagttata
ctggtctatg
atcagtacgt
attcagcata
acaacgaagc
gaatattacg
gttgecegagt
acgctggatt
cattacataa
gccgegaagyg
gacacggcga
tattaccgeg
tactataccg
tctctggaaa
gtgagattta

acacttcagg

aaactgacag
atcgeccatge
accagggggt
cccgtgaagg
aagtagaaac
gcagcaacgc
ttgttggege
cggtggtget
tttcttetgg
aatttaatca
cagaagcact
ccgattttga
atgaaatgaa
attttattcg
tcacacaaga
ttgatgatca
ccggcttaca
gctggtegge
taccgeegtg
actggcacga
gcctggaacg
cccatttcecg
tgattgtteg
atccggaact
acagaatcct
aagcagccge
tttatccttt
agaagataaa
atcccgaaat
tggcgcgcett
tgggagaaac

ctgaatgttc
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cattgactcg
agttgaattt
gttgtttgat
tggacatagt
cacgctggtg
ggttgatctg
gtgggtatgg
ggcaaccggc
cgatggcatt
gtteccacceccet
gcgcggcgaa
tgagcgegge
acgectegge
ccagcatttc
accggtacceg
tgggcgtacg
cggcgctaac
ggcggaagat
ggatgaaagc
gctacgtcetg
cgecectgegg
cgtctcaaat
ctgtgcaatg
gctcacccat
ggcagaagca
gaaggcagca
ccccccgaag
acgtctgcta
tcaacaactg
cggtgcaaag
cgccaaaatt

actggatctc

catgtggaag
gtcgecagea
acccacattc
caccgtegta
agcaaggcgce
attgtttctg
aaccgtaata
ggtgcgtcga
gctatggcgt
accgcgctat
ggcgcttatce
gaactggccce
gcagattgta
ccgatgattt
attgtgectg
gacgtcgagg
cgcatggcect
atcaccagac
cgcgttgaga
tttatgtggg
cggataacca
aatttgctgg
atgcgtaaag
tceggtecegt
gccgcgaagg
gccctgeaga
ccgacgccgt
aaagaacgta
gcagaagaaa
catcccgett
ctcagtecgg

ggctgccectg

38

acacattgat
atgcacgatc
aaccgaatgg
ttettecatge
tgaaccatcc
acaaaattgg
aagaaacggt
aggtttatca
ggcgcgcagg
atcacccaca
tcaagcgcececce
cgcgegatat
tgtteccttga
atgaaaagct
ctgcacatta
gcttgtatge
cgaattcatt
gtatgecctta
accctgacga
attacgttgg
tgctccaaca
agctgcgtaa
agagtcgggg
cgatcctttce
aagcagccge
tgagcgtaat
taagcattga
atgcggtgat
ccggtggetg
ctactttgtt
aaaaaacaat

ttgaagaatt

tgcecggggcet
ctgtgtgcaa
cgaagaaagt
cgcecgacgec
gaatattcge
cctgeecggge
ggaaacctge
gtacaccacc
ctgccgggtt
ggcacgcaat
ggatggtacg
tgtcgecege
tatcageccecat
gctcgggetg
tacctgeggt
cattggcgag
gctggagtgt
tgcccacgac
acgggtagta
cattgtgege
agaaatagac
tctggtacag
gttgcattte
ccccggeaat
gaaggaagca
gtttgatcca
tgaaaaagcg
ggttgecccac
tatttctgat
agtcgctggg
tctgatgecg

taacgcattt

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

1320

1980

2040

2100

2160

2220



tgcgatgecece
gcgegegeag
agtttgggtg
cagacgggtg
actcaggcgt
gaatcaccac
gctgctgega
tacaaaatgc
ggtgcaacct
atcgcagagg
cgagagaggg
taacccgggg
aataaaacga
gaacgctctce
ctcgctcact
acggggcgga
gcggcaaagc
tcaaatcagt
ggctcccteg
tggecegegtt
gctggactgt
tegtettgag
ttgatttaga
gttttggtga
gaaccttcga
gcagaccaaa
cagtgcaatt
tactagtgcet
aatccagatg
cgaaccccag

cgaatcggga

atcccgatceg
attgggtggt
aaaaaatcat
gagacattct
taacccgett
aagctattgt
aaacattgcc
agcaggcggt
gccgcagcetg
cattagaaca
cgctggtgcece
gatccactag
aaggctcagt
ctgagtagga
gactcgctac
gatttcectgg
cgtttttecca
ggtggcgaaa
tgcgectetee
tgtctcattce
atgcacgaac
tccaacccgg
ggagttagtc
ctgegetect
aaaaccgcce
acgatctcaa
tatctcttca
tggattctca
gagttctgag
agtccegetce

gcggcgatac
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tactgtcgte
aacttcaagc
ctgggcacce
atgctggcag
gcaagaagaa
cgatatggcg
acatcagagg
gccagataaa
cgcgceattgt
ggaaggaagc
gctcaatcgt
ttctagagcg
cgaaagactg
caaatccgcece
gctcggtegt
aagatgccag
taggctcege
cccgacagga
tgttcctgee
cacgcctgac
cccecegttea
aaagacatgc
ttgaagtcat
ccaagccagt
tgcaaggcgg
gaagatcatc
aatgtagcac
ccaataaaaa
gtcattactg
agaagaactc

cgtaaagcac

gtctacgecca
attgcegtcg
gacaaacatc
ggtgcctgta
tacccggatg
gatgcggtcg
cttattgtgg
gagttactgg
ccgtggatgg
aatcacgagg
atgctggatt
gccgcettaat
ggcctttegt
gccctagace
tcgactgcgg
gaagatactt
cccectgaca
ctataaagat
ttteggttta
actcagttcc
gtcecgaccge
aaaagcacca
gcgecggtta
tacctcggtt
ttttttegtt
ttattaatca
ctgaagtcag
acgcccggceg
gatctatcaa
gtcaagaagg

gaggaagcgg

39

acacttctgce
aacttattga
tggggegtta
ttgtgcatga
ctgccatact
gttccaccag
caaccgatcg
aagcaccaac
ccatgaatgg
ttcatgttga
ttgcggcectac
taattaatct
tttatctgtt
taggggatat
cgagcggaaa
aacagggaag
agcatcacga
accaggcgtt
ccggtgtceat
gggtaggcag
tgcgecttat
ctggcagcag
aggctaaact
caaagagttg
ttcagagcaa
gataaaatat
ccccatacga
gcaaccgagce
caggagtcca
cgatagaagg

tcagcccecatt

tgcggtaaaa
tcatcttgat
cgtgcaaaaa
tgaatttaag
ggtgcatcca
tcaactgatc
gggtattttc
cgcaggtgag
ccttcaggece
tgaaaggctg
actacgtgga
agaggcatca
gtttgteggt
attccgette
tggcttacga
tgagagggcc
aatctgacgce
tceceectgge
tcecgetgtta
ttcgctcecaa
ccggtaacta
ccactggtaa
gaaaggacaa
gtagctcaga
gagattacgce
tactagattt
tataagttgt
gttctgaaca
agcgagctct
cgatgcecgetg

cgccgccaag

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080
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ctcttcagca
ccggccacag
ggcatcgcca
gaacagttcg
accggcttcce
gcaggtagcc
ctcggcagga
ccagtccctt
ggccagccac
ggtcttgaca
gcagccgatt
agaacctgcg
atcagatctt
tttgcagggce
ggaattctcg
gaggaggaac
aaacaatgaa
cgtccaagca
acagttgaaa

aacgattcct

atatcacggg
tcgatgaatc
tgggtcacga
gctggcgega
atccgagtac
ggatcaagcg
gcaaggtgag
cccgettcag
gatagccgeg
aaaagaaccg
gtctgttgtg
tgcaatccat
gatcccctge
ttcccaacct
gacaccgagg
gagctaaaac
aaggccccca
gaggagcaaa
cacaaacttg

tctaacagaa
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tagccaacgce
cagaaaagcg
cgagatcctc
gcccectgatg
gtgctegete
tatgcagcceg
atgacaggag
tgacaacgtc
ctgectegte
ggcgcccectg
cccagtcata
cttgttcaat
gccatcagat
taccagaggg
agaatgtcaa
ggagcttttt
aggtagttat
agctcatttc
aacagctacg

atgtcctgag

<210> 38

<211> 5286

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Vector plasmido (pPNBHL5A)

<400> 38

ctcgagcata
tcacaattat
aggagaaagg
agcggcgcag
ctaagtaaag

gtgtttgatg

gcatttttat
gatagattca
tacatatgaa
ccggactttce
gcceggtaac

aaactgacag

ccataagatt
attgtgagcecg
tactctccct
actggcgcta
ggaaggttca

cattgactceg

tatgtcctga
gccattttec
gccgteggge
ctecttegtee
gatgcgatgt
ccgcattgceca
atcctgeccee
gagcacagct
ctgcagttca
cgctgacagce
gccgaatagce
catgcgaaac
ccttggegge
cgcccecaget
gaggcgaaca
tgccetgegt
ccttaaaaaa
tgaagaggac
gaactcttgt

caatcaccta

agcggatcta
gataacaatt
gaacattcat
cgecectggetg
acattttatg

catgtggaag

40

tagcggtccg
accatgatat
atgcgcgect
agatcatcct
ttcgettggt
tcagccatga
ggcacttcge
gcgcaaggaa
ttcagggcac
cggaacacgg
ctctccacce
gatcctcatc
aagaaagcca
ggcaattccg
cacaacgtct
gaccagatcc
gccacagcat
ttgttgcgga
gcgtaaggaa

tgaactgtcg

acctttacaa
tcacacagaa
gtgacgtgtt
accagcatca

cccagggcgg

acacattgat

ccacacccag
tcggcaagca
tgagcctgge
gatcgacaag
ggtcgaatgg
tggatacttt
ccaatagcag
cgccegtegt
cggacaggtc
cggcatcaga
aagcggcecegg
ctgtctettg
tccagtttac
acgtctgtgt
tggagcgcca
cggagttgga
acatcctgtce
aacgacgaga
aagtaaggaa

a

ttgtgagcge
ttcattaaag
gattatcggt
ggtcatcgtt
tattgecgee

tgcecgggget

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5271

60

120

180

240

300

360



ggtatttgcg
tggctaatcg
taccatctga
accggtagag
gtgctggage
acgcgacggg
cacgcaaaag
aatccggata
gccaatctcg
ttecctgttaa
cgttttatge
gccattgace
aagcccgecg
gggattgatc
ggtgtaatgg
gtgagttata
ctggtctatg
atcagtacgt
attcagcata
acaacgaagc
gaatattacg
gttgccgagt
acgctggatt
cattacataa
gccgcgaagyg
gtaatgtttg
attgatgaaa
gtgatggttg
ggctgtattt
ttgttagtcg
acaattctga

