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DESCRIPCION
Produccién de acido mucdnico a partir de microorganismos modificados genéticamente

La presente invencion se encuentra en el campo de la produccion de materias primas quimicas renovables utilizando
biocatalizadores que han sido modificados genéticamente para aumentar su capacidad de convertir recursos de
carbono renovables en compuestos Utiles. Mas especificamente, la presente invencién proporciona un
microorganismo modificado genéticamente que produce acido cis,cis-muconico a partir de una fuente de carbono no
aromatica, que comprende un gen que codifica una enzima shikimato deshidrogenasa con pérdida de funcién parcial
"leaky", en donde dicha enzima shikimato deshidrogenasa con pérdida de funcién parcial confiere prototrofia para
aminoacidos y vitaminas aromaticos, pero sin conducir a una secrecion significativa de compuestos aromaticos.

El acido adipico es un producto quimico de gran volumen utilizado en la fabricacion de Nylon 66. Actualmente, el
acido adipico se prepara a partir de productos petroquimicos, pero la sintesis no es respetuosa con el medio
ambiente (Niu et al., 2002). Alternativamente, el acido adipico puede prepararse a partir de cualquiera de los tres
isémeros del acido muconico (cis,cis; cis,trans; trans,trans) mediante hidrogenacién quimica. Seria deseable
producir acido muconico a partir de recursos renovables por fermentacién con un microorganismo, seguido de
hidrogenacion a acido adipico, ya que tal ruta al acido adipico seria mas ecolégica que la ruta petroquimica
tradicional.

Los esfuerzos actuales hacia la produccién microbiana de acido mucoénico se pueden agrupar bajo tres categorias, a
saber: (1) Una ruta de degradacion aromatica para la produccion de acido mucoénico, en la que se alimentan varios
compuestos aromaticos y la porcion de anillo benceno de los compuestos aromaticos se abre mediante escision
oxidativa; (2) Una ruta de acumulacion de muconato, en la que la cadena principal de acido mucénico se forma a
partir de diversos compuestos C2, C3, C4 o lisina; y (3) Una ruta de acido mucénico biosintético de aminoacidos
aromaticos, en la que el acido mucédnico se construye a partir de 3-deshidroshikimato, un intermedio en la ruta
biosintética de aminoacidos aromaticos en muchos organismos.

Muchos microorganismos son capaces de degradar compuestos aromaticos que contienen un anillo de benceno,
tales como fenol, catecol y acido benzoico, utilizando vias que escinden el anillo aromatico para proporcionar
compuestos terminales o intermedios que son compuestos no aromaticos tales como el acido cis,cis-muconico, o el
acido 3-carboxi-cis,cis-mucénico (Niu et al., 2002; Pérez-Pantoja et al., 2008). En el pasado, varios grupos han
intentado explotar esta capacidad de los microbios en la produccién de acido cis,cis-mucoénico a nivel industrial
(Mizuno et al., 1988; Yoshikawa et al., 1990; Choi et al, 1997). A finales de la década de 1980, Celgene Corporation
de EE. UU. y Mitsubishi Chemical Industries de Japén participaron activamente en el desarrollo de un procedimiento
para fabricar acido muconico a partir de tolueno y acido benzoico, respectivamente, como lo demuestran varias
patentes de Estados Unidos y Japdn concedidas en esta area.

Se ha informado que varios organismos microbianos producen acido cis,cis-mucoénico utilizando tolueno, acido
benzoico, benceno o catecol. Por ejemplo, con el catecol como fuente de carbono, se puede lograr la produccion de
acido cis,cis-muconico con un rendimiento de conversién casi 100% molar utilizando células de E. coli
recombinantes que expresan el gen el catA, que codifica la catecol 1,2-dioxigenasa mt-2 de Pseudomonas putida
responsable de catalizar la escisién en posicién orto de catecol, como biocatalizador (Kaneko et al, 2011). Se han
descrito biorreactores para la produccion continua de acido mucénico utilizando este sistema.

Este enfoque de produccion microbiana de acido cis,cis-mucoénico utilizando compuestos de carbono C6 ciclicos
nunca se convirti6 en una realidad comercial; sin embargo, ha habido un interés académico continuo en la
comprension del funcionamiento de las enzimas en la ruta de degradacion para la produccion de acido mucénico en
microbios.

Una solicitud de patente internacional publicada recientemente (WO 2011/017560) reivindica biocatalizadores que
tienen una ruta de muconato y un método para producir acido muconico utilizando estos biocatalizadores. En
resumen, esta solicitud de patente publicada describe cuatro vias diferentes para producir acido mucoénico. La
primera ruta para la produccion de acido mucénico comienza con succinil-CoA y acetil-CoA. La segunda ruta para la
produccién de acido muconico comienza con semialdehido piruvato y malonato. La tercera ruta para la produccion
de acido muconico comienza con piruvato y semialdehido succinico. La cuarta ruta para la produccion de acido
mucoénico comienza con la lisina. Todas estas vias para la produccidon de acido mucénico propuestas en esta
solicitud de patente se basan en el modelado informatico y aun no se ha visto si tales biocatalizadores se podrian
crear alguna vez con una productividad y rendimiento comercialmente aceptables para el acido mucénico.

Una ruta de fermentacion hacia el acido cis,cis-muconico utilizando un sistema de E. coli modificado genéticamente
ha sido descrita en la bibliografia cientifica (Niu et al., 2002) y en la bibliografia de patentes (documento US
5.616.496; US 5.487.987; WO 2011/085311 A1), pero los procedimientos de la técnica anterior deben mejorarse
sustancialmente con respecto al titulo, el rendimiento y la idoneidad para la produccién comercial a gran escala para
que sean econdémicamente atractivos. Ha habido dos informes de levaduras de Saccharomyces cerevisiae que
fueron modificadas genéticamente para producir acido cis,cis-mucénico a partir de glucosa, pero los titulos
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publicados fueron solo de 1,5 mg/L y 140 mg/L (Weber et al., 2012; Curran et al., 2012). Con estos titulos, ninguno
de estos procedimientos con levadura seria atractivo para la produccion comercial. En la presente memoria se
describe un procedimiento para producir acido cis,cis-mucoénico o acido cis,trans-mucoénico, mediante fermentacion
que se mejora sustancialmente en comparacién con los procedimientos publicados bien conocidos en la técnica con
respecto a la idoneidad para la produccion comercial a gran escala.

Uno de los objetivos de la invencién descrita aqui es producir acido cis,cis-mucénico por fermentaciéon de un
microorganismo partiendo de una fuente de carbono no aromatica, renovable, tal como un azucar u otro compuesto
de carbono simple que puede derivarse de plantas fotosintéticas, utilizando un organismo modificado genéticamente
que sea adecuado para la produccion comercial a gran escala.

En 2002, Niu et al. publicaron una ruta "libre de benceno" para producir acido adipico que utilizaba un procedimiento
de fermentacion para producir acido cis,cis-muconico y a continuacidon un procedimiento quimico catalitico para
convertir el acido cis,cis-mucoénico en acido adipico. Este procedimiento fue patentado, pero por lo que saben los
presentes inventores, este procedimiento no ha sido comercializado, (documentos US 5.487.987; US 5.616.496). La
porcion de fermentacion de este procedimiento publicado utilizé cepas modificadas genéticamente de E. coli, el
mejor de las cuales fue denominada WN1/pWN2.248. La ruta utiliza una porciéon de la ruta biosintética del
aminoacido aromatico nativo (también conocida como la "via del acido shikimico", la "via del shikimato", la "via del
corismato”, la "via aromatica comun", la "via aromatica central", o simplemente la "via aromatica", parte de la cual se
ilustra en la Figura 1. En esta memoria descriptiva, se considera que cualquier etapa bioquimica aguas abajo de una
fuente de carbono alimentada a un organismo, por ejemplo glucosa, y que conduce directa o indirectamente al
corismato es parte de la ruta del acido shikimico, incluyendo, por ejemplo, las etapas catalizadas por GIf, Glk, Zwf,
TktA, TalB y Pps. Ademas, el procedimiento publicado utiliza tres enzimas heterdlogas que convierten el 3-
deshidroshikimato (un intermediario en la ruta aromatica) al acido cis,cis-mucoénico a través de los intermedios
protocatecuato y catecol. La cepa anfitriona modificada genéticamente es un derivado de E. coli K-12 que tiene un
genotipo de aroE353, serA:: (aroB, aroZ), lacZ:: (tktA, aroZ), donde aroB codifica la 3-deshidroquinato sintasa (en lo
sucesivo denominada AroB), tktA codifica transcetolasa, y aroZ es un gen heterdlogo de Klebsiella pneumoniae que
codifica 3-deshidrosiquimato deshidrogenasa (denominada en lo sucesivo "AroZ"). La cepa disefiada contiene un
plasmido multicopia, pWN2.248, que deriva de pBR322 y contiene casetes de genes para expresar catA, catx, aroY,
aroF (resistente a la retroalimentacion), serA, lacl’, y resistencia a la ampicilina. Los genes heterélogos catA y catX
eran de Acinetobacter calcoaceticus y codifican catecol 1,2-dioxigenasa (denominada en lo sucesivo "CatA") y una
proteina ("CatX") de funcién desconocida que podria potenciar la actividad de CatA. En la bibliografia, el gen catX
también se denomina "orfl" (Neidle y Ornston, 1986). En esta memoria descriptiva de patente, los autores de la
presente invencion se referiran al par de genes catA mas catX de Acinetobacter como "catAX". El gen heterélogo
aroY era de Klebseilla pneumoniae y codifica protocatecuato descarboxilasa (denominado en lo sucesivo "AroY").