gaatttaacg

atcgccatge
accagggggt
ccecgtgaagg
aagtagaaac
gcagcaacgce
ttgttggecgce
cggtggtgcet
tttettetgg
aatttaatca
cagaagcact
ccgattttga
atgaaatgaa
attttatteg
tcacacaaga
ttgatgatca
ccggcettaca
gctggtegge
taccgeegtg
actggcacga
gcctggaacg
cccattteeg
tgattgttcg
atccggaact
acagaatcct
aagcagccgc
atccagacac
aagcgtatta
cccactacta
ctgattctet
ctggggtgag
tgccgacact

cattttgcga
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agttgaattt
gttgtttgat
tggacatagt
cacgctggtg
ggttgatctg
gtgggtatgg
ggcaaccggce
cgatggcatt
gttccaccct
gcgceggegaa
tgagcgegge
acgectegge
ccagcatttce
accggtaccg
tgggcgtacg
cggcgctaac
ggcggaagat
ggatgaaagc
gctacgtctg
cgecctgegg
cgtctcaaat
ctgtgcaatg
gctcacccat
ggcagaagca
gaaggaagca
ggcgatttat
ccgcgagaag
taccgatcce
ggaaatggcg
atttatggga
tcaggctgaa

tgccecatcece

gtcgccageca
acccacattce
caccgtcegta
agcaaggcgce
attgtttetg
aaccgtaata
ggtgcgtcga
gctatggcegt
accgcgctat
ggcgcecttate
gaactggccce
gcagattgta
ccgatgattt
attgtgecctg
gacgtcgagg
cgcatggect
atcaccagac
cgegttgaga
tttatgtggg
cggataacca
aatttgctgg
atgcgtaaag
teccggteegt
gccgcgaagyg
gccgcgaagyg
ccttteecce
ataaaacgtc
gaaattcaac
cgetteggtyg
gaaaccgcca
tgttcactgg

gatcgtactg

41

atgcacgatc
aaccgaatgg
ttcttcatge
tgaaccatcc
acaaaattgg
aagaaacggt
aggtttatca
ggcgcgcagyg
atcacccaca
tcaagcgececce
cgcgcecgatat
tgttcettga
atgaaaagct
ctgcacatta
gcttgtatge
cgaattcatt
gtatgcctta
accctgacga
attacgttgg
tgctccaaca
agctgecgtaa
agagtcgggg
cgatcectttc
aagcagccge
cagcagccct
cgaagccgac
tgctaaaaga
aactggcaga
caaagcatcc
aaattctcag
atctcggetg

tcgtcegtcecta

ctgtgtgcaa
cgaagaaagt
cgccgacgcc
gaatattcgce
cctgecggge
ggaaacctgce
gtacaccacc
ctgcecgggtt
ggcacgcaat
ggatggtacg
tgtcgececcege
tatcagccat
gctegggctg
tacctgeggt
cattggcgag
gctggagtgt
tgcccacgac
acgggtagta
cattgtgcge
agaaatagac
tctggtacag
gttgcatttc
ccececggcaat
gaaggaagca
gcagatgagc
gccgttaage
acgtaatgcg
agaaaccggt
cgcttcectact
tccggaaaaa
ccetgttgaa

cgccaacact

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280



tctgetgegg
attgatcatc
cgttacgtge
catgatgaat
atactggtgce
accagtcaac
gatcggggta
ccaaccgcag
aatggcctte
gttgatgaaa
gctacactac
aatctagagg
ctgttgtttg
gatatattcc
ggaaatggct
ggaagtgaga
cacgaaatct
gegttteccece
gtcattccge
ggcagttcgce
cttatceggt
agcagccact
aaactgaaag
agttggtage
agcaagagat
aatattacta
tacgatataa
cgagcgttct
gtccaagcga
gaaggcgatg

ccattecgeceg

taaaagcgcg
ttgatagttt
aaaaacagac
ttaagactca
atccagaatc
tgatcgetge
ttttctacaa
gtgagggtge
aggccatcge
ggctgecgaga
gtggataacc
catcaaataa
tcggtgaacg
gctteetege
tacgaacggg
gggccgcegge
gacgctcaaa
ctggecggetce
tgttatggcce
tccaagctgg
aactatcgtc
ggtaattgat
gacaagtttt
tcagagaacc
tacgcgcaga
gatttcagtg
gttgttacta
gaacaaatcc
gctctcgaac
cgctgcgaat

ccaagctcett
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cgcagattgg
gggtgaaaaa
gggtggagac
ggcgttaacc
accacaagct
tgcgaaaaca
aatgcagcag
aacctgecge
agaggcatta
gagggcgctg
cgggggatcc
aacgaaaggc
ctectectgag
tcactgactc
gcggagattt
aaagccegttt
tcagtggtgg
cctegtgege
gcgtttgtcet
actgtatgca
ttgagtccaa
ttagaggagt
ggtgactgcg
ttcgaaaaac
ccaaaacgat
caatttatct
gtgcttggat
agatggagtt
cccagagtcc
cgggagcgge

cagcaatatc

gtggtaactt
atcatctggg
attctatgcet
cgcttgcaag
attgtcgata
ttgccacatce
gcggtgecag
agctgegege
gaacaggaag
gtgcegetca
actagttcta
tcagtcgaaa
taggacaaat
gctacgcecteg
cctggaagat
ttececatagge
cgaaacccga
tctectgtte
cattccacgce
cgaaccccce
cccggaaaga
tagtcttgaa
ctcctceccaag
cgccctgcaa
ctcaagaaga
cttcaaatgt
tctcaccaat
ctgaggtcat
cgctcagaag
gataccgtaa

acgggtagcecc

42

caagcattgc
cacccgacaa
ggcagggtge
aagaataccc
tggcggatge
agaggcttat
ataaagagtt
attgtccegtg
gaagcaatca
atcgtatget
gagcggcecgce
gactgggcct
ccgecgecct
gtcgttegac
gccaggaaga
tcegececce
caggactata
ctgeccttteg
ctgacactca
gttcagtccg
catgcaaaag
gtcatgecgcecce
ccagttacct
ggcggttttt
tcatcttatt
agcacctgaa
aaaaaacgcc
tactggatct
aactcgtcaa
agcacgagga

aacgctatgt

cgtcgaactt
acatctgggg
ctgtattgtg
ggatgctgec
ggtecggttce
tgtggcaacc
actggaagca
gatggccatg
cgaggttcat
ggattttgcg
ttaattaatt
ttegttttat
agacctaggg
tgecggegage
tacttaacag
tgacaagcat
aagataccag
gtttaccggt
gttccgggta
accgctgcege
caccactggce
ggttaaggct
cggttcaaag
tegttttecag
aatcagataa
gtcagccceca
cggecggcaac
atcaacagga
gaaggcgata
agcggtcage

cctgatageg

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140
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gtcecgecaca
gatattcggce
cgccttgage
atcctgatcg
ttggtggtcg
catgatggat
ttcgecccaat
aggaacgccc
ggcaccggac
cacggcggca
cacccaagcg
tcatcctgte
agccatccag
ttecegacgte
cgtcttggag
gatccecggag
agcatacatc
gcggaaacga
aggaaaagta

tgtcga

cccagecgge
aagcaggcat
ctggcgaaca
acaagaccgg
aatgggcagg
actttctcgg
agcagccagt
gtcgtggeca
aggtcggtct
tcagagcage
gccggagaac
tcttgatcag
tttactttge
tgtgtggaat
cgccagagga
ttggaaaaca
ctgtecegtece
cgagaacagt

aggaaaacga
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cacagtcgat
cgccatgggt
gttcggctgg
cttccatceg
tagcecggatce
caggagcaag
cccttecege
gccacgatag
tgacaaaaag
cgattgtctg
ctgegtgceaa
atcttgatcce
agggcttccce
tcteggacac
ggaacgagct
atgaaaaggc
aagcagagga
tgaaacacaa

ttccttctaa

<210> 39

<211> 5244

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Vector plasmido (pPNBFL3A)

<400> 39

ctcgagcata
tcacaattat
aggagaaagg
agcggcgcag
ctaagtaaag

gtgtttgatg

gcatttttat
gatagattca
tacatatgaa
ccggacttte
gcecggtaac

aaactgacag

ccataagatt
attgtgagcg
tactctccct
actggcgcta
ggaaggttca

cattgactcg

gaatccagaa
cacgacgaga
cgcgagcccce
agtacgtgct
aagcgtatgce
gtgagatgac
ttcagtgaca
ccgegetgece
aaccgggcgce
ttgtgceccag
tccatcttgt
cctgegecat
aaccttacca
cgaggagaat
aaaacggagc
ccccaaggta
gcaaaagctce
acttgaacag

cagaaatgtc

agcggatcta
gataacaatt
gaacattcat
cgectggetg
acattttatg

catgtggaag

43

aagcggccat
tcctegeegt
tgatgctctt
cgctecgatge
agccgccgea
aggagatcct
acgtcgagca
tcgtcctgea
ccectgegetg
tcatagccga
tcaatcatgce
cagatccttg
gagggcgccece
gtcaagaggce
ttttttgece
gttatcctta
atttctgaag
ctacggaact

ctgagcaatc

acctttacaa
tcacacagaa
gtgacgtgtt
accagcatca

cccagggcgg

acacattgat

tttccaccat
cgggcatgeg
cgtccagatce
gatgtttcge
ttgcatcage
gccceggeac
cagctgcgca
gttcattcag
acagccggaa
atagcctcte
gaaacgatcc
gcggcaagaa
cagctggcaa
gaacacacaa
tgcgtgacca
aaaaagccac
aggacttgtt
cttgtgegta

acctatgaac

ttgtgagege
ttcattaaag
gattatcggt
ggtcatecgtt
tattgcegece

tgcegggget

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5286

60

120

180

240

300

360



ggtatttgeg
tggctaatcg
taccatctga
accggtagag
gtgctggage
acgcgacggg
cacgcaaaag
aatccggata
gccaatcteg
ttcctgttaa
cgttttatge
gccattgacc
aagcccgeceg
gggattgatc
ggtgtaatgg
gtgagttata
ctggtctatg
atcagtacgt
attcagcata
acaacgaagc
gaatattacg
gttgcecgagt
acgctggatt
cattacataa
gcagccctge
aagccgacgc
ctaaaagaac
ctggcagaag
aagcatcccg
attctcagtc
ctcggetgece

gtegtctacg

atcgccatge
accagggggt
cccgtgaagg
aagtagaaac
gcagcaacgce
ttgttggege
cggtggtgct
tttettetgg
aatttaatca
cagaagcact
ccgattttga
atgaaatgaa
attttattcg
tcacacaaga
ttgatgatca
ccggcttaca
gctggtegge
taccgecegtg
actggcacga
gcctggaacg
cccattteceg
tgattgtteg
atccggaact
acagaatcct
agatgagcgt
cgttaagcat
gtaatgcggt
aaaccggtgg
cttctacttt
cggaaaaaac
ctgttgaaga

ccaacacttc
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agttgaattt
gttgtttgat
tggacatagt
cacgctggtg
ggttgatctg
gtgggtatgg
ggcaaccggc
cgatggcatt
gttccaccct
gcgcggcgaa
tgagcgegge
acgcctegge
ccagcattte
accggtaccg
tgggcgtacg
cggcgctaac
ggcggaagat
ggatgaaagc
gctacgtcetg
cgccctgegg
cgtctcaaat
ctgtgcaatg
gctcacccat
gggtggtggt
aatgtttgat
tgatgaaaaa
gatggttgcce
ctgtatttct
gttagtecget
aattctgatg
atttaacgca

tgetgeggta

gtegccagea
acccacattc
caccgtegta
agcaaggcgc
attgtttcetg
aaccgtaata
ggtgcgtcga
gctatggegt
accgecgctat
ggcgcttatce
gaactggcce
gcagattgta
ccgatgattt
attgtgecctg
gacgtcgagg
cgcatggect
atcaccagac
cgcgttgaga
tttatgtggg
cggataacca
aatttgctgg
atgcgtaaag
tceggtecegt
agcggtggtg
ccagacacgg
gcgtattacc
cactactata
gattctctgg
ggggtgagat
ccgacactte
ttttgcgatg

aaagcgegeg

44

atgcacgatc
aaccgaatgg
ttcttcatge
tgaaccatcc
acaaaattgg
aagaaacggt
aggtttatca
ggcgcgcagg
atcacccaca
tcaagcgccecce
cgcgegatat
tgttccttga
atgaaaagct
ctgcacatta
gcttgtatge
cgaattcatt
gtatgcctta
accctgacga
attacgttgg
tgctccaaca
agctgegtaa
agagtcgggg
cgatccttte
gtagceggtgg
cgatttatcce
gcgagaagat
ccgatceecga
aaatggcgceg
ttatgggaga
aggctgaatg
cccatcecega

cagattgggt

ctgtgtgcaa
cgaagaaagt
cgccgacgece
gaatattcgce
cctgecggge
ggaaacctge
gtacaccacc
ctgcegggtt
ggcacgcaat
ggatggtacg
tgtecgecege
tatcagccat
gctegggetg
tacctgeggt
cattggcgag
gctggagtgt
tgcccacgac
acgggtagta
cattgtgege
agaaatagac
tctggtacag
gttgcatttce
cccecggcaat
tggtagcgca
tttcececeecg
aaaacgtctg
aattcaacaa
cttcggtgeca
aaccgccaaa
ttcactggat
tcgtactgtce

ggtaacttca

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280



agcattgceg
cccgacaaac
cagggtgcct
gaatacccgg
gcggatgcgg
aggcttattg
aaagagttac
tgtcegtgga
agcaatcacg
cgtatgetgg
gcggecgcett
ctgggecettt
gccgecctag
cgttcgactg
caggaagata
cgcececectg
ggactataaa
gccttteggt
gacactcagt
tcagtccgac
tgcaaaagca
catgcgcegg
agttacctcg
cggttttttce
atcttattaa
cacctgaagt
aaaacgcccg
ctggatctat
ctcgtcaaga
cacgaggaag

cgctatgtece

tcgaacttat
atctggggcg
gtattgtgca
atgctgeccat
tecggttccac
tggcaaccga
tggaagcacc
tggccatgaa
aggttcatgt
attttgcgge
aattaattaa
cgttttatct
acctagggga
cggcgagcgyg
cttaacaggg
acaagcatca
gataccaggc
ttaccggtgt
tcecgggtagg
cgctgegect
ccactggcag
ttaaggctaa
gttcaaagag
gttttcagag
tcagataaaa
cagccccata
gcggcaacceg
caacaggagt
aggcgataga
cggtcagccce

tgatagecggt
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tgatcatctt
ttacgtgcaa
tgatgaattt
actggtgcecat
cagtcaactg
tcggggtatt
aaccgcaggt
tggccttcag
tgatgaaagg
tacactacgt
tctagaggca
gttgtttgtce
tatattccgce
aaatggctta
aagtgagagg
cgaaatctga
gtttccecect
cattcegcetg
cagttcgcectce
tatccggtaa
cagccactgg
actgaaagga
ttggtagctc
caagagatta
tattactaga
cgatataagt
agcgttcetga
ccaagcgagce
aggcgatgceg
attcgecgece

ccgecacacc

gatagtttgg
aaacagacgg
aagactcagg
ccagaatcac
atcgctgcectg
ttctacaaaa
gagggtgcaa
gccatcgcecag
ctgcgagaga
ggataacccg
tcaaataaaa
ggtgaacgcect
ttcectegete
cgaacggggc
gccgcggcaa
cgctcaaatc
ggcggcectceccecce
ttatggecege
caagctggac
ctatcgtcett
taattgattt
caagttttgg
agagaacctt
cgcgcagace
tttcagtgca
tgttactagt
acaaatccag
tctcgaacce
ctgcgaatcg
aagctcttca

cagccggeca

45

gtgaaaaaat
gtggagacat
cgttaacccg
cacaagctat
cgaaaacatt
tgcagcaggce
cctgecgeag
aggcattaga
gggcgetggt
ggggatccac
cgaaaggctce
ctcctgagta
actgactcgce
ggagatttcc
agccgttttt
agtggtggcg
tcgtgegetce
gtttgtctca
tgtatgcacg
gagtccaacc
agaggagtta
tgactgcgcet
cgaaaaaccqg
aaaacgatct
atttatctct
gcttggattce
atggagttct
cagagtcccg
ggagcggcga
gcaatatcac

cagtcgatga

catctgggca
tctatgectgg
cttgcaagaa
tgtcgatatg
gccacatcag
ggtgccagat
ctgecgegeat
acaggaagga
gccgctcaat
tagttctaga
agtcgaaaga
ggacaaatcc
tacgctcggt
tggaagatgc
ccataggctc
aaacccgaca
tcectgttect
ttccacgect
aaccccccegt
cggaaagaca
gtcttgaagt
cctccaagece
ccctgcaagg
caagaagatc
tcaaatgtag
tcaccaataa
gaggtcatta
ctcagaagaa
taccgtaaag
gggtagccaa

atccagaaaa

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140
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46

gcggcecattt tccaccatga tattecggcaa gecaggcatcg ccatgggtca cgacgagatc 4200
ctcgeegteg ggcatgegeg ccttgagect ggcgaacagt tcggcectggeg cgageccectg 4260
atgctctteg tccagatcat cctgatcgac aagaccggcet tccatcecgag tacgtgetceg 4320
ctcgatgega tgtttcecgett ggtggtcgaa tgggcaggta geccggatcaa gegtatgcag 4380
ccgecgeatt gcatcagcca tgatggatac tttectcggeca ggagcaaggt gagatgacag 4440
gagatcectge ccecggcactt cgcccaatag cagceccagtcece cttececcecgett cagtgacaac 4500
gtcgagcaca gctgecgcaag gaacgcccegt cgtggccage cacgatagec gegetgectce 4560
gtcctgecagt tcattcaggg caccggacag gtcggtcecttg acaaaaagaa ccgggcegcecce 4620
ctgecgetgac agccggaaca cggcggcatce agagcagceccg attgtetgtt gtgcccagtce 4680
atagccgaat agcctctcca cccaagcecggce cggagaacct gegtgcaatc catcttgtte 4740
aatcatgcga aacgatcctc atcctgtcectce ttgatcagat cttgatccece tgegccatca 4800
gatccttgge ggcaagaaag ccatccagtt tactttgcag ggcttcccaa ccttaccaga 4860
gggcgcccca gctggcaatt ccgacgtctg tgtggaattc tcggacaccg aggagaatgt 4920
caagaggcga acacacaacg tcttggagcg ccagaggagg aacgagctaa aacggagcett 4980
ttttgcecectg cgtgaccaga tccecggagtt ggaaaacaat gaaaaggccce ccaaggtagt 5040
tatccttaaa aaagccacag catacatcct gtccecgtccaa gcagaggagce aaaagctcat 5100
ttctgaagag gacttgttge ggaaacgacg agaacagttg aaacacaaac ttgaacagct 5160
acggaactct tgtgcgtaag gaaaagtaag gaaaacgatt ccttctaaca gaaatgtcct 5220
gagcaatcac ctatgaactg tcga 5244

<210> 40

<211> 5256

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Vector plasmido (pNBFL4A)