Se ha publicado una solicitud de patente mas reciente, relacionada con las patentes expedidas anteriormente,
(documento WO 2011/085311 A1) En esta solicitud, se usé la misma cepa mencionada anteriormente,
WN1/pWN2.248, para producir acido cis,cis-muconico, que a continuacion se isomerizo a acido cis,trans-muconico,

Sin embargo, la cepa WN1/pWN2.248 no es adecuada para la produccion comercial a gran escala, por lo que es
necesario un procedimiento mucho mejor. La presente invencién proporciona biocatalizadores mejorados para la
produccién fermentativa de acido cis,cis-muconico.

El procedimiento descrito en el documento WO 2011/085311 A1 tiene muchas ofras caracteristicas que lo hacen
poco practico para la implementacion a gran escala comercial. La mutacién aroE353 que se incluyé en el
biocatalizador WN1/pWN2.248 utilizado en la produccién fermentativa de funciones de acido cis,cis-mucoénico para
bloquear el flujo de carbono en la parte inferior de la ruta de shikimato para maximizar el flujo a la ruta deseada a
acido cis,cis-muconico. Sin embargo, la mutacion aroE es una mutacion "nula" (una mutacién que hace que el gen
sea inactivo para todos los fines practicos), que tiene el efecto de convertir la cepa en un auxétrofo para los
aminoacidos aromaticos (fenilalanina, tirosina y triptéfano) y vitaminas aromaticas o intermedios de tipo vitamina
preparados a partir de la ruta del shikimato (acido p-hidroxibenzoico, acido p-aminobenzoico y acido 2,3-
dihidroxibenzoico). Los aminoacidos aromaticos son relativamente costosos, y su requerimiento afadiria una gran
carga al coste de producir acido cis,cis-mucénico. Por lo tanto, también existe la necesidad de un procedimiento que
no requiera la adicidon de estos costosos nutrientes al medio de crecimiento.

Otro problema mas asociado con el biocatalizador actualmente disponible para la produccion de acido cis,cis-
muconico esta relacionado con la necesidad de mantener un plasmido multicopia para expresar algunos de los
genes necesarios (Niu et al.,, 2002). Los plasmidos multicopia a menudo son demasiado inestables para ser
utilizados en procedimientos industriales a gran escala. Ademas, al menos uno de los genes en los plasmidos se
expresa a partir de un promotor, Pi¢, que requiere isopropiltiogalactésido (IPTG) o lactosa para la induccion, y esos
dos productos quimicos son demasiado costosos para permitir un procedimiento econémicamente atractivo. Por lo
tanto, existe una necesidad de cepas mas estables que tengan casetes de expresion integrados de manera estable
en el cromosoma de la cepa de produccion, y existe la necesidad de altos niveles de expresiéon de promotores
constitutivos para aliviar la necesidad de inductores quimicos para los promotores.

La presente invencion se refiere a los siguientes articulos:
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1. Un microorganismo modificado genéticamente que produce acido cis,cis-mucoénico a partir de una fuente de
carbono no aromatico, que comprende un gen que codifica una enzima shikimato deshidrogenasa, en donde
dicha enzima shikimato deshidrogenasa con pérdida de funcién parcial confiere prototrofia a los aminoacidos
aromaticos y vitaminas, pero sin conducir a una secrecion significativa de compuestos aromaticos.

2. Un microorganismo modificado genéticamente como en el apartado 1, en donde dicho microorganismo
modificado genéticamente es una bacteria.

3. Un microorganismo modificado genéticamente como en el apartado 1, en donde dicho microorganismo
modificado genéticamente es Escherichia coli.

4. Un microorganismo modificado genéticamente como en el apartado 1, que comprende adicionalmente uno o
mas genes exodgenos seleccionados de un grupo que consiste en aroZ, ga-4, asbF, aroY, quiC y catAX, en
donde dichos genes exdgenos codifican proteinas funcionales en una ruta del acido mucénico.

5. Un microorganismo modificado genéticamente como en el apartado 1, que comprende adicionalmente uno o
mas genes exdgenos seleccionados de un grupo que consiste en aroB, aroD, aroF, aroG, aroH, tktA, talB, rpe,
y rpi, donde dichos genes exdgenos codifican proteinas funcionales en una ruta del acido shikimico.

6. Un microorganismo modificado genéticamente como en el apartado 1, en donde la actividad de una proteina
reguladora negativa de la biosintesis de aminoacidos aromaticos codificada por un gen tyrR o su homdlogo se
reduce o elimina sustancialmente.

7. Un microorganismo modificado genéticamente como en el apartado 1, que comprende adicionalmente un
gen aroG*que codifica una enzima DAHP sintasa que es sustancialmente resistente a la inhibicion por
fenilalanina.

8. Un organismo modificado genéticamente del apartado 7, que comprende un gen aroG*que codifica una
enzima DAHP sintasa que se selecciona de un grupo que consiste en aroG*20-893, AroG*20-897 aroG*20-
899, agog*20-901, aroG*111, agog*211, agog*272, aroG*311, aroG*312, aroG*411, aroG*412 , y aroG*511.

La presente invencidn proporciona microorganismos modificados por ingenieria genética que producen acido cis,cis-
muconico a partir de fuentes de carbono no aromaticas de acuerdo con el apartado 1 anterior. Los microorganismos
modificados genéticamente no necesitan contener plasmidos exdgenos para producir acido mucoénico, aunque
tienen ciertos genes exdgenos o heterélogos necesarios para lograr el fenotipo deseado. Los genes exdgenos
introducidos en los microorganismos se integran de forma estable en el ADN cromosémico. Como resultado de esta
integracion en el ADN cromosémico de los genes exdgenos, se elimina por completo la necesidad del uso de
antibidticos u otros métodos selectivos para mantener los plasmidos que portan ADN exdgeno. Ademas, se utilizan
promotores fuertes que no requieren inductores quimicos para expresar los genes necesarios para la ruta desde la
fuente de carbono, tal como glucosa, a acido cis,cis-mucoénico.

En una realizacién de la presente invencion, se modifica genéticamente la actividad de un regulador negativo de la
biosintesis de aminoacidos aromaticos. En un aspecto de la presente invencion, la actividad del regulador negativo
TyrR se reduce sustancialmente mediante el control de la expresién del gen tyrR que codifica la proteina TyrR. En
otro aspecto de la presente invencion, la actividad del regulador negativo TyrR se elimina por completo eliminando o
inactivando el tyrR gen del ADN cromosémico del microorganismo.

En otra realizacion de la presente invencion, la inhibiciéon por retroalimentacién de ciertas enzimas en la ruta de
aminoacidos aroméaticos debido a ciertos metabolitos se supera mediante manipulaciones genéticas. En la mayoria
de las cepas de E. coli de tipo salvaje, desoxiarabino-heptulosonato 7-fosfato (DAHP) sintasa se produce en forma
de tres diferentes isozimas que se sabe que estan codificadas por tres genes diferentes, a saber aroG, aroF y aroH.
Las proteinas codificadas por cada uno de estos tres genes estan sujetas a la inhibicidon por retroalimentacion de
uno o0 mas metabolitos de la ruta del acido shikimico responsable de la biosintesis de aminoacidos aromaticos. En
un aspecto de la presente invencion, el gen aroG de tipo salvaje es reemplazado por un gen aroG modificado que
codifica una proteina AroG que es resistente a la inhibicion por retroalimentaciéon por uno o mas metabolitos de la
ruta de aminoacidos aromaticos dentro de la célula microbiana. En otro aspecto de la presente invencién, el gen
aroF de tipo salvaje es reemplazado por un gen aroF que codifica una proteina AroF que es resistente a la inhibicion
por retroalimentacion por uno o mas metabolitos de la ruta de aminoacidos aromaticos dentro de la célula
microbiana. En otro aspecto mas de la presente invencion, el gen aroH de tipo salvaje es reemplazado por un gen
aroH que codifica una proteina AroH que es resistente a la inhibicion por retroalimentacién por uno o mas
metabolitos de la ruta de aminoacidos aromaticos dentro de la célula microbiana. En ofra realizacion mas de la
presente invencion, el biocatalizador seleccionado para la produccion comercial de acido cis,cis-mucénico puede
tener mas de una isozima resistente a la retroalimentacién para desoxiarabino-heptulosonato 7-fosfato (DAHP)
sintasa.
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En otra realizacién de la presente invencién, se potencia la actividad de una o mas de las enzimas implicadas en el
flujo de carbono a través de la ruta de aminoacidos aromaticos dentro de la célula microbiana. En un aspecto de la
presente invencion, la mejora de la actividad de una o mas enzimas implicadas en el funcionamiento de una ruta de
aminoacidos aromaticos y/o una ruta del acido muconico se lleva a cabo mediante manipulacion genética. En una
realizacién preferida de la presente invencion, se potencia la expresién de uno o mas de los genes que codifican
enzimas o proteinas AroF, AroG, AroH, AroB, TktA, TalB, AroZ, QutC, ga-4, asbF, QuiC, AroY, Rpe , Rpi, Pps, CatA
y CatX o sus homologos o analogos dando lugar al aumento de actividad de dichas enzimas. Rpe es una ribulosa-5-
fosfato epimerasa, Rpi es una ribulosa-5-fosfato isomerasa, y Pps es una fosfoenol piruvato sintetasa ((Neidhardt y
Curtiss, 1996). Si la cepa anfitriona es una levadura, por ejemplo Saccharomyces cerevisiae, o un hongo
filamentoso, por ejemplo, Neurospora crassa, varias de las enzimas que catalizan reacciones en la ruta del shikimato
se pueden combinar en una gran proteina o polipéptido, denominados Aro1p, codificados por el gen ARO1 en el
caso de S. cerevisiae. Aro1p combina las funciones de AroB, AroD, AroE, AroK (o AroL) y AroA). Como tal, para los
propositos de esta invencién, Aro1p, y ARO1, o una porcion de los mismos, se pueden usar como un sustituto, o
ademas de, AroB, AroD, AroE, AroK, y/o AroA.