<400> 40
ctcgagcata gcatttttat ccataagatt agcggatcta acctttacaa ttgtgagcege 60
tcacaattat gatagattca attgtgagcg gataacaatt tcacacagaa ttcattaaag 120
aggagaaagg tacatatgaa tactctccct gaacattcat gtgacgtgtt gattatcggt 180
agcggcgcag ccggacttte actggegcta cgectggectg accagcatca ggtcategtt 240
ctaagtaaag gcccggtaac ggaaggttca acattttatg cccagggegg tattgecgece 300
gtgtttgatg aaactgacag cattgactcg catgtggaag acacattgat tgccggggcet 360
ggtatttgecg atcgccatge agttgaattt gtcgccagca atgcacgatc ctgtgtgcaa 420



tggctaatcg
taccatctga
accggtagag
gtgctggage
acgcgacggg
cacgcaaaag
aatccggata
gccaatcteg
ttecctgttaa
cgttttatgce
gccattgace
aagcccgecg
gggattgatc
ggtgtaatgg
gtgagttata
ctggtctatg
atcagtacgt
attcagcata
acaacgaagc
gaatattacg
gttgccgagt
acgctggatt
cattacataa
ggtggtageg
ccttteeecce
ataaaacgtc
gaaattcaac
cgctteggtg
gaaaccgcca
tgttcactgg
gatcgtactg

gtggtaactt

accagggggt
cccgtgaagg
aagtagaaac
gcagcaacgc
ttgttggege
cggtggtgcet
tttecttetgg
aatttaatca
cagaagcact
ccgattttga
atgaaatgaa
attttattcg
tcacacaaga
ttgatgatca
ccggcttaca
gctggtegge
taccgeegtg
actggcacga
gcctggaacg
cccattteceg
tgattgttcg
atccggaact
acagaatcct
cagcagccect
cgaagccgac
tgctaaaaga
aactggcaga
caaagcatcc
aaattctcag
atctcggetg
tegtegtceta

caagcattgce
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gttgtttgat
tggacatagt
cacgctggtg
ggttgatctg
gtgggtatgg
ggcaaccggce
cgatggcatt
gttccacccet
gcgcggcgaa
tgagcgcggce
acgectegge
ccagcatttc
accggtaccg
tgggcgtacg
cggcgctaac
ggcggaagat
ggatgaaagc
gctacgtctg
cgcectgegg
cgtctcaaat
ctgtgcaatg
gctcacccat
gggtggtggt
gcagatgagce
gccgttaage
acgtaatgcg
agaaaccggt
cgcttctact
tccggaaaaa
ccctgttgaa
cgccaacact

cgtcgaactt

acccacattc
caccgtcgta
agcaaggcgc
attgtttctg
aaccgtaata
ggtgcgtega
gctatggegt
accgegcetat
ggcgcettatce
gaactggccc
gcagattgta
ccgatgattt
attgtgcctg
gacgtcgagg
cgcatggcect
atcaccagac
cgegttgaga
tttatgtggg
cggataacca
aatttgctgg
atgcgtaaag
teceggteegt
agcggtggtg
gtaatgtttg
attgatgaaa
gtgatggttg
ggctgtattt
ttgttagtcg
acaattctga
gaatttaacg
tetgetgegg

attgatcatc
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aaccgaatgg
ttcttcatge
tgaaccatcc
acaaaattgg
aagaaacggt
aggtttatca
ggcgcgcagg
atcacccaca
tcaagcgece
cgcgcgatat
tgttcettga
atgaaaagct
ctgcacatta
gcttgtatge
cgaattcatt
gtatgcctta
accctgacga
attacgttgg
tgctccaaca
agctgcgtaa
agagtcgggg
cgatcettte
gtagcggtgg
atccagacac
aagcgtatta
cccactacta
ctgattctcet
ctggggtgag
tgccgacact
cattttgcga
taaaagecgeg

ttgatagttt

cgaagaaagt
cgccgacgece
gaatattcge
cctgeecggge
ggaaacctgc
gtacaccacc
ctgcegggtt
ggcacgcaat
ggatggtacg
tgtcgececge
tatcagccat
gctcgggetg
tacctgeggt
cattggcgag
gctggagtgt
tgcccacgac
acgggtagta
cattgtgcge
agaaatagac
tctggtacag
gttgcatttc
cceceggeaat
tggtageggt
ggcgatttat
ccgcgagaag
taccgatccce
ggaaatggeg
atttatggga
tcaggctgaa
tgcccatecece
cgcagattgg

gggtgaaaaa

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340



atcatctggg
attctatgcet
cgcttgcaag
attgtcgata
ttgccacatc
gcggtgeccag
agctgcgege
gaacaggaag
gtgcegetca
actagttcta
tcagtcgaaa
taggacaaat
gctacgctceg
cctggaagat
ttccataggce
cgaaacccga
tctcectgtte
cattccacgce
cgaaccccce
cccggaaaga
tagtcttgaa
ctcctccaag
cgccctgcecaa
ctcaagaaga
cttcaaatgt
tctcaccaat
ctgaggtcat
cgctcagaag
gataccgtaa
acgggtagcc

gaatccagaa

cacccgacaa
ggcagggtgc
aagaataccc
tggcggatgce
agaggcttat
ataaagagtt
attgtccgtg
gaagcaatca
atcgtatgcect
gagcggccge
gactgggcct
ccgeegecect
gtegttcgac
gccaggaaga
tecegecccece
caggactata
ctgccttteg
ctgacactca
gttcagteccg
catgcaaaag
gtcatgecgee
ccagttacct
ggcggttttt
tcatcttatt
agcacctgaa
aaaaaacgcc
tactggatct
aactcgtcaa
agcacgagga
aacgctatgt

aagcggccat
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acatctgggg
ctgtattgtg
ggatgctgcce
ggtcggttec
tgtggcaacc
actggaagca
gatggccatg
cgaggttcat
ggattttgeg
ttaattaatt
ttcgttttat
agacctaggg
tgcggcgage
tacttaacag
tgacaagcat
aagataccag
gtttaccggt
gttcegggta
accgctgege
caccactggce
ggttaaggct
cggttcaaag
tegttttecag
aatcagataa
gtcagcccca
cggcggcaac
atcaacagga
gaaggcgata
agcggtcage
cctgatageg

tttccaccat

cgttacgtge
catgatgaat
atactggtgce
accagtcaac
gatcggggta
ccaaccgcag
aatggccttce
gttgatgaaa
gctacactac
aatctagagg
ctgttgtttg
gatatattcc
ggaaatggct
ggaagtgaga
cacgaaatct
gcgtttecce
gtcattcege
ggcagttcgce
cttateceggt
agcagccact
aaactgaaag
agttggtage
agcaagagat
aatattacta
tacgatataa
cgagcgttet
gtccaagcga
gaaggcgatg
ccattcgceeg
gtcecgecaca

gatattcgge

48

aaaaacagac
ttaagactca
atccagaatc
tgatcgectge
ttttctacaa
gtgagggtgc
aggccatcge
ggctgcgaga
gtggataacc
catcaaataa
tcggtgaacg
gcttectege
tacgaacggg
gggccgcgygce
gacgctcaaa
ctggcggetce
tgttatggce
tccaagetgg
aactatcgtc
ggtaattgat
gacaagtttt
tcagagaacc
tacgcgcaga
gatttcagtg
gttgttacta
gaacaaatcc
gctctcgaac
cgctgecgaat
ccaagctctt
cccagccgge

aagcaggcat

gggtggagac
ggcgttaacc
accacaagct
tgcgaaaaca
aatgcagcag
aacctgecege
agaggcatta
gagggcgctg
cgggggatcc
aacgaaaggc
ctctectgag
tcactgactc
gcggagattt
aaagccgttt
tcagtggtgg
cctegtgege
gcgtttgtcet
actgtatgca
ttgagtccaa
ttagaggagt
ggtgactgcg
ttcgaaaaac
ccaaaacgat
caatttatct
gtgcttggat
agatggagtt
cccagagtce
cgggagcggc
cagcaatatc
cacagtcgat

cgccatgggt

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

3300

3960

4020

4080

4140

4200
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49

cacgacgaga tcctcgecegt cgggcatgcg cgecttgage ctggcgaaca gttcggetgg 4260
cgcgagecece tgatgetcectt cgtccagatc atcctgatcg acaagaccgg cttceccatcecg 4320
agtacgtgct cgctcgatge gatgtttege ttggtggtcg aatgggcagg tagccggatc 4380
aagcgtatgce agccgeccgca ttgcatcage catgatggat actttctegg caggagcaag 4440
gtgagatgac aggagatcct gccccggcac ttcgecccaat agcagceccagt ccctteeccege 4500
ttcagtgaca acgtcgagca cagctgcgca aggaacgccece gtcgtggcca geccacgatag 4560
ccgegetgee tegtectgea gttcattcag ggcaccggac aggtcggtcet tgacaaaaag 4620
aaccgggcege ccctgegetg acagccggaa cacggcggca tcagagcagce cgattgtetg 4680
ttgtgcccag tcatageccga atagcctcecte cacccaageg gecggagaac ctgcegtgcaa 4740
tccatcttgt tcaatcatgce gaaacgatcc tcatcctgtce tettgatcag atcttgatcce 4800
cctgegecat cagatccttg geggcaagaa agccatccag tttactttge agggcettcecce 4860
aaccttacca gagggcgccc cagctggcaa ttccgacgtce tgtgtggaat tctceggacac 4920
cgaggagaat gtcaagaggc gaacacacaa cgtcttggag cgccagagga ggaacgagct 4980
aaaacggagc ttttttgcece tgegtgacca gatccecggag ttggaaaaca atgaaaaggce 5040
ccccaaggta gttatcectta aaaaagccac agcatacatce ctgtcegtece aagcagagga 5100
gcaaaagctc atttctgaag aggacttgtt gcggaaacga cgagaacagt tgaaacacaa 5160
acttgaacag ctacggaact cttgtgcgta aggaaaagta aggaaaacga ttccttctaa 5220
cagaaatgtc ctgagcaatc acctatgaac tgtcga 5256
<210> 41
<211> 9193
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Vector plasmido (pCPA)
<400> 41
cccegtettac tgtcgggaat tcgegttgge cgattcatta atgcagetgg cacgacaggt 60
ttcccgactg gaaagcggge agtgagcgca acgcaattaa tgtgagttag ctcactcatt 120
aggcacccca ggctttacac tttatgecttcec cggectcgtat gttgtgtgga attgtgageg 180
gataacaatt tcacacagga aacagctatg accatgatta cgccaagett ctgtaggecg 240
gataaggcgce tcgecgceccgca tccggcactg ttgccaaact ccagtgecge aataatgtceg 300
gatgcgatac ttgcgcatct tatccgacct acacctttgg tgttacttgg ggcgattttt 360
taacatttcc ataagttacg cttatttaaa gcgtcgtgaa tttaatgacg taaattcctg 420
ctatttattc gtttgctgaa gcgatttcge agcatttgac gtcaccgett ttacgtggcet 480



ttataaaaga
acagggctat
attgcgtagt
gggagaacac
tggcaatgat
gctgetgecece
ataccacagce
cctgegtaaa
atcgctgtcg
gatccacaaa
tgactacgaa
taccgatgaa
cgtagtggaa
actggaagag
gtggatggge
cctgectacte
ttctgaactg
tgccgcagaa
ggcatggctg
acaaaacgaa
catgggtatt
cgtaccgcetg
cgagctgacce
ggcgttectg
aagcgccgaa
ctccattgee
cctgetgetg
cctecgatgat
tcgtggectg
tgcgggagtg
ctgcgaaaaa

cggcggcgca

cgacgaaaag
caaacgataa
aatgtcagta
attcttgaac
gctaaccgee
gttgcgegtg
atttcgecga
ctgaaaaacc
ctggaactgg
atggtggaag
cacaaccagc
atccgtaage
aacagcctgt
aacctcggcet
ggcgaccgeg
agccgetgga
tcgatggttg
ccgtateget
gaagcgcgec
gaactgtggg
atcgccaacg
gtcegtattg
cgctaccteg
atccgecgaac
acgcgcgaag
gcctacgtga
aaagaagcgg
ctgaacaacg
attcagggca
atggcagctt

gcgggtattg

cctgetecatg
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caaagcccga
gatggggtgt
tgctcggeaa
gcgtagaaac
aggagttget
cgtttagtca
aaggcgaagc
agccggaact
tcctcacgge
tgaacgcctg
tgatgegtceg
tgcgtceccaag
ggcaaggcgt
acaaactgcce
acggcaacce
aagccaccga
aagcgacccce
atctgatgaa
tgaaaggcga
aaccgctcta
gcgatcetget
atatccgtca
gtatcggega
tgaactccaa
tgctcgatac
tctegatgge
gtatcgggtt
ccaacgatgt
aacagatggt
cctgggcegea
agctgacgtt

cggcegetget

gcatattcge
ctggggtaat
agtgctggga
tatccgtaag
caccacctta
gttcctgaac
tgccagcaac
gagcgaagac
tcacccaacc
tttaaaacag
cctgegecag
cccggtagat
accaaattac
cgtcgaattt
gaacgtcact
tttgttectg
tgaactgctg
aaacctgegt
agaactgcca
cgcttgctac
cgacaccctg
ggagagcacg
ctacgaaagce
acgtccgett
ctgccaggtg
gaaaacgccg
tgcgatgecg
catgacccag
gatgattggce
atatcaggca
gttccacggt

gtcacaaccg

50

gccaatgcga
atgaacgaac
gaaaccatca
ttgtcgaaat
caaaatttgt
ctggccaaca
ccggaagtga
accatcaaaa
gaaattaccc
ctcgataaca
ttgatcgece
gaagccaaat
ctgcgegaac
gttccggtcee
gccgatatca
aaagatattec
gcgctggttg
tctegectga
aaaccagaag
cagtcacttc
cgcegegtga
cgtcataccg
tggtcagagg
ctgececgegea
attgccgaag
tcecgacgtac
gttgctecge
ctgctcaata
tattccgact
caggatgcat
cgeggeggtt

ccaggaagcce

cgtgaaggat
aatattcege
aggatgegtt
cttcacgege
cgaacgacga
ccgccgagca
tcgeceegeac
aagcagtgga
gtcgtacact
aagatatcgce
agtcatggca
ggggctttge
tgaacgaaca
gttttactte
ccecgecacgt
aggtgctggt
gcgaagaagg
tggcgacaca
gcctgetgac
aggcgtgtgg
aatgtttcgg
aagcgctggg
ccgacaaaca
actggcaacc
caccgcaagg
tggectgteca
tgtttgaaac
ttgactggta
cagcaaaaga
taatcaaaac

ccattggtcg

tgaaaggcgg
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600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440
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1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400



cctgegegta
cgtcagcage
ggagccgaaa
ctaccgegge
ggaacaagaa
cggcegtcgag
gctceceegece
gagcgagctg
ggagatggtc
agacaaagca
agtggtgctg
gtctattcag
gcaccgctece
gttaatggtc
ttctgcaaac
tcgttttcaa
acatcatcaa
ctgtgggtat
gactttggte
tgcgttttca
tcececttetgt
gacccgatte
ctcgggattg
aaggctgaac
atccctgaat
aatgacaaac
gccgatttece
ccgaaccata
gatgcggaaa
gctggegacyg

ctggaacaat

accgaacagg
ctgtcgettt
gagagctgge
tacgtacgtg
ctgggcaaac
tcactacgeg
tggctgggtg
gaggctatgt
ttecgeccaaag
ctgtggecegt
gcgattgcca
ctacggaata
cgccaggcag
actattgeccg
cctegtgett
tatatttctg
ccagatcgat
cgtttaccag
ctgttttttt
tcagtaatag
aaccataatg
tgggcctgge
gtgtctataa
agtatctgct
ttggtegetg
gtgctecgecac
tggcaaaaaa
agagcgtctt
atcacactct
tagtgcetgtt

ggcaaacact
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gcgagatgat
ataccggggce
gtcgcattat
aaaacaaaga
tgcegttggg
ccattccegtg
caggtacggc
gcecgcegattg
cagacctgtg
taggtaaaga
acgattccca
tttacaccga
aaaaagaagg
ggattgegge
ttgcgegagg
tctgecatttt
tctgacaaca
ttctaatagce
tataccttecc
ttggaatttt
gaacctcgtce
cgatctgttt
agatgagacg
cgaaaatgaa
cactcaggaa
ggcacagact
taccagecgtt
taactctgca
tgacttcgat
ccatggcetge

ggcacaactc

ccgctttaaa
gattctggaa
ggatgaactg
ttttgtgecect
ttcacgtceg
gatcttcgee
gctgcaaaaa
gccattette
gctggcggaa
gttacgcaac
tctgatggcece
ccecgetgaac
ccaggaaccg
aggtatgcgt
gttttectgaa
attcaaagga
aactgggegt
acacctcttt
agagcaatct
gtaaatctcc
atgtttgaga
cgtgececgatg
ggcaaaaccc
accaccaaaa
ctgectgtttg
ccggggggca
aagcgtgtgt
ggtctggaag
gcactgatta
tgccataacc

tcegttgaga
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tatggtctge
gccaacctge
tcagtcatct
tacttccget
gcgaaacgtce
tggacgcaaa
gtggtcgaag
tcgacgegte
tactatgacc
ctgcaagaag
gatctgeegt
gtattgcagg
gaccctegeg
aataccggcet
atacttectgt
tcegtecace
aggttcagac
gttaaatgcce
cacgtcttge
cgttaccctg
acattaccgce
aacgtcccgg
cggtactgac
attacctcgg
gtaaaggtag
ctggecgcecact
gggtgagcaa
ttcgtgaata
acagcctgaa
caaccggtat

aaggctggtt

cagaaatcac
tgccaccgee
cctgecgatgt
ccgcetacgece
gcccaaccgg
accgtctgat
acggcaaaca
tcggcatget
aacgcctggt
aagacatcaa
ggattgcaga
ccgagttget
tcgaacaagce
aatcttcctc
tctaacaccce
tatgttgact
gacaccgttg
gaaaaaacag
aaaaacagcc
atagcggact
cgctectgece
caaaattaac
cagcgtgaaa
cattgacggce
cgececctgate
acgcegtgget
cccaagctgg
cgcttattat
tgaagctcag
cgaccctacg

accgetgttt

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260



gacttcgett
ttcgeggceta
tacaacgagc
gcattcagcce
gcttetgttg
ctgactgata
gaaaaaggcg
agtggecctga
gcttetggte
gcgattgtgg
actgatgaca
aattcactgg
aatcgecettg
gatcgecctt
ctccttacge
tctgatgeecg
aaagccctceg
aagaaaaagc
ttaaaaataa
tgcatctaac
gacattattt
actgatctgce
caagtatgac
cctteggege
catttegetce
gcgcectcaaa
ccaaggcaac
tggctggcete
cgegettage
cagcgcggag
aagctcgcecg

tgtgtggett

accagggttt
tgcataaaga
gtgttggcge
aaatgaaagc
ttgccaccat
tgcgeccageg
caaaccgcga
caaaagaaca
gcgtaaatgt
cagtgctgta
aacgcaacat
ccgtegtttt
cagcacatcc
cccaacagtt
atctgtgcgg
catagttaag
ctagatttta
cagcctttca
taaaagcaga
gcttgagtta
gccgactace
gcgcgaggece
gggctgatac
gattttgceg
atcgccagece
tagatcctgt
gctatgttct
gaagatacct
tggataacgce
aatctegecte
cgttgtttca

caggccgceca
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tgccegtggt
gctgattgtt
ttgtactctg
ggcgattege
cctgagcaac
tattcagcgt
cttcagcttt
agtgctgegt
ggccgggatg
agcattaaaa
tgcctgatge
acaacgtcgt
ccetttegee
gcgcagectg
tatttcacac
ccagccccga
atgcggatgt
tgatatatct
cttgacctga
agccgcgcecg
ttggtgatct
aagcgatctt
tgggccggea
gttactgcge
cagtcgggeg
tcaggaaccg
cttgcttttg
gcaagaatgt
cacggaatga
tctccagggg
tcaagcctta

tccactgegg

ctggaagaag
gccagttecct
gttgctgeeg
gctaactact
gatgcgttac
atgecgtcagt
atcatcaaac
ctgecgcgaag
acaccagata
acaatgaagc
gctacgctta
gactgggaaa
agctggcegta
aatggcgaat
cgcatatggt
cacccgccaa
tgcgattact
cccaatttgt
tagtttggcet
cgaagcggcg
cgcctttcac
cttettgtec
ggcgctccat
tgtaccaaat
gcgagttcca
gatcaaagag
tcagcaagat
cattgcgcetg
tgtcgtegtg
aagccgaagt
cggtcaccgt

agccgtacaa

52

atgctgaagg
actctaaaaa
acagtgaaac
ctaacccacc
gtgcgatttyg
tgttcgtcaa
agaacggcat
agtttggegt
acatggctcce
ccgctgaaaa
tgagctecggt
accctggegt
atagcgaaga
ggcgectgat
gcactctcag
cacccgetga
tcgeccaacta
gtagggctta
gtgagcaatt
tcggecttgaa
gtagtggaca
aagataagcc
tgcececagteg
gcgggacaac
tagcgttaag
ttccteegece
agccagatca
ccattctcca
cacaacaatg
ttccaaaagg
aaccagcaaa

atgtacggcece

actgegeget
ctttggectg
cgttgatcge
agcacacggc
ggaacaagag
tacgctgcag
gttctcette
atatgcggtt
gctgtgecgaa
gcgggctgag
accgagcetceg
tacccaactt
ggceccgeace
gcggtatttt
tacaatctge
cgagcttagt
ttgcgataac
ttatgcacgce
atgtgcttag
cgaattgtta
aattcttcca
tgtctagett
gcagcgacat
gtaagcacta
gtttcattta
gctggaccta
atgtcgatcg
aattgcagtt
gtgacttcta
tegttgatca