En otra realizacion mas de la presente invencién, el flujo a través de la eritrosa-4-fosfato dentro de la célula
bacteriana se potencia por medio de enzimas que expresan en exceso en el funcionamiento de la ruta de la pentosa
fosfato. En un aspecto de la presente invenciéon se modifica genéticamente la produccién en exceso de la enzima
transaldolasa codificada por el gen talB o talA. En otro aspecto de la presente invencion, la expresion de los genes
que codifican ambas enzimas transaldolasa y transcetolasa se potencia mediante manipulaciones genéticas. En otro
aspecto mas de la presente invencion, la expresion de los genes que codifican cualquiera o ambas ribulosa-5-fosfato
epimerasa y ribulosa-5-fosfato isomerasa se potencia mediante manipulaciones genéticas.

En otra realizacion de la presente invencion, la PEP (fosfoenol piruvato) disponible para el funcionamiento de la ruta
de aminoéacidos aromaticos se incrementa a través de la manipulacion genética. En un aspecto de la presente
invencion, la competicion por la reserva de PEP disminuye por eliminacién y/o complementaciéon del sistema de
fosfotransferasa (PTS) dependiente de PEP para la captaciéon de glucosa con un sistema independiente de PEP
para la captacion de glucosa. En otra realizacién mas de la presente invencion, la disponibilidad de PEP aumenta al
aumentar la expresion de un gen que codifica una PEP sintetasa, tal como pps.

Las figuras muestran:

FIG. 1. Via para la biosintesis de aminoacidos aromaticos en E. coli.
FIG. 2. Via para la produccion de acido mucénico en E. coli.

FIG. 3. Cromatografia que muestra los patrones utilizados para el analisis de HPLC de acido muconico total e
intermedios bioquimicos.

FIG. 4. Cromatografia que muestra los estandares utilizados para el analisis por HPLC de isdmeros de acido
mucoénico.

FIG. 5. Titulo para la produccion de DHS en el cepa MYR34 de E. coli transformada con plasmidos
pCP32AMP, pCP14 y pCP54. La cepa MYR34 de E. coli tiene una delecion en el gen aroE. El plasmido
pCP32AMP expresa el gen aroG que codifica la DAHP sintasa. El plasmido pCP14 expresa el gen aroB que
codifica DHQ sintasa. El plasmido pCP54 expresa ambos genes aroB y aroG.

FIG. 6. Titulo para la produccion de DHS en las cepas MYR34 y MYR170 de E. coli transformadas con
plasmidos pCP32AMP y pCP54. La variedad MYR34 de E. coli tiene una delecion del gen aroE. La cepa
MYR170 tiene una delecidn del gen aroE y una segunda copia del gen aroB bajo el control del promotor P15
integrado en el locus ack del ADN cromosoémico del anfitrién. El plasmido pCP32AMP expresa el gen aroG que
codifica la DAHP sintasa. El plasmido pCP54 expresa ambos genes aroB y aroG.

FIG. 7. Titulo para la produccién de acido cis,cis-muconico en las cepas MYR34 y MYR170 de E. coli
transformadas con el plasmido pMG37 solo o con ambos plasmidos pMG37 y pCP32AMP. La cepa MYR34 de
E. coli tiene una delecion del gen aroE. La cepa MYR170 tiene una delecién del gen aroE y una segunda copia
del gen aroB bajo el control del promotor P15 integrado en el locus ack del ADN cromosémico del anfitrion. El
plasmido pCP32AMP expresa el gen aroB que codifica la DAHP sintasa. El plasmido pMG37 expresa los
genes aroZ, aroY, y catAX, que codifican proteinas funcionales en la ruta del acido mucoénico.

FIG. 8. Titulo para la produccién de DHS en la cepa MYR170 de E. coli transformada con un plasmido que
expresa el gen aroG solo (pCP32AMP) o los genes aroG y tktA simultaneamente (pCP50). La cepa MYR170
tiene una delecién del gen aroE y una segunda copia del gen aroB bajo el control del promotor P45 integrado
en el locus ack del ADN cromosodmico del anfitrion.

FIG. 9. Rendimiento de DHS de las tinciones MYR34 y MYR170 de E. coli transformada con plasmidos
pCP32AMP y pCP50. El rendimiento de DHS se calcula como gramos de DHS producidos por gramo de
glucosa consumida. El plasmido pCP32AMP expresa el gen aroG mientras que pCP50 expresa aroG y tktA. La
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cepa bacteriana MYR34 tiene una delecion en el gen aroE. La cepa MYR170 de E. coli se obtiene de MYR34 y
tiene un gen aroB adicional integrado en el locus ack en el ADN cromosémico.

FIG. 10. Titulo de DHS de las cepas MYR170 y MYR261 de E. coli transformada con plasmidos pCP32AMP y
pCP50. El plasmido pCP32AMP expresa el gen aroG, mientras que pCP50 expresa los genes aroB y tktA. La
cepa MYR170 tiene una delecién del gen aroE y una segunda copia del gen aroB bajo el control del promotor
P45 integrado en el locus ack del ADN cromosdmico del anfitrion. La cepa MYR261 de E. coli se obtiene de la
cepa MYR170 de E. coli. La cepa Mar261 de E. coli tiene una segunda copia del gen tktA con su promotor
nativo integrado en el locus poxB del ADN cromosomico.

FIG. 11. Produccién de acido mucénico y acido acético en cepas MYR170, MYR261 y MYR305 de E. coli
transformadas con el plasmido pCP32AMP que expresa aroG que codifica DAHP sintasa en la ruta biosintética
del acido shikimico el plasmido pMG37 que expresa los genes aroZ, aroY y catAX que codifican proteinas
funcionales en la ruta del acido mucénico. La cepa MYR170 tiene una delecion en el gen aroE y una copia
adicional del gen aroB bajo el control del promotor P15 insertado en locus ack en el ADN cromosémico del
anfitrion. MYR261 y MYR305 son derivados de la cepa MYR170. MYR261 tiene una copia adicional de gen
tktA integrado en el locus poxB en el ADN cromosomico del anfitrion, mientras que MYR305 tiene una delecion
en el locus poxB en el ADN cromosémico del anfitrion.

FIG. 12. Conversién de DHS enddégeno producido por la cepa MYR34 de E. coli en acido mucénico. La cepa
MYR34 de E. coli tiene una delecién en el gen aroE que codifica shikimato deshidrogenasa. Como resultado,
hay una acumulacién de DHS. Cuando la cepa MYR34 se transforma con un plasmido que expresa aroZ, aroY
y catAX, los genes que codifican proteinas funcionales en la ruta del acido mucoénico, hay conversion de DHS
en acido mucénico. Sin embargo, no se produce conversién de DHS en acido mucodnico cuando la cepa
MYR34 es transformada con el vector plasmidico vacio (pCL1921) sin ningin gen exdgeno.

FIG.13. Comparacion de homdlogos de AroZ por su capacidad para desviar DHS en la ruta del acido
muconico. Se clonaron tres diferentes homologos de aroZ, a saber quiC de Acinetobacter sp. ADP1, asbF de
Bacillus thuringiensis, y qa-4 de Neurospora crassa bajo el promotor P2 en un plasmido de bajo numero de
copias que también expresaba los genes catAX y aroY de los promotores P15 y lambda Pr respectivamente.
Estas tres construcciones de plasmidos diferentes se expresaron en MYR34 mediante transformacion y se
midio la cantidad de acido mucénico producido.

FIG. 14. Copias Unicas de catAX, aroY y quiC se integraron cromosomicamente en la cepa MYR170 de E. coli
(AaroE, Aack::Pis-aroB) dando como resultado MYR352 (SEQ ID No. 41). MYR170 también se transformo con
plasmido pMG37 de bajo nimero de copias que portaba todos los genes necesarios para el funcionamiento de
la ruta del acido mucoénico que conduce a la cepa MYR219. Tanto MYR352 como MYR219 se transformaron
con YEp24 (vector vacio de nimero de copias medio) o pCP32AMP (plasmido que expresa aroG de numero
de copias medio) o pCP50 (plasmido que expresa aroG y tktA de ndmero de copias medio) y la cantidad de
PCA, catecol y acido mucénico producidos se cuantificaron utilizando el método de HPLC.

FIG. 15. Eliminacion de la acumulacion de catecol en MYR352 mediante el aumento de la expresion de catAX.
MYR352 se transformé con un plasmido que expresaba aroY solo (pMG27) o un plasmido que expresaba quiC
solo (pMG39) o un plasmido que expresaba los tres genes de la ruta del acido mucénico a saber catAX, aroY y
quiC (pMG37) o un plasmido que expresaba solo dos genes en la ruta del &cido mucénico a saber catAX y
aroY (pMG33). La expresion en exceso de catAX solo fue suficiente para evitar la acumulacion de catecol.

FIG. 16. Crecimiento de cepas utilizando diferentes sistemas para importar glucosa. La deleciéon de ptsHI y
galP (MYR31) conduce a la falta de crecimiento en medio minimo de glucosa, mientras que la instalacion de
genes glf y glk (MYR217) devuelve el crecimiento. La cepa de control MYR34 es AaroE, pero por otra parte de
tipo salvaje. Los tres aminoacidos aromaticos y tres vitaminas aromaticas se afadieron al medio para permitir
el crecimiento de las cepas auxoétrofas.

FIG. 17. Produccion de DHS en cepas MYR34 y MYR217 de E. coli. Cuando se transformo con plasmidos que
conducen a la produccion de DHS, MYR217, que utiliza glf-glk para la importacion de glucosa, produjo un titulo
mas alto de DHS que los transformantes de MYR34, que utiliza el sistema de fosfotransferasa (PTS).