tcaatatcac

agcaacgtceg

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180



gttcgagatg
tcaccgcette
cgttgectget
cccgaggeat
cgecegttace
acttgcatta
gtttccacgg
cctggetgge
tgctgttett
gacctcggee
teggttttet
ggatcagtga
tegtgcggga
ccagcctgeg
tctggtgttg
aaagcgctat
ccgtgttgte
tgactgttga
tttactggtt
ctgttcatgg
cttttttaca
aacagttgtt
aagaacctca
gcgtgagcca
ttgcctcaaa
gtccegttatg
ttatctggtt
aaatcaacgt
tgtttaaatc
agttattttc

tgtgagtttt

gcgctcegatg
cctcatgatg
ccataacatc
agactgtacc
accgctgegt
cagcttacga
tgtgcgtcac
gaacgagcgce
ctacggcaag
gtcgeggege
ggaaggcgag
gggtttgcaa
gggcaagggc
cgagcagggg
ctagtttgtt
ttcttccaga
ggcagctttg
gctgtaacaa
tcacctgttce
tgaacagctt
ccgtttteat
ctacttttgt
gatcctteceg
tgagaacgaa
actggtgagce
taggtaggaa
gttctcaagt
atcagtcggg
tttacttatt
aagcattaac

cttttgtgtt
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acgccaacta
tttaactttg
aaacatcgac
ccaaaaaaac
tcggtcaagg
accgaacagg
ccggcaacct
aaggtttcgg
gtgetgtgceca
ttgccggtgg
categtttgt
ctgcgggtca
tccaaggatc
aattaattcc
atcagaatcg
attgccatga
attcgataag
gttgtctcag
tattaggtgt
tgaatgcacc
ctgtgcatat
ttgttagtct
tatttagcca
ccattgagat
tgaatttttg
tctgatgtaa
tcggttacga
cggccteget
ggtttcaaaa
atgaacttaa

agttctttta

cctectgatag
ttttagggcecg
ccacggcgta
agtcataaca
ttectggacca
cttatgtcca
tgggcagcag
tctccacgea
cggatctgece
tgctgaccce
tecgeccaget
aggatctgga
gggccttgat
cacgggtttt
cagatccgge
ttttttecce
cagcatcgce
gtgttcaatt
tacatgctgt
aaaaactcgt
ggacagtttt
tgatgcttca
gtatgttcte
catacttact
cagttaaagc
tggttgttgg
gatccatttg
tatcaaccac
cccattggtt
attcatcaag

ataaccactc
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ttgagtcgat
actgccctge
acgegcettge
agccatgaaa
gttgcgtgag
ctgggttcgt
cgaagtcgag
tcgtcaggca
ctggcttcag
ggatgaagtg
tctgtatgga
tttcgatcac
gttacccgag
gctgecegea
ttcageceggt
acgggaggcyg
tgtttcagge
tcatgttcta
tcatctgtta
aaaagctctg
ccctttgata
ctgatagata
tagtgtggtt
ttgcatgtca
atcgtgtagt
tattttgtca
tctatctagt
caatttcata
aagcctttta
gctaatctct

ataaatcctce

acttcggega
tgcgtaacat
tgecttggatg
accgccactg
cgcatacgct
gccttcatce
gcatttcetgt
ttggcggect
gagatcggaa
gttecgcatce
acgggcatgce
ggcacgatca
agcttggcac
aacgggctgt
ttgceggetg
tcactggctce
tgtctatgtg
gttgectttgt
cattgtcgat
atgtatctat
tgtaacggtg
caagagccat
cgttgttttt
ctcaaaaatt
gtttttctta
ccattcattt
tcaacttgga
ttgctgtaag
aactcatggt
atatttgcct

atagagtatt

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040
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15

tgttttcaaa
gataaggcaa
agtttgtcca
tcgtcatcag
tcatcatctg
tttcaatcgt
ttaagtcata
atctcaattg
aattactagt
gaaaacttgt
ttgtttatat
gaatagatcc
ggatgtcgca
gtagcaccct
cacctgagtce
aatgggggta
atacaagaaa
gctatctgac
cggattatcc

atcaacaggc

agacttaaca
tatctcttca
ctggaaaatc
ctctetggtt
agcgtattgg
ggggttgagt
gcgactaatc
gtctaggtga
ccttttectt
aaattctgcet
tcaagtggtt
cagccctgtg
aacgctgttt
cgcaagctcg
gctgtetttt
aatggcacta
agcccgtcac
tttttgctgt
cgtgacaggt

tta

<210> 42

<211> 540

<212> PRT

<213> Escherichia coliW3110

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (1)..(540)

<223> NadB - aspartato oxidasa

<400> 42

Met Asn Thr

1

Leu

Gly Ala Ala Gly

20
Val Ile Val
35

Leu

Ala Gln Gly Gly

ES 2 656 892 T3

tgttccagat
ctaaaaacta
tcaaagccectt
gctttagcecta
ttataagtga
agtgccacac
gctagttcat
ttttaatcac
tgagttgtgg
agaccctcetg
ataatttata
tataactcac
gctecctctac
ggcaaatcgce
tcgtgacatt
caggcgcctt
gggcttctca
tcagcagttc

cattcagact

Pro Glu
5
Leu Ser

Ser Lys

Ile Ala

His Ser Cys

Leu Ala Leu

Gly Pro Val

Ala Val Phe

tatattttat
attctaattt
taaccaaagg
atacaccata
acgataccgt
agcataaaat
ttgctttgaa
tataccaatt
gtatctgtaa
taaattccge
gaataaagaa
tactttagtc
aaaacagacc
tgaatattcc
cagttegcetg
ttatggattc
gggcgtttta
ctgccectetg

ggctaatgca

25

40

54

gaattttttt
ttecgettgag
attcctgatt
agcattttce
cegttettte
tagcttggtt
aacaactaat
gagatgggct
attctgctag
tagacctttg
agaataaaaa
agttccgcecag
ttaaaaccct
ttttgtctece
cgctcacgge
atgcaaggaa
tggcgggtcet
attttccagt

cccagtaagg

Asp Val Leu

10

Arg Leu Ala

Thr Glu Gly

Asp Glu Thr

aactggaaaa
aacttggcat
tccacagtte
ctactgatgt
cttgtagggt
tcatgctceccg
tcagacatac
agtcaatgat
acctttgcetg
tgtgtttttt
aagataaaaa
tattacaaaa
aaaggcttaa
gaccatcagg
tctggcagtg
actacccata
gctatgtggt
ctgaccactt

cagcggtatc

Ile Ile
Asp Gln
30

Ser Thr
45

Asp Ser

Gly
15
His

Phe

Ile

Ser

Gln

Tyr

Asp

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9193



Ser

65

His

Leu

Glu

Ile

Val

145

Asn

Arg

Glu

Lys

Ile

225

Asn

Leu

Asp

Pro

Gly

305

Ile

Ile

Thr

Gly

Asn

50
His

Ala

Ile

Glu

Leu

130

Ser

Ala

Arg

Thr

val

210

Ala

Gln

Leu

Gly

Arg

290

Ala

Arg

Asp

Cys

Leu

370

Arg

vVal

vVal

Asp

Ser

115

His

Lys

val

vVal

Cys

195

Tyr

Met

Phe

Thr

Thr

275

Asp

Asp

Gln

Leu

Gly

355

Tyr

Met

Glu

Glu

Gln

100

Tyr

Ala

Ala

Asp

val

180

His

Gln

Ala

His

Glu

260

Arg

Ile

Cys

His

Thr

340

Gly

Ala

Ala

Asp

Phe

85

Gly

His

Ala

Leu

Leu

165

Gly

Ala

Tyr

Trp

Pro

245

Ala

Phe

Val

Met

Phe

325

Gln

Val

Ile

Ser

ES 2 656 892 T3

Thr

70

vVal

val

Leu

Asp

Asn

150

Ile

Ala

Lys

Thr

Arg

230

Thr

Leu

Met

Ala

Phe

310

Pro

Glu

Met

Gly

Asn

55

Leu

Ala

Leu

Thr

Ala

135

His

val

Trp

Ala

Thr

215

Ala

Ala

Arg

Pro

Arg

295

Leu

Met

Pro

val

Glu

375

Ser

Ile

Ser

Phe

Arg

120

Thr

Pro

Ser

Val

val

200

Asn

Gly

Leu

Gly

Asp

280

Ala

Asp

Ile

val

Asp

360

val

Leu

55

Ala

Asn

Asp

105

Glu

Gly

Asn

Asp

Trp

185

val

Pro

Cys

Tyr

Glu

265

Phe

Ile

Ile

Tyr

Pro

345

Asp

Ser

Leu

Gly

Ala

90

Thr

Gly

Arg

Ile

Lys

170

Asn

Leu

Asp

Arg

His

250

Gly

Asp

Asp

Ser

Glu

330

Ile

His

Tyr

Glu

Ala

75

Arg

His

Gly

Glu

Arg

155

Ile

Arg

Ala

Ile

Val

235

Pro

Ala

Glu

His

His

315

Lys

Val

Gly

Thr

Cys

60

Gly

Ser

Ile

His

Val

140

val

Gly

Asn

Thr

Ser

220

Ala

Gln

Tyr

Arg

Glu

300

Lys

Leu

Pro

Arg

Gly

380

Leu

Ile

Cys

Gln

Ser

125

Glu

Leu

Leu

Lys

Gly

205

Ser

Asn

Ala

Leu

Gly

285

Met

Pro

Leu

Ala

Thr

365

Leu

Val

Cys

vVal

Pro

110

His

Thr

Glu

Pro

Glu

190

Gly

Gly

Leu

Arg

Lys

270

Glu

Lys

Ala

Gly

Ala

350

Asp

His

Tyr

Asp

Gln

95

Asn

Arg

Thr

Arg

Gly

175

Thr

Ala

Asp

Glu

Asn

255

Arg

Leu

Arg

Asp

Leu

335

His

val

Gly

Gly

Arg

80

Trp

Gly

Arg

Leu

Ser

160

Thr

vVal

Ser

Gly

Phe

240

Phe

Pro

Ala

Leu

Phe

320

Gly

Tyr

Glu

Ala

Trp
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385

Ser

Ser

Arg

Asp

Arg

465

Phe

Ala

Leu

Ser

<210> 43
<211> 347
<212> PRT

Ala

Thr

Val

Tyr

450

Arg

Arg

Glu

His

Ile
530

Ala

Leu

Val

435

Val

Ile

Val

Leu

Phe

515

Leu

Glu

Pro

420

Ile

Gly

Thr

Ser

Ile

500

Thr

Ser

<213> Escherichia coliW3110

<220>

<221> PEPTIDO
<222> (1)..(347)
<223> NadA - quinolinato sythasa

<400> 43

Met
1

Lys

Ile

Tyr

Ile

65

Ser

Ile

Ser

Pro

Lys

Thr

50

Ser

Thr

Leu

Val

Thr

Arg

35

Asp

Asp

Leu

Ser

Met

Pro

20

Leu

Pro

Ser

Leu

Pro
100

Asp

405

Pro

Gln

Ile

Met

Asn

485

Val

Leu

Pro

Phe

Leu

Leu

Glu

Leu

Val

85

Glu

ES 2 656 892 T3

390

Ile Thr

Trp Asp

His Asn

Val Arg

455

Leu Gln

470

Asn Leu

Arg Cys

Asp Tyr

Gly Asn
535

Asp Pro

Ser Ile

Lys Glu

Ile Gln

55

Glu Met
70

Ala Gly

Lys Thr

Arg

Glu

Trp

440

Thr

Gln

Leu

Ala

Pro

520

His

Asp

Asp

Arg

40

Gln

Ala

Val

Ile

56

Arg

Ser

425

His

Thr

Glu

Glu

Met

505

Glu

Tyr

Thr

Glu

25

Asn

Leu

Arg

Arg

Leu
105

Met

410

Arg

Glu

Lys

Ile

Leu

490

Met

Leu

Ile

Ala

10

Lys

Ala

Ala

Phe

Phe

90

Met

395

Pro

Val

Leu

Arg

Asp

475

Arg

Arg

Leu

Asn

Ile

Ala

Val

Glu

Gly

75

Met

Pro

Tyr

Glu

Arg

Leu

460

Glu

Asn

Lys

Thr

Arg
540

Tyr

Tyr

Met

Glu

60

Ala

Gly

Thr

Ala

Asn

Leu

445

Glu

Tyr

Leu

Glu

His
525

Pro

Tyr

Val

45

Thr

Lys

Glu

Leu

His

Pro

430

Phe

Arg

Tyr

Val

Ser

510

Ser

Phe

Arg

30

Ala

Gly

His

Thr

Gln
110

Asp

415

Asp

Met

Ala

Ala

Gln

495

Arg

Gly

Pro

15

Glu

His

Gly

Pro

Ala

95

Ala

400

Ile

Glu

Trp

Leu

His

480

Val

Gly

Pro

Pro

Lys

Tyr

Cys

Ala

80

Lys

Glu



10

Cys

Asp

Ala

145

Glu

Pro

Ile

Gln

Val

225

Gly

Arg

Ala

Ala

Leu

305

Val

Arg

<210> 44
<211> 297
<212> PRT

Ser

Ala

130

Val

Leu

Asp

Leu

Ala

210

His

Ser

Leu

Val

Thr

290

Gln

His

Met

Leu

115

His

Lys

Ile

Lys

Cys

195

Leu

Pro

Thr

Ile

Pro

275

Cys

Ala

Val

Leu

Asp

Pro

Ala

Asp

His

180

Trp

Thr

Glu

Ser

Val

260

Asp

Arg

Ile

Asp

Asp
340

<213> Escherichia coliW3110

<220>

<221> PEPTIDO
<222> (1)..(297) o
<223> NadC - quinolinato fosforibosiltransferasa

<400> 44

Leu

Asp

Arg

His

165

Leu

Gln

Arg

Ser

Gln

245

Ala

Lys

Ser

Ala

Glu

325

Phe

ES 2 656 892 T3

Gly

Arg

Ala

150

Leu

Gly

Gly

Leu

Pro

230

Leu

Thr

Glu

Cys

Glu

310

Arg

Ala

Cys

Thr

135

Asp

Asp

Arg

Ala

Gln

215

Gln

Ile

Asp

Leu

Ala

295

Ala

Leu

Ala

Pro

120

Val

Trp

Ser

Tyr

Cys

200

Glu

Ala

Ala

Arg

Leu

280

His

Leu

Arg

Thr

57

Val

Val

Val

Leu

Val

185

Ile

Glu

Ile

Ala

Gly

265

Glu

Cys

Glu

Glu

Leu
345

Glu

Val

Val

Gly

170

Gln

Val

Tyr

Val

Ala

250

Ile

Ala

Pro

Gln

Arg

330

Arg

Glu

Tyr

Thr

155

Glu

Lys

His

Pro

Asp

235

Lys

Phe

Pro

Trp

Glu

315

Ala

Gly

Phe

Ala

140

Ser

Lys

Gln

Asp

Asp

220

Met

Thr

Tyr

Thr

Met

300

Gly

Leu

Asn

125

Asn

Ser

Ile

Thr

Glu

205

Ala

Ala

Leu

Lys

Ala

285

Ala

Ser

Val

Ala

Thr

Ile

Ile

Gly

190

Phe

Ala

Asp

Pro

Met

270

Gly

Met

Asn

Pro

Phe

Ser

Ala

Trp

175

Gly

Lys

Ile

Ala

His

255

Gln

Glu

Asn

His

Leu
335

Cys

Ala

Val

160

Ala

Asp

Thr

Leu

Val

240

Gln

Gln

Gly

Gly

Glu

320

Asn



Met

Glu

Glu

Leu

Asn

65

Leu

Val

Val

Ser

Thr

145

Ser

Leu

Ser

Asp

Ala

225

Glu

Glu

Thr

Ala

<210> 45
<211> 883
<212> PRT

Pro

Arg

Asp

Leu

50

Gly

Ala

Ile

Leu

Gly

130

Asn

Ala

Gly

Gly

Ala

210

Leu

Gln

Val

Gly

Leu
290

Pro

Ile

Leu

35

Pro

Val

Gly

Asn

Leu

115

Val

Thr

Leu

Leu

Ser

195

Pro

Lys

Met

Ser

Val

275

Asp

Arg

Asn
20

Gly

Glu

Phe

Asp

Ala

100

Thr

Ala

Gln

Lys

Ser

180

Val

Val

Ala

Arg

Gly

260

Asp

Leu

<213> Escherichia coliW3110

Arg

Leu

Gly

Asn

Cys

Asp

85

Asn

Gly

Ser

Leu

Tyr

165

Asp

Arg

Glu

Gly

Glu

245

Asn

Phe

Ser

ES 2 656 892 T3

Tyr

Asp

Thr

Ser

Gly

70

Val

Gln

Glu

Lys

Leu

150

Ala

Ala

Gln

Val

Ala

230

Ala

Val

Ile

Met

Asn

Ile

Val

Arg

55

Lys

Thr

Ser

Arg

Val

135

Asp

Val

Phe

Ala

Glu

215

Asp

Val

Thr

Ser

Arg
295

Pro

Pro

Asp

40

Ser

Arg

Ile

Leu

Thr

120

Arg

Thr

Leu

Leu

Val

200

Val

Ile

Lys

Asp

Val

280

Phe

58

Asp

Gly
25

Ala

His

Trp

Ile

Phe

105

Ala

His

Arg

Cys

Ile

185

Glu

Glu

Ile

Arg

Lys

265

Gly

Arg

Thr
10

Ala

Asn

Ala

Val

Trp

90

Glu

Leu

Tyr

Lys

Gly

170

Lys

Lys

Asn

Met

Thr

250

Thr

Ala

Arg

Val

Asn

Thr

Glu

75

His

Leu

Asn

Val

Thr

155

Gly

Glu

Ala

Leu

Leu

235

Asn

Leu

Leu

Arg

Ala

Asp

Val

60

Glu

Val

Glu

Phe

Glu

140

Leu

Gly

Asn

Ser

Glu

220

Asp

Gly

Arg

Thr

Asp

Gln

Ile

45

Ile

Val

Asp

Gly

Val

125

Leu

Pro

Ala

His

Trp

205

Glu

Asn

Lys

Glu

Lys
285

Glu

Ala
30

Thr

Thr

Phe

Asp

Pro

110

Gln

Leu

Gly

Asn

Ile

190

Leu

Leu

Phe

Ala

Phe

270

His

Leu
15

Leu

Ala

Arg

Ile

Gly

95

Ser

Thr

Glu

Leu

His

175

Ile

His

Asp

Glu

Leu

255

Ala

Val

Leu

Arg

Lys

Glu

Gln

80

Asp

Arg

Leu

Gly

Arg

160

Arg

Ala

Pro

Glu

Thr

240

Leu

Glu

Gln



ES 2 656 892 T3

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (1)..(883)