FIG. 18. Produccion de acido muconico por la cepa MYR428 de E. coli en un fermentador de 7 litros. La cepa
MYR261 de E. coli con un genotipo de AroE AackA::PAGis-aroB ApoxB aktA se transformo con los plasmidos
pCP32AMP y pMG37 para generar la cepa MYR428 de E. coli.

Segun se utiliza en esta solicitud de patente, la frase "por ejemplo” o "tal como" pretende indicar que hay mas de un
método, enfoque, solucidon o composicion de la materia para el tema en cuestion, y no se pretende que el ejemplo
proporcionado se limite a ese ejemplo.

El término "heterélogo" se refiere a un gen o proteina que no se encuentra de forma natural o nativa en un
organismo, pero que puede introducirse en un organismo mediante ingenieria genética, tal como mediante
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transformacion, apareamiento o transduccion. Un gen heterdlogo puede integrarse (insertarse) en un cromosoma o
estar contenido en un plasmido. El término "exdgeno” se refiere a un gen o proteina que se ha introducido o alterado
en un organismo con el fin de aumentar, disminuir o eliminar una actividad mediante ingenieria genética, tal como
mediante transformacion, apareamiento, transduccion o mutagénesis. Un gen o proteina exdgenos pueden ser
heterdlogos, o pueden ser un gen o proteina que son nativo del organismo anfitrion, pero alterado por uno o mas
métodos, por ejemplo, mutacion, delecion, cambio de promotor, cambio de terminador, duplicacion, o la insercion de
una o mas copias adicionales en el cromosoma o en un plasmido. Asi, por ejemplo, si se inserta una segunda copia
del gen aroB en un sitio en el cromosoma que es distinto del sitio nativo, la segunda copia seria exégena.

El término "microorganismo” segun se utiliza en la presente invencion incluye bacterias, arqueas, levaduras, algas y
hongos filamentosos que pueden usarse para la produccion comercial de acido cis,cis-mucénico a través de un
procedimiento de fermentacion.

Para la nomenclatura, un gen o region codificante suele nombrarse con letras minusculas en cursiva, por ejemplo
"aroZ", mientras que la enzima o proteina codificada por un gen puede nombrarse con las mismas letras, pero con la
primera letra en mayuscula y sin cursivas, por ejemplo "AroZ" o "Aro1p", el ultimo de los cuales es un ejemplo de la
convencién utilizada en levaduras para designar una enzima o proteina. La "p" es una abreviatura de proteina,
codificada por el gen designado. La enzima o proteina también se puede denominar con un nombre mas descriptivo,
por ejemplo, AroZ también se puede denominar 3-deshidroxishikimato deshidratasa. Un gen o region codificante que
codifica un ejemplo de una enzima que tiene una actividad catalitica particular puede tener varios nombres
diferentes debido a origenes histéricamente diferentes, o debido a que el gen proviene de diferentes especies. Por
ejemplo, el gen que codifica la 3-deshidroshikimato deshidratasa de Bacilus thuringiensis o Bacillus Anthracis puede
ser denominado asbF en lugar de aroZ, el gen relacionado de Aspergillus nidulans puede ser denominado qutC, el
gen relacionado de Neurospora crassa puede ser denominado ga-4, y el gen relacionado de Acinetobacter baylyi
(también conocido como Acinetobacter calcoaceticus y Acinetobacter Sp. ADP1) puede ser denominado quiC.

Un "plasmido" significa una molécula de ADN circular o lineal que es sustancialmente mas pequefia que un
cromosoma, separada del cromosoma o cromosomas de un microorganismo, y que se replica por separado del
cromosoma o los cromosomas. Un "plasmido" puede estar presente en aproximadamente una copia por célula o en
mas de una copia por célula. El mantenimiento de un plasmido dentro de una célula microbiana en general requiere
una seleccién con antibiético, pero también se puede usar la complementacion de una auxotrofia.

El término "cromosoma" o "ADN cromosdémico" segun se utiliza en esta invencion en el contexto de una célula
bacteriana es una molécula circular de ADN que es sustancialmente més grande que un plasmido y no requiere
ninguna seleccion con antibiéticos.

Un "casete de expresion” significa una secuencia de ADN que puede ser parte de un cromosoma o plasmido que
contiene al menos un promotor y un gen o region que codifica una enzima u otra proteina, de modo que la regiéon
codificante es expresada por el promotor y la enzima o proteina es producida por una célula anfitriona que contiene
la secuencia de ADN. Un "casete de expresion" puede ser al menos parcialmente sintético, o construirse por
métodos de ingenieria genética, de modo que la regién codificante se expresa a partir de un promotor que no esta
asociado de forma natural con la regién codificante. Opcionalmente, el "casete de expresion" puede contener un
terminador de la transcripcién que puede ser o no un terminador que esta asociado de forma natural con la region
codificante. Un "casete de expresion" puede tener regiones codificantes para mas de una proteina, en cuyo caso
puede denominarse operdn, o un operon sintético.

"Expresion en exceso" de un gen o region codificante significa hacer que la enzima o proteina codificada por ese gen
0 region codificante se produzca en un microorganismo anfitrién a un nivel que es mas alto que el nivel encontrado
en la version de tipo salvaje del microorganismo anfitrion bajo condiciones de crecimiento iguales o similares. Esto
se puede lograr, por ejemplo, mediante uno o méas de los siguientes métodos: 1) instalar un promotor mas fuerte, 2)
instalar un sitio de union al ribosoma mas fuerte, tal como una secuencia de ADN 5-AGGAGG, situada entre cuatro
y diez bases aguas arriba del codén de inicio de la traducciodn, 3) instalar un terminador o un terminador mas fuerte,
4) mejorar la eleccién de codones en uno o mas sitios en la regién codificante, 5) mejorar la estabilidad del ARNm, y
6) aumentar el numero de copias del gen, ya sea introduciendo copias multiples en el cromosoma o colocando el
casete en un plasmido multicopia. Se dice que una enzima o proteina producida a partir de un gen que esta
expresado en exceso se "produce en exceso". Un gen que esta siendo "expresado en exceso" o una proteina que
esta siendo "producida en exceso" puede ser una que es nativa de un microorganismo anfitrién, o puede ser una que
ha sido trasplantada por métodos de ingenieria genética de un organismo diferente a un microorganismo anfitrién,
en cuyo caso, la enzima o proteina y el gen o region codificante que codifican la enzima o proteina se denominan
"foraneos" o "heterdlogos". Los genes y proteinas foraneos o heterdlogos estan, por definicion, expresados en
exceso y producidos en exceso, ya que no estan presentes en el organismo anfitrion no modificado genéticamente.

Un "homadlogo" de un primer gen, secuencia de ADN o proteina es un segundo gen, ADN. secuencia, o proteina que
realiza una funcién bioldgica similar a la de dicho primer gen, secuencia de ADN o proteina, y que tiene al menos
25% de identidad de secuencia (cuando se comparan secuencias de proteinas o se compara la secuencia de
proteina derivada de secuencias de genes) con dicho primer gen o proteina, segun se determina mediante el
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programa informatico BLAST para la comparacion de secuencias (Altschul et al., 1990; Altschul et al., 1997), y que
permite supresiones e inserciones. Un ejemplo de un homdlogo del gen aroG de E. coli seria el gen aroG de
Salmonella typhimurium.

Un "analogo" de un primer gen, secuencia de ADN o proteina es un segundo gen, secuencia de ADN o proteina que
desempefia una funcion biolégica similar a la de dicho primer gen, secuencia de ADN o proteina, pero cuando hay
menos de 25% de identidad de secuencia (cuando se comparan secuencias de proteina o se compara la secuencia
de proteina derivada de secuencias de gen) con dicho primer gen, secuencia de ADN o proteina, segun se
determina por el programa informatico BLAST para comparacion de secuencia (Altschul et al., 1990; Altschul et al. ,
1997), y permite supresiones e inserciones. Un ejemplo de un analogo de la proteina AroZ de Klebsiella pneumoniae
seria la proteina QutC de Aspergillus nidulans, ya que ambas proteinas son enzimas que catalizan la reaccion de
deshidroxiquimato deshidratasa 3, pero no existe una homologia de secuencia significativa entre las dos enzimas o
sus respectivos genes. Un cientifico conocedor de la técnica sabra que muchas enzimas y proteinas que tienen una
funcion bioldgica concreta, por ejemplo, la DAHP sintasa o la 3-deshidroshikimato deshidratasa, se pueden
encontrar en muchos organismos diferentes, ya sea como homodlogos o analogos, y dado que los miembros de
dichas familias de enzimas o proteinas comparten la misma funcién, aunque pueden ser de estructura ligera o
sustancialmente diferente, en muchos casos se pueden usar diferentes miembros de la misma familia para realizar la
misma funcion biolégica utilizando los métodos actuales de ingenieria genética. Por lo tanto, por ejemplo, la enzima
AroZ y la enzima QutC catalizan la misma reaccién, DHS deshidratasa, por lo que una de ellas dara como resultado
la produccién de acido cis,cis-muconico en el contexto adecuado, y la eleccion de cudl usar en Ultima instancia se
puede realizar eligiendo la que conduce a un titulo mas alto de acido cis,cis-mucénico bajo condiciones de
fermentacion similares.

Una "fuente de carbono no aromatica" o un "compuesto no aromatico" es un compuesto que contiene carbono que
puede usarse para alimentar a un microorganismo de la invencién como fuente de carbono y/o energia, en la cual el
compuesto no contiene un anillo de seis miembros relacionado con el benceno. Los ejemplos de fuentes de carbono
no aroméaticas incluyen glucosa, xilosa, lactosa, glicerol, acetato, arabinosa, galactosa, manosa, maltosa o sacarosa.
Un "compuesto aromatico" es un compuesto que contiene uno o mas anillos de seis miembros relacionados con el
benceno. Un ejemplo de un compuesto aromatico es catecol, o 1,2-dihidroxibenceno.

Un "promotor constitutivo fuerte" es una secuencia de ADN que normalmente se encuentra aguas arriba (en el lado
5' de un gen cuando se representa en la orientacién 5' a 3' convencional) de una secuencia de ADN o un gen que se
transcribe mediante una ARN polimerasa, y que causa que dicha secuencia o gen de ADN se exprese por
transcripcion mediante una ARN polimerasa a un nivel que se detecta facilmente directa o indirectamente mediante
cualquier procedimiento de ensayo apropiado. Los ejemplos de los procedimientos de ensayo apropiados incluyen 1)
transcriptasa inversa cuantitativa mas PCR, 2) ensayo enzimatico de una enzima codificada, 3) gel de proteina
tefiido con azul Coomassie, 0 4) produccion medible de un metabolito que se produce indirectamente como
resultado de dicha transcripcion, y tal transcripcion medible que se produce independientemente de la presencia o
ausencia de una proteina que regula especificamente el nivel de transcripcién, un metabolito o un quimico inductor.
Un ejemplo de un promotor que no es un "promotor constitutivo fuerte" es el promotor Pisc de E. coli, ya que esta
reprimido por un represor en ausencia de lactosa o del inductor IPTG. Utilizando métodos bien conocidos en la
técnica, se puede usar un "promotor constitutivo fuerte" para reemplazar un promotor nativo (un promotor que de
otro modo existiria naturalmente aguas arriba de una secuencia o gen de ADN), dando como resultado un casete de
expresion que puede colocarse en un plasmido o cromosoma y que proporciona un nivel de expresion de una
secuencia o gen de ADN deseado a un nivel que es mayor que el nivel del promotor nativo. Un promotor constitutivo
fuerte puede ser especifico para una especie o género, pero a menudo un promotor constitutivo fuerte de una
bacteria puede funcionar bien en una bacteria distantemente relacionada. Por ejemplo, un promotor de Bacillus
subtilis o un fago que normalmente crece en B. subtilis puede funcionar bien en E. coli. Un "promotor constitutivo
fuerte" es sustancialmente diferente de los promotores inducibles, como P, que se han usado en la produccion de
la técnica anterior de acido cis,cis-muconico y tipicamente requieren un costoso cambio quimico u otro cambio
ambiental para el nivel deseado de funcion (Niu et al., 2002). Ejemplos de promotores constitutivos fuertes son P1s,
P2s, de fago SP01 de Bacillus subtilis y colifago lambda Pr (SEQ ID NO. 1, 2y 3).

Una "ruta muconica" o "ruta de acido mucénico" se refiere a una ruta bioquimica de DHS a PCA a catecol a cis,
acido cis-mucénico, y un "gen de la ruta mucénica" o "gen de la ruta del acido mucénico" es un gen que codifica una
enzima que catalizan una etapa en una ruta mucoénica, o codifica una funcién auxiliar que sirve para potenciar la
actividad de una de dichas enzimas, por ejemplo, aroZ, aroY, catA, catX, y qutC. DHS es una abreviatura de 3-
deshidroshikimato, y PCA es una abreviatura de acido protocatecuico. Un "plasmido mucoénico" es un plasmido que
contiene uno o mas genes de la ruta mucénica.

Algunas de las manipulaciones genéticas utilizadas en la presente invencién se centran en la ruta comun para la
biosintesis de aminoacidos aromaticos presente en las células bacterianas como se muestra en la Figura 1. La ruta
comun para la biosintesis de aminoacidos aromaticos como se representa en la Figura 1 de DAHP sintasa a
corismato sintasa también se conoce como la "via del acido shikimico".

Existe un volumen sustancial de trabajos publicados sobre ingenieria genética de microorganismos para la
producciéon de aminoacidos aromaticos, fenilalanina, tirosina y triptéfano (documentos US 4.681.852, US 4.753.883,
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US 6.180.373, Solicitud de Patente Europea 86300748.0). Los enfoques incluyen el uso de diversas combinaciones
de enzimas resistentes a la retroalimentacion (AroF, AroG, PheA, TyrA), desregulacion de la represion de la
transcripcion (TyrR), aumento de la fuerza del promotor (Piac, Piac) Y aumento del nimero de copias de uno o mas
genes (tktA). Sin embargo, no se probaron muchas combinaciones especificas de los enfoques anteriores, ya sea
porque habia demasiadas combinaciones para intentar sin excesiva experimentacion, o porque no se conocian
cudles serian las mejores combinaciones. Mas importante aun, todavia no se conoce la idoneidad de cualquiera de
estas combinaciones de manipulaciones genéticas para desarrollar un biocatalizador para la producciéon comercial
de acido mucoénico utilizando fuentes de carbono renovables y no aromaticas.

La ruta biosintética de los aminoacidos aromaticos es bien conocida para muchos microorganismos, especialmente
para E. coli (Neidhardt y Curtiss, 1996). En una célula de tipo salvaje, la ruta esta estrechamente regulada por la
inhibicion de la retroalimentacion y la represion de la transcripcion. La primera etapa comprometida esta catalizada
por deoxi-arabino-heptulosonato 7-fosfato (DAHP) sintasa, de las cuales hay tres isoenzimas codificadas por aroF,
aroG y aroH. Las tres isozimas, AroF, AroG y AroH, inhiben la retroalimentacion de los productos de la ruta amino
biosintética aromatica, a saber, mediante tirosina, fenilalanina y triptéfano, respectivamente. Los mutantes
resistentes a la retroalimentaciéon de los tres son bien conocidos (Draths et al., 1992; Lutke-Eversloh y
Stephanopoulos, 2007; Hu et al., 2003; Shumilin et al., 1999). Un aspecto de la presente invencién implica el uso de
alelos resistentes a la retroalimentacion de los genes AroF, aroG, y aroH para expresar proteinas enzimaticas AroF,
AroH y AroH que son resistentes a la inhibicidn por retroalimentacion por los productos de la ruta biosintética de los
aminoacidos aromaticos. La transcripcion de varios de los operones implicados en la ruta aromatica esta regulada
por el represor codificado por el gen tyrR o el represor codificado por el gen trpR, o ambos (Neidhardt et al., 1996).
De particular importancia es la regulacion negativa de la transcripcién de aroG y aroF por la proteina TyrR cuando se
une con uno o mas de los aminoacidos aromaticos. Un aspecto de la presente invencién implica la eliminacion de la
regulacion negativa por genes tyrR o typR mediante la eliminacion de estos genes del cromosoma de la cepa
bacteriana del anfitrion.

El objeto de esta invencion es la creacion de nuevas combinaciones de casetes modificado genéticamente con
nuevos elementos modificados genéticamente con el fin de aumentar los parametros de fermentacion y la idoneidad
para la produccién comercial a gran escala de una cepa productora de acido cis,cis-muconico. En particular, la
técnica anterior para la produccion de acido cis,cis-muconico no ilustra ciertas combinaciones de elementos
genéticos, por ejemplo, pero sin limitacion, diversas combinaciones de un AroG resistente a la retroalimentacion
producido en exceso, un AroF resistente a la retroalimentacion producido en exceso, un tktA expresado en exceso,
un TalA expresado en exceso, casetes integrados cromosdmicamente para expresar un aroZ, aroY, y un catAX (o
analogos u homologos de los mismos) de promotores constitutivos fuertes, y un alelo de aroE con pérdida de funcion
parcial, que los autores de la presente invencion definen como un gen que codifica una enzima AroE que confiere
prototrofia a los aminoacidos aromaticos y vitaminas, pero sin producir una secrecion significativa de compuestos
aromaticos.

Todos los ejemplos especificos de construcciones de cepas descritas en la presente memoria derivan de una cepa
C de E. coli de tipo salvaje (ATCC 8739), o Cepas K-12 de E. coli (YMC9 o MM294) pero los elementos genéticos
descritos en la presente memoria se pueden ensamblar en cualquier otra cepa de E. coli, y los casetes de expresion
0 analogos y homodlogos apropiados de los elementos genéticos descritos en la presente memoria pueden
ensamblarse en cualquier otro microorganismo adecuado, tales como otras especies de bacterias, arqueas,
levaduras, algas y hongos filamentosos que puedan usarse para la produccién comercial de acido cis,cis-mucoénico a
través de un procedimiento de fermentacion.

En E. coli, la ruta de biosintesis de aminoacidos aromaticos de la glucosa comienza con la rama no oxidativa de la
ruta de la pentosa fosfato (PPP). Cuatro enzimas clave en la ruta de la pentosa fosfato no oxidante son
transcetolasa, transaldolasa, ribulosa-5-fosfato epimerasa y ribulosa-5-fosfato isomerasa. Estas enzimas catalizan
las reacciones que conducen a la formacion de eritrosa 4-fosfato (E4P) a partir de azicares de hexosa o pentosa.
Para aumentar la disponibilidad de E4P en E. coli, el gen tktA que codifica la transcetolasa puede expresarse en
exceso (Niu et al.,, 2002). Del mismo modo, también se espera que la expresion en exceso del gen de la
transaldolasa aumente la disponibilidad de E4P en algunas circunstancias (Bongaerts et al., 2001). En otro aspecto
mas de la presente invencion, la expresion de los genes de la transcetolasa y transaldolasa se potencia mediante
manipulaciones genéticas que conducen a un aumento en la actividad de las enzimas transcetolasa y transaldolasa.
En otro aspecto mas de la invencidn, el flujo a través de la rama no oxidativa de la PPP aumenta al producir en
exceso ribulosa-5-fosfato epimerasa y ribulosa-5-fosfato isomerasa.

La primera etapa comprometida y la reaccion mas estrictamente regulada en la ruta comun de los aminoacidos
aromaticos es la condensacion de fosfoenolpiruvato (PEP) y E4P para producir desoxiarabino-heptulosonato 7-
fosfato (DAHP) por DAHP sintasa (codificada por aroG, aroF, y aroH). La D-glucosa consumida por E. coli se lleva a
la biosintesis aromatica en parte a través de la PPP, y en parte a través de la glucdlisis. El flujo de glucosa en la ruta
aromatica aumenta en gran medida cuando la transcetalosa (tktA) y una isozima de DAHP sintasa (aroG) se
amplifican a través de la transformaciéon con un plasmido que aumenta su expresiéon al aumentar su nimero de
copias (Niu et al., 2002). En un aspecto preferido de la presente invencion, los genes aroG y tktA exdgenos se
integran en el ADN cromosoémico con el fin de amplificar las actividades de las enzimas transcetolasa y DAHP
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sintasa.

En otra realizacion de la presente invencion, el flujo a través de PEP dentro de la célula microbiana se potencia
aumentando el PEP disponible para la sintesis de DAHP. Muchos géneros de células bacterianas consumen PEP en
el transporte de glucosa a través de la membrana celular utilizando un sistema de fosfotransferasa (PTS) en el que
se consume una molécula de PEP por cada molécula de glucosa transportada a través de la membrana bacteriana
externa. Al reemplazar o complementar el PTS dependiente de PEP con mecanismos de captacion de glucosa no
dependientes de PEP (independientes de PEP), es posible aumentar el tamafio de la reserva de PEP disponible
para la ruta biosintética de aminoacidos aromaticos dentro de la célula microbiana. Por ejemplo, el sistema PTS para
la absorcidn de azucar puede ser reemplazado o complementado por un sistema de captacion de azucar basado en
GalP o el sistema transportador de aziucar basado en proteinas GIf/Glk (Chandran et al., 2003; Yi et al., 2003). En un
aspecto preferido de la presente invencion ademas de eliminar el sistema PTS para la captaciéon de azucar con el fin
de conservar la reserva de PEP dentro de la célula microbiana, el sistema de captacion de azucar basado en GalP
también se inactiva con el fin de conservar el ATP dentro de la célula microbiana. En una célula microbiana que es
defectuosa en el funcionamiento del sistema PTS y un sistema de captacion de azucar basado en Gal-P
(APTS/AgalP), la captacidon de azucar puede lograrse mediante la introduccion de un gen exdgeno que codifica Glf,
0 genes exdgenos que codifican proteinas GIf (proteina de difusion facilitada por glucosa) y Glk (glucoquinasa).
Segun se utiliza en la presente invencion, la expresion proteina de difusion facilitada por glucosa se refiere a
cualquier proteina GIf asi como a cualquier otra proteina que sea funcionalmente equivalente a GlIf y a funciones
para transportar azlcares a las células microbianas por difusion facilitada. En un aspecto de la presente invencion,
el gen que codifica la proteina facilitadora de glucosa GIf se introduce en la célula microbiana que es APTS/AgalP y
la glucosa transportada a la célula microbiana es fosforilada por la glucosa cinasa endégena. En otro aspecto de la
presente invencion, los genes que codifican las proteinas GIf y Glk se introducen en una célula microbiana que es
APTS/AgalP. En un aspecto preferido de la presente invencion, los genes glf y glk exégeno introducidos en la célula
microbiana se integran en el ADN cromosémico del anfitrion.

En otra realizaciéon de la presente invencion, cuando la fuente de carbono para el crecimiento y la energia requiere
gluconeogénesis (por ejemplo, si la fuente de carbono es acetato o succinato), la reserva de PEP puede aumentarse
al aumentar la actividad de las enzimas carboxilantes ya presentes en la célula. por ejemplo, PEP carboxiquinasa,
que esta codificada por pck en E. coli o introduciendo una enzima carboxilante exdgena. En una realizacion
preferida, el gen exdgeno introducido que codifica una enzima carboxilante esta integrado de manera estable en el
cromosoma anfitrién. Los genes que codifican la enzima carboxilante pueden derivar de una variedad de especies
microbianas. Los genes que codifican las enzimas carboxilantes pueden someterse adicionalmente a
manipulaciones genéticas de modo que la expresion de la enzima carboxilante dentro del biocatalizador para la
produccién de acido cis,cis-muconico se potencia significativamente.

En ofra realizacion mas de la presente invencion, la reserva de PEP dentro de la célula microbiana se incrementa
disminuyendo o eliminando la actividad de las enzimas piruvato quinasas tales como PykA y PykF que utilizan PEP
como sustrato.

A partir de DAHP, la ruta de aminoacidos aromaticos procede a través de varios compuestos intermedios a
corismato (CHA), un punto de ramificacién para la biosintesis de tres aminoacidos aromaticos, a saber, L-Tirosina (L-
Tyr), L-Fenilalanina (L-Phe), y L-Triptéfano (L-Trp).

En las etapas iniciales de la ruta comun de aminoacidos aromaticos, la 3-deshidroquinato (DHQ) sintasa (AroB)
elimina el grupo fosfato de DAHP, lo que conduce a la formacion de DHQ. La enzima DHQ deshidratasa (AroD)
elimina una molécula de agua de DHQ lo que lleva a la formacién de 3-deshidroshikimato (DHS) que posteriormente
se reduce a shikimato (SHK) por la shikimato deshidrogenasa (AroE). La shikimato quinasa I/ll (AroK, AroL) fosforila
shikimato a shikimato 3-fosfato (S3P). Hay una condensacién de S3P con PEP que conduce a la formacion de 5-
enolpiruvoilshikimato 3-fosfato (EPSP). La formacién de EPSP esta mediada por la EPSP sintasa (AroA). Un grupo
fosfato de EPSP es eliminado por la corismato sintasa (AroC) lo que conduce a la formacion de corismato (CHA).

Como se muestra en la Figura 2, la ruta de aminoacidos aromaticos se puede bloquear a nivel de conversion de 3-
deshidroxiquimato (DHS) en shikimato (SHK) debido a una mutacién en el gen aroE que conduce a la acumulacion
de DHS (Niu et al., 2002). La introduccién de un gen aroZ exdégeno funciona convirtiendo DHS en protocatecuato
(PCA). El PCA se convierte posteriormente en catecol a través de una reacciéon de descarboxilacion mediada por
una enzima AroY. El catecol se convierte finalmente en acido cis-cis mucdénico (ccMuA) mediante la acciéon de un
producto del gen catA. El ccMuA puede ser utilizado por la maleil acetoacetato isomerasa para producir acido
muconico trans-trans (ttMuA). La ruta biosintética de DHS a ccMuA y ttMuA se denomina ruta del acido mucénico.
Los tres genes diferentes responsables de la conversion de DHS en ccMuA se pueden obtener a partir de diversas
especies microbianas y se pueden introducir en un microorganismo seleccionado para la producciéon de acido
muconico tal como Escherichia coli. En una realizacién preferida de la presente invencion, los genes exdégenos que
codifican las proteinas implicadas en la ruta del acido mucoénico se integran en el ADN cromosémico del anfitrion.

Al redirigir la ruta de aminoacidos aromaticos a la produccién de acido cis,cis-mucoénico la mutacién del gen aroE es
critica. El gen aroE puede ser completamente inactivado y conducir a un bloqueo total en la biosintesis de
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aminoacidos aromaticos como se hizo con la cepa WN1/pWN2.248 de E. coli descrita para la produccion de acido
muconico (Niu et al., 2002). Un inconveniente importante con la cepa WN1/pWN2.248 de E. coli y cepas
relacionadas es que debido a la inactivacion completa del gen aroE, esta cepa se ha vuelto auxdtrofa para los acidos
aromaticos como la fenilalanina, la tirosina y el triptéfano, y las vitaminas aromaticas o los compuestos similares a
las vitaminas mencionados anteriormente. Como resultado, esta cepa durante su crecimiento para la produccién de
acido cis,cis-muconico requiere la adicién exégena de estos seis compuestos (0 un intermediario comun tal como el
shikimato), lo que aumenta sustancialmente el coste de la produccidon comercial de acido cis,cis-mucénico utilizando
tal cepa. Un enfoque novedoso para superar esta dependencia de una fuente exdgena de aminoacidos aromaticos
es utilizar una cepa con una mutacion de pérdida de funcion parcial en aroE. El mutante aroE permitiria un flujo
limitado de carbono a acido shikimico a la vez que se acumularian cantidades significativas de DHS que a
continuacioén estarian disponibles para la conversion en PCA mediante la accion de una enzima AroZ. Por lo tanto, el
uso de una forma mutante con pérdida de funcién parcial de aroE eliminaria la dependencia de los aminoacidos
aromaticos exdgenos, al mismo tiempo que desviaria el flujo de carbono a acido cis,cis-mucénico.

Los genes que codifican la sintesis de las proteinas AroZ, AroY y CatA esenciales para la conversion de DHS en
acido cis,cis-mucoénico pueden derivarse de muchas especies microbianas. En una realizaciéon, estos genes
exogenos se integran en el cromosoma anfitrién del biocatalizador que se esta desarrollando. En una realizacion
preferida, la expresién de estos genes exdgenos dentro del biocatalizador es impulsada por un promotor constitutivo
sin la necesidad de ningun inductor.

La enzima 3-deshidroshikimato deshidratasa (AroZ; EC 4.2.1.118) es necesaria para la biosintesis del
protocatecuato intermedio. En esta especificacion, "AroZ" se referira a cualquier enzima que catalice la reaccién de
3-deshidroshikimato deshidratasa. En la técnica anterior, esta enzima se expresa a partir del gen aroZ de Klebsiella
pneumoniae cepa A170-40 (ATCC25597) (Niu et al.,, 2002, Draths y Frost, 1995). Sin embargo, la actividad
especifica de AroZ varia ampliamente entre organismos, de 0,1 a 261 micromoles/min/mg (Wheeler et al., 1996; Fox
et al., 2008; Pfleger et al, 2008), por lo que puede obtenerse una mejora significativa expresando un gen aroZ
también conocido como asbF (Fox et al., 2008; Pfleger et al, 2008), qutC (Wheeler et al, 1996), ga-4 (Rutledge,
1984), y quiC, de un organismo que tiene una actividad especifica mas alta que K. pneumoniae, por ejemplo
Acinetobacter baylyi, Aspergillus nidulans (Wheeler et al, 1996), ahora también conocido como Emericella nidulans,
o Neurospora crassa, (Rutledge, 1984; Stroman et al, 1978), o Podospora anserina, también conocida como
Podospora pauciseta (Hansen et al, 2009).

Como ejemplo concreto, la secuencia de codificante para el gen ga-4 de N. crassa que codifica 3-deshidroxiquimato
deshidratasa se puede obtener mediante cualquiera de diversos métodos bien conocidos, por ejemplo, sintesis de
ADN de gen completo, clonacién de ADNc, o mediante una combinacion de clonacion de ADN genémico y PCR o
sintesis del conector de ADN sintético. Como no hay intrones en el gen ga-4, la regién codificante puede obtenerse
por PCR a partir de ADN genémico (Rutledge, 1984). La secuencia proteica de la enzima ga-4 (SEQ ID No. 4) y la
secuencia de DNA del gen nativo (SEQ ID No. 5) son conocidas.

Alternativamente, se puede construir un casete de expresion para la 3-deshidroshikimato deshidratasa de A.
nidulans. La secuencia codificante para la enzima QutC de A. nidulans puede obtenerse mediante cualquiera de
varios métodos bien conocidos, por ejemplo, sintesis de ADN de gen completo, clonacién de ADNc, o mediante una
combinacién de clonacion de ADN gendmico y PCR o sintesis del conector de ADN sintético. Se conocen la
secuencia proteica de QutC (SEQ ID NO. 6) y la secuencia de ADN del gen nativo, que no contiene intrones (SEQ ID
NO. 7; numero de acceso GenBank M77665.1). Se puede obtener un casete de expresion mediante sintesis de
ADN, o mediante una combinacion de clonaciéon genoémica y PCR, para que la enzima QutC pueda producirse con
precision en E. coli. Al expresar una secuencia codificante para QutC de un promotor fuerte y constitutivo en E. coli,
se puede obtener expresion suficiente de una o dos copias del gen integrado en el cromosoma, obviando la
necesidad de mantener mas de dos copias del casete de expresién en un plasmido multicopia como se ha descrito
en la técnica anterior (Niu et al., 2002). ), y que puede conducir a inestabilidad. El método descrito anteriormente
puede usarse en general para obtener una secuencia de ADN que codifica una enzima deseada, y esa secuencia
codificante puede usarse a continuacién para construir un casete de expresion disefiado para funcionar en E. coli u
otro organismo anfitrién microbiano apropiado.

La actividad especifica de AroZ también puede mejorarse utilizando la secuencia de proteina de la técnica anterior
(Niu et al., 2002) pero construyendo un casete de expresion mejorado, por ejemplo, en donde se ha instalado un
promotor mas fuerte y/o sitio de unién a ribosoma (RBS) en frente de la region codificante, como se describe en el
Ejemplo 4.

El gen aroZ que codifica AroZ (3-deshidroshikimato deshidratasa) de la cepa A170-40 de Klebsiella pneumoniae se
puede obtener como se describe en la técnica anterior. La secuencia de ADN del gen y el ADN circundante se
puede determinar por métodos bien conocidos en la técnica. Un gen heterdlogo de la invencion tal como aroZ puede
integrarse en un casete de expresion utilizando una secuencia de ADN nativa o puede sintetizarse con una
secuencia con codones optimizados para el organismo anfitrion deseado. Un gen aroZ se puede clonar como se
describe (Draths y Frost, 1995) a partir de cualquier otro microbio que contenga un gen aroZ activo, por ejemplo la
cepa 342 de K. pneumoniae, Acinetobacer Sp. ADP1 (Acinetobacter baylyi ADP1), Bacillus thuringiensis, Emericella
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nidulans, Erwinia amylovora, Pseudomonas putida W619, y muchos otros.

La enzima protocatecuato descarboxilasa (AroY; EC 4.1.1.63) es necesaria para la biosintesis del catecol
intermedio. En esta memoria descriptiva, "AroY" se referird a cualquier enzima que catalice la reaccién de
protocatecuato descarboxilasa. En el estado de la técnica, esta enzima se expresa a partir del gen aroY de la cepa
A170-40 de Klebsiella pneumoniae (ATCC25597) en un plasmido multicopia (Niu et al., 2002). Sin embargo, una vez
mas puede obtenerse una mejora en el procedimiento produciendo suficiente enzima a partir de una o dos copias de
un casete de expresion integrado en el cromosoma del organismo anfitrion. Esto se puede lograr obteniendo un gen
aroY de un organismo que produce naturalmente una enzima AroY que tiene una actividad especifica mas alta que
la de la enzima AroY de K. pneumoniae de la técnica anterior, o aumentando el nivel de expresion de AroY de K.
pneumoniae construyendo un casete de expresion que, por ejemplo, utiliza un promotor constitutivo fuerte y/o RBS
fuerte como se describié anteriormente en el Ejemplo 4. La secuencia de proteina para AroY de la cepa A170-40 de
K. pneumoniae se proporciona en el SEQ ID NO. 8. El gen correspondiente, aroY, se puede clonar como se ha
descrito anteriormente (Draths y Frost, 1995), o basandose en la secuencia de la proteina, se puede sintetizar con
codones optimizados para el organismo anfitrion deseado.

El gen aroY puede obtenerse a partir de cualquier otro microorganismo que contenga un homologo o analogo, por
ejemplo, la cepa NCTC418 de K. pneumoniae (ATCC15380), Klebsiella pneumoniae 342, y Arxula adeninivorans
(Sietmann et al, 2010). La secuencia de ADN del gen aroY de Klebsiella pneumoniae 342 y el ADN circundante se
proporciona como SEQ ID NO. 9.

La enzima catecol 1,2-dioxigenasa (CatA; EC 1.13.11.1) es necesaria para la ultima etapa de la biosintesis del acido
cis,cis-muconico. En esta memoria descriptiva, "CatA" se referira a cualquier enzima que catalice la reaccion de
catecol 1,2-dioxigenasa. En la técnica anterior, esta enzima se expresa a partir del gen catA de la cepa ADP1 de
Acinetobacter calcoaceticus en un plasmido multicopia (Niu et al., 2002). La cepa fuente, cepa ADP1 de
Acinetobacter calcoaceticus, aparentemente ha sido renombrada Acinetobacter Sp. ADP1 y Acinetobacter baylyi
ADP1 (Neidle y Ornston, 1986; Barbe et al., 2004; de Berardinis et al, 2008). En este ejemplo de la técnica anterior,
el gen catA se expres6 desde un promotor P, que requiere lactosa o IPTG (isopropiltiogalactdsido) como inductor.
Estos compuestos son demasiado costosos para su uso en fermentaciones comerciales, por lo que de nuevo, se
necesitan mejoras significativas en el procedimiento, tanto para eliminar la necesidad de un inductor costoso como
para crear una cepa mas estable integrando el casete de expresidon en el cromosoma. Esto se puede lograr
construyendo un casete de expresion para el gen catA que utiliza un promotor constitutivo fuerte, RBS fuerte y/o
ARNmM mas estable como se ha descrito anteriormente en los otros Ejemplos.

La secuencia de ADN del gen catA y secuencias circundantes de Acinetobacter baylyi ADP1 se proporciona en SEQ
ID NO. 10. La secuencia de proteina para CatA de la misma cepa se proporciona en SEQ ID NO. 11. En una
realizacién preferida, el casete de expresion para catA contiene uno o dos marcos de lectura abiertos adicionales
que existen naturalmente aguas abajo de catA, para aumentar el nivel de expresién del gen catA (Schirmer y Hillen,
1998). Muchos otros organismos pueden ser una fuente de gen catA, por ejemplo Pseudomonas arvilla,
Pseudomonas_fluorescens (Nakazawa et al., 1967; Kojima et al, 1967), Cepa 2065 de Streptomyces Sp. (lwagami et
al, 2000), Cupriavidus necator 335T, y muchos otros (Pérez-Pantoja et al, 2008).

Con el fin de mejorar el flujo de carbono hacia el acido cis,cis-mucénico, es necesario bloquear otras rutas que se
ramifican fuera de la ruta de aminoacidos aromaticos, ademas de reducir el flujo de carbono de DHS a shikimato
(SHK) mediante el uso de un mutante aroE con pérdida de funcién parcial. Algunas bacterias, por ejemplo en el
género Acinetobacter y Pseudomonas, contener un gen llamado pobA, que codifica una enzima, p-hidroxibenzoato
hidroxilasa, que convierte el DHS en acido galico. Aunque no se ha encontrado un homaélogo o analogo de PobA en
E. coli, cepas de E. coli modificadas genéticamente para producir DHS secretan cantidades medibles de &cido galico
(Li y Frost, 1999), por lo que es probable que tal enzima exista en E. coli. Ademas, el PCA derivado de DHS se
puede convertir en &cido gélico mediante la accién de la enzima p-hidroxibenzoato hidroxilasa (PobA) codificada por
el gen pobA. El acido galico asi producido puede convertirse posteriormente en pirogalol. Una forma de bloquear el
flujo de carbono a acido galico y pirogalol en el biocatalizador seleccionado para un acido cis,cis-mucoénico mejorado
es bloquear o disminuir la actividad de la proteina p-hidrobenzoato hidroxilasa (PobA) a través de manipulaciones
genéticas. Del mismo modo, DHQ, el precursor de DHS también puede ser activado por la shikimato deshidrogenasa
codificada por aroE conduciendo a la produccién de acido quinico. En una realizacion de la presente invencion, la
enzima mutante AroE con pérdida de funcion parcial se selecciona o escruta adicionalmente para determinar su
incapacidad o reduccion de capacidad para convertir DHQ en acido quinanico.

Existen varias ventajas en la produccion de acido trans,trans-mucdnico en lugar de acido cis,cis-mucénico. Se
prefiere el &cido trans,trans-mucoénico sobre el acido cis,cis-mucdénico en la reaccion de Diels Alder con etileno para
la produccién de acido tereftalico. Un biocatalizador con una ruta aromatica manipulada genéticamente produce
acido cis,cis-mucoénico que se puede convertir en acido trans,trans-mucénico fuera de la célula utilizando
procedimientos de conversidon quimica. Por otro lado, mediante la introducciéon de una enzima maleilacetoacetato
isomerasa o isomerasa similar en el biocatalizador, es posible convertir el acido cis,cis-mucoénico en acido
trans,trans-muconico dentro del biocatalizador bacteriano.
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La memoria descriptiva de esta solicitud de patente proporciona diversos aspectos diferentes de la invencion
relacionados con la construccidon de una cepa microbiana para la produccion eficaz de acido mucénico. Un experto
en la técnica puede compilar varios aspectos diferentes de la presente invencion para construir un biocatalizador con
una eficacia muy alta para la produccion de acido mucénico.

Seccidn experimental
Observaciones generales

Preparaciones de cepas e inéculos: En la Tabla 1 se proporciona una lista de las cepas bacterianas y los plasmidos
utilizados en la presente memoria. Todos los ejemplos especificos de construcciones de cepas descritos en la
presente memoria derivan de una Cepa C de E. coli de tipo salvaje. (ATCC 8739), o cepas K-12 de E. coli (YMC9 o
MM294) pero los elementos genéticos descritos en la presente memoria se pueden ensamblar en cualquier otra
cepa adecuada de E. coli, y los casetes de expresion o analogos y homologos apropiados de los elementos
genéticos descritos en la presente memoria pueden ensamblarse en cualquier otro microorganismo adecuado, como
otras especies de bacterias, arqueas, levaduras, algas y hongos filamentosos que puedan utilizarse para la
produccién comercial de acido cis,cis-muconico a través de un procedimiento de fermentacion.

E. coli C es capaz de fermentar glucosa al 10% en medios minerales AM1. El medio AM1 contiene 2,63 g/L de
(NH4)2HPOQg4, 0,87 g/L de NH4H2PO4, MgSO4 1,5 mM, betaina 1,0 MMy 1,5 mL/L de elementos traza. Los elementos
traza se preparan como una provision de partida 1000X y contienen los siguientes componentes: 1,6 g/L de FeCI3,
0,2 g/L de CoClz*6 H20, 0.1 g/L de CuCly, 0,2 g/L de ZnCl,*4H>0, 0,2 g/L de NaMoOs, 0,05 g/L de H3BOs y 0,33 g/L
de MnCl2+4H20. El pH del caldo de fermentacion se mantiene a 7,0 con KOH 1,0 - 10,0 M o hidréxido de amonio 1,0
-9,0 M.

Fermentaciones: Las fermentaciones se iniciaron haciendo un aislamiento en una placa de NBS-glucosa al 2%
(Jantama et al., 2008a) de nueva aportacion a partir de una provision de partida de glicerol al 40% de una cepa de E.
coli modificada genéticamente y almacenada en un congelador a -80°C. Los plasmidos, si estan presentes, se
retienen incluyendo los antibiéticos apropiados en las placas de agar y los medios liquidos. La ampicilina (sal de
sodio) se utiliza a 150 mg/L, espectinomicina HCL a 100 mg/L, tetraciclina HCl a 15 mg/L y sulfato de kanamicina a
50 mg/L. Después de 24 a 48 horas (37°C), se recoge una sola colonia en 25 mL del mismo medio en un matraz
oscilante. Después de oscilar a 200 rpm a 37°C hasta que las células hayan crecido a una DOgy de
aproximadamente 1,0, el cultivo se enfria sobre hielo y se agrega un volumen igual de glicerol estéril al 80%. Se
congelan alicuotas de 2 mL a -80°C para su uso como inéculos para las fermentaciones.

Crecimiento celular: La masa celular se estimé midiendo la densidad éptica a 550 nm (DOssg) 0 600 nm (DOggo)
utilizando un espectrofotometro Thermo Electronic Spectronic 20.

Analisis de compuestos intermedios en la ruta del acido shikimico y las rutas del acido mucoénico: El acido mucoénico
total producido en caldos de fermentaciéon, que incluye acido cis,cis-muconico y acido cis,trans-mucédnico, y otros
intermedios bioquimicos se analizaron mediante HPLC con un aparato Waters Alliance y verificando la absorbancia
a 210 nm o el indice de refraccion a 45°C, utilizando patrones adquiridos a Sigma-Aldrich. La columna era una
BioRad Aminex HPX-87H ejecutada a 50°C con acido sulfurico 8 mM como fase mévil a un caudal de 0,6 mL/min
durante 40 minutos. En la Figura 3 se muestra un cromatografo de patrones adquiridos (Sigma-Aldrich). Para
preparar la HPLC, las muestras de fermentacion se diluyen 10 o 100 veces en tampodn de fosfato de potasio 0,05 M,
pH 7,0, para preservar la forma cis,cis del acido mucoénico de la isomerizacion a la forma cis,trans.

Para separar los isdmeros del acido mucoénico, las muestras preparadas como anteriormente se ejecutaron en un
segundo sistema de HPLC. El aparato era un HPLC Agilent 1200, la columna era una Eclipse XDB-C18 de Agilent,
4,6 x 150 mm ejecutada a 30 grados centigrados con una fase moévil de KH,PO4 50 mM en metanol del 30%
ajustado a pH 3,0 con acido fosférico. El caudal fue de 1 mL/min durante 4 minutos, con deteccién mediante
absorbancia a 278 nm. El patrén de acido cis,trans-mucénico se cre6 disolviendo el acido cis,cis-mucoénico en agua y
permitiendo que experimentara isomerizacion espontanea catalizada por acido durante aproximadamente 2 horas a
temperatura ambiente, hasta que el pico de HPLC se hubo desplazado completamente a una nueva posicion. Los
otros patrones fueron adquiridos de Sigma-Aldrich. En la Figura 4 se muestra un cromatografo que muestra los
patrones.

Composicion del medio de produccion de acido mucoénico para el procedimiento de fermentacion: Cada litro de
medio de fermentacion contiene 50 mL/L de KH,PO4 1M, 10 mL de acido citrico de 200 g/L + citrato férrico de 25
g/L, 1,2 mL de acido sulfurico al 98% y una gota de Antifoam 204. Estos componentes se mezclaron con suficiente
agua para dejar espacio para la adicion de otros componentes a continuacion. Después del tratamiento en
autoclave, se agregaron los siguientes componentes: 10, 20, 30 o 40 mL de glucosa al 50% (para proporcionar 5,
10, 15 0 20 g/L final), 2 mL de MgS0O4 1M, 1 mL de CaCl2 0,1 M, 10 mL de elementos 1000X Trace (Jantama et al.,
2008a), 1, 2, 4 u 8 mL de fenilalanina de 50 g/L + tirosina de 50 g/L + triptéfano de 50 g/L (para obtener 0,5, 0,1, 0,2,
o 0,4 g/L final), 10 mL de acido p-hidroxibenzoico de 1 g/L + &cido p-aminobenzoico de 1 g/L de + acido 2,3-
dihidroxilbenzoico de 1 g/L, y, segun sea necesario, 1 mL de ampicilina (sal sddica) de 150 mg/ml y/o 1 mL de
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Espectinomicina HCI de 100 mg/ml.

Para las fermentaciones de alimentacion discontinua, el frasco de alimentacion contenia 600 g/L de glucosa anhidra
y 32 mL/L de fenilalanina de 50 g/L + tirosina de 50 g/L + triptéfano de 50 g/L. Se utiliz6 NHsOH 9M como base para
mantener el pH del medio de fermentacion.

Para los matraces oscilantes, se sustituyeron las sales de NBS (Jantama et al., 2008a) mas tampdn MOPS 0,2 M,
pH 7.4, por la mezcla pre-autoclave descrita anteriormente, pero la glucosa y los otros aditivos fueron los mismos.

Las fermentaciones de alimentacion discontinua se realizaron en fermentadores cientificos New Brunswick de 7L con
pH, OD, temperatura, glucosa y velocidad de alimentacion controlados por controladores DCU o soporte logico
Biocommand. La temperatura se mantuvo a 37°C, el pH se mantuvo a 7,0 con agua amoniacal 9 N y el oxigeno
disuelto (OD) se mantuvo a 30% de saturacién de aire mientras se aumentaba la velocidad del impulsor de 750 rpm
a 1200 rpm. La concentracion de glucosa inicial en el medio deseado fue de aproximadamente 5 a 25 g/L. Se afiadié
una solucion de glucosa al fermentador cuando la concentracidon de glucosa se redujo por debajo de 5 g/L, y la
velocidad de alimentacién de glucosa se controlé mediante el nivel de oxigeno disuelto. El tiempo de fermentacion
total fue de 48 horas y el titulo final fue de 16 g/L de acido mucénico.

Construccién de plasmidos que expresan genes de la ruta del acido mucénico: Los