<223> Ppc - Fosfoenolpiruvato carboxilasa

<400> 45

59



Met

Lys

Glu

Asn

Asn

65

Leu

Ala

Asn

Leu

Arg

145

Leu

Arg

Lys

Val

Asn

225

val

Pro

Trp

Glu

Glu

305

Ser

Asn

Val

Arg

Asp

50

Asp

Ala

Ala

Gln

Ser

130

Thr

Asp

Leu

Leu

Glu

210

Glu

Pro

Asn

Lys

Leu

290

Glu

Arg

Glu

Leu

vVal

35

Ala

Glu

Asn

Ser

Pro

115

Leu

Leu

Asn

Arg

Arg

195

Asn

Gln

Val

Val

Ala

275

Ser

Gly

Leu

Gln

Gly

20

Glu

Asn

Leu

Thr

Asn

100

Glu

Glu

Ile

Lys

Gln

180

Pro

Ser

Leu

Arg

Thr

260

Thr

Met

Ala

Met

Tyr

Glu

Thr

Arg

Leu

Ala

85

Pro

Leu

Leu

His

Asp

165

Leu

Ser

Leu

Glu

Phe

245

Ala

Asp

Val

Ala

Ala

ES 2 656 892 T3

Ser

Thr

Ile

Gln

Pro

70

Glu

Glu

Ser

Val

Lys

150

Ile

Ile

Pro

Trp

Glu

230

Thr

Asp

Leu

Glu

Glu

310

Thr

Ala

Ile

Arg

Glu

55

val

Gln

Val

Glu

Leu

135

Met

Ala

Ala

vVal

Gln

215

Asn

Ser

Ile

Phe

Ala

295

Pro

Gln

Leu

Lys

Lys

40

Leu

Ala

Tyr

Ile

Asp

120

Thr

Val

Asp

Gln

Asp

200

Gly

Leu

Trp

Thr

Leu

280

Thr

Tyr

Ala

60

Arg

Asp

25

Leu

Leu

Arg

His

Ala

105

Thr

Ala

Glu

Tyr

Ser

185

Glu

Val

Gly

Met

Arg

265

Lys

Pro

Arg

Trp

Ser

10

Ala

Ser

Thr

Ala

Ser

90

Arg

Ile

His

Val

Glu

170

Trp

Ala

Pro

Tyr

Gly

250

His

Asp

Glu

Tyr

Leu

Asn

Leu

Lys

Thr

Phe

75

Ile

Thr

Lys

Pro

Asn

155

His

His

Lys

Asn

Lys

235

Gly

Val

Ile

Leu

Leu

315

Glu

Val

Gly

Ser

Leu

Ser

Ser

Leu

Lys

Thr

140

Ala

Asn

Thr

Trp

Tyr

220

Leu

Asp

Leu

Gln

Leu

300

Met

Ala

Ser

Glu

Ser

45

Gln

Gln

Pro

Arg

Ala

125

Glu

Cys

Gln

Asp

Gly

205

Leu

Pro

Arg

Leu

Val

285

Ala

Lys

Arg

Met

His

30

Arg

Asn

Phe

Lys

Lys

110

Val

Ile

Leu

Leu

Glu

130

Phe

Arg

val

Asp

Leu

270

Leu

Leu

Asn

Leu

Leu

15

Ile

Ala

Leu

Leu

Gly

95

Leu

Glu

Thr

Lys

Met

175

Ile

Ala

Glu

Glu

Gly

255

Ser

Val

Val

Leu

Lys

Gly

Leu

Gly

Ser

Asn

80

Glu

Lys

Ser

Arg

Gln

160

Arg

Arg

val

Leu

Phe

240

Asn

Arg

Ser

Gly

Arg

320

Gly



Glu

Trp

Gly

Cys

385

Arg

Asp

Glu

Ala

Pro

465

Ser

Phe

Asn

Gly

Ala

545

Gln

Leu

His

Arg

Glu

625

Ala

Met

Glu

Glu

Ile

370

Phe

His

Tyr

Leu

Glu

450

Gln

Asp

Ala

Ala

Leu

530

Lys

Asp

Phe

Ala

val

610

Ile

Asn

Asp

Leu

Pro

355

Ile

Gly

Thr

Glu

Asn

435

Thr

Gly

val

Met

Asn

515

Ile

Asp

Ala

His

Ala

595

Thr

Thr

Leu

Glu

Pro

340

Leu

Ala

val

Glu

Ser

420

Ser

Arg

Ser

Leu

Pro

500

Asp

Gln

Ala

Leu

Gly

580

Leu

Glu

vVal

Leu

Leu

325

Lys

Tyr

Asn

Pro

Ala

405

Trp

Lys

Glu

Ile

Ala

485

val

Val

Gly

Gly

Ile

565

Arg

Leu

Gln

Ser

Pro

645

Ser

ES 2 656 892 T3

Pro
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Thr

340

Gly

Ala

Ala

Glu

Pro

420

Ile

Gly

Thr

Ser

Ile

500

Thr

Ser

Lys

Ala

Tyr

580

Tyr

Met

Glu

Ala

Phe

325

Gln

val

Ile

Ser

Asp

405

Pro
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Arg Phe Met Gly Glu Thr Ala Lys Ile Leu Ser
660 665

Leu Met Pro Thr Leu Gln Ala Glu Cys Ser Leu
675 680

Val Glu Glu Phe Asn Ala Phe Cys Asp Ala His
690 695

Val Val Tyr Ala Asn Thr Ser Ala Ala Val Lys
705 710 715

Val Val Thr Ser Ser Ile Ala Val Glu Leu Ile
725 730

Leu Gly Glu Lys Ile Ile Trp Ala Pro Asp Lys
740 745

Val Gln Lys Gln Thr Gly Gly Asp Ile Leu Cys
755 760

Ile Val His Asp Glu Phe Lys Thr Gln Ala Leu
770 775

Glu Tyr Pro Asp Ala Ala Ile Leu Val His Pro
785 790 795

Ile Val Asp Met Ala Asp Ala Val Gly Ser Thr
805 810

Ala Ala Lys Thr Leu Pro His Gln Arg Leu Ile
820 825

Gly Ile Phe Tyr Lys Met Gln Gln Ala Val Pro
835 840

Glu Ala Pro Thr Ala Gly Glu Gly Ala Thr Cys
850 855

Cys Pro Trp Met Ala Met Asn Gly Leu Gln Ala
865 870 875

Glu Gln Glu Gly Ser Asn His Glu Val His Val
885 890

Glu Arg Ala Leu Val Pro Leu Asn Arg Met Leu
900 905

Leu Arg Gly
915

<210> 51

<211> 920

<212> PRT

<213> Escherichia coliW3110

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (1)..(920)

<223> Proteina de fusion - Aspartato oxidasa-HL5-Quinolinato sintasa
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Leu

Leu

Lys

Gly

205

Ser

Asn

Ala

Leu

Gly

285

Met

Pro

Leu

Ile

Gln

30

Thr

Ser

Cys

val

Pro

110

His

Thr

Glu

Pro

Glu

190

Gly

Gly

Leu

Arg

Lys

270

Glu

Lys

Ala

Gly

Gly

15

His

Phe

Tle

Asp

Gln

95

Asn

Arg

Thr

Arg

Gly

175

Thr

Ala

Asp

Glu

Asn

255

Arg

Leu

Arg

Asp

Leu

Ser

Gln

Tyr

Asp

Arg

80

Trp

Gly

Arg

Leu

Ser

160

Thr

Val

Ser

Gly

Phe

240

Phe

Pro

Ala

Leu

Phe

320

Gly



Ile

Thr

Gly

Asn

385

Ser

Ser

Arg

Asp

Arg

465

Phe

Ala

Leu

Ser

Ala

545

Ala

Met

Pro

Leu

Pro

625

Ser

Leu

Asp

Cys

Leu

370

Arg

Ala

Thr
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Asn

Ala

555

Ala

Phe

Arg

Ala

Gly

635

His

Thr

Pro

Arg

Gly

380

Leu

Tyr

Glu

Arg

Leu
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Ala
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Pro

Asp

Pro
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Ala

Asp

His

Trp

Thr

785

Glu

Ser

Val

Asp

Arg

865

Ile

Asp

Asp

<210> 52
<211> 906
<212> PRT

Glu

Leu
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Asp

Arg

His

Leu

Gln
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Arg

Ser

Gln

Ala

Lys
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Glu

Phe

Lys
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Arg
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Cys
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Arg

Ala
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Ile

820

Asp

Leu
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<213> Escherichia coliW3110

<220>

<221> PEPTIDO
<222> (1)..(906)
<223> Proteina de fusion - Aspartato oxidasa-FL3-Quinolinato sintasa
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REIVINDICACIONES

1. Un microorganismo recombinante que produce acido quinolinico, que expresa una proteina de fusion de L-
aspartato oxidasa y quinolinato sintasa unidas a través de un engarce.

2. El microorganismo recombinante de acuerdo con reivindicaciéon 1, en el que L-aspartato oxidasa y quinolinato
sintasa tienen una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO. 42 y SEQ ID NO. 43, respectivamente.

3. El microorganismo recombinante de acuerdo con reivindicacion 1, en el que el engarce se compone de 5 a 30
aminoacidos.

4. El microorganismo recombinante de acuerdo con reivindicacion 1, en el que el engarce tiene una secuencia de
aminoacidos de LA(EAAAK)NAAA (n es un numero entero de 1 a 5) o L(GGGS)nAAA (n es un nimero entero de 1 a
5).

5. El microorganismo recombinante de acuerdo con reivindicacion 1, en el que el engarce tiene una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO. 54, 55, 56, 57, 58, 59 y 60.

6. El microorganismo recombinante de acuerdo con reivindicacion 1, en el que la proteina de fusion tiene una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO. 47, 48, 49, 50, 51, 52 y 53.

7. El microorganismo recombinante de acuerdo con reivindicacion 1, en el que ademas se debilita la actividad de
quinolinato fosforibosiltransferasa, en comparacion con la actividad endégena de un microorganismo nativo.

8. El microorganismo recombinante de acuerdo con reivindicacion 7, en el que se debilita la actividad de quinolinato
fosforibosiltransferasa a través de un procedimiento seleccionado del grupo que consiste en 1) delecién parcial o
total de un gen que codifica la enzima, 2) modificacion de una secuencia de control de expresion para reducir la
expresion del gen, 3) modificacion de la secuencia del gen en el cromosoma para debilitar la actividad de la proteina
actividad y 4) combinaciones de los mismos.

9. El microorganismo recombinante de acuerdo con reivindicacion 1, en el que se potencian ademas las actividades
de una o mas proteinas seleccionadas del grupo que consiste en fosfoenolpiruvato carboxilasa, L-aspartato
aminotransferasa y la proteina de fusion.

10. EI microorganismo recombinante de acuerdo con reivindicacion 9, en el que se potencia la actividad de la
proteina a través de un procedimiento seleccionado del grupo que consiste en 1) aumentar el nimero de copias del
gen que codifica la enzima, 2) modificar una secuencia de control de la expresiéon para aumentar la expresion del
gen, 3) modificar la secuencia del gen en el cromosoma para potenciar la actividad de la enzima y 4) combinaciones
de los mismos.

11. El microorganismo recombinante de acuerdo con reivindicacion 1, en el que el microorganismo se selecciona del
grupo que consiste en Erterbacter sp., Escherichia sp., Erwinia sp., Serratia sp., Providencia sp., Coryrebacterium
sp. y Brevibacterium sp.

12. El microorganismo recombinante de acuerdo con reivindicacion 1, en el que el microorganismo es E.coli.

13. El microorganismo recombinante de acuerdo con reivindicacién 1, en el que el microorganismo se identifica por
el No. de acceso KCCM11235P o KCCM11236P.

14. Un procedimiento para producir acido quinolinico, que comprende:

(a) cultivo de un microorganismo recombinante que expresa una proteina de fusion de L-aspartato oxidasa y
quinolinato sintasa unidas a través de un engarce en un medio que comprende una fuente de carbono; y
(b) recuperacion de acido quinolinico producido durante el cultivo.
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[FIG. 1]
L-aspartato oxidasa Quinolinato sintasa
ATG ; \ TAA
/ \
/ .
L(GGGS),_AAA
LA(EAAAK),_AAA
[FIG. 2]
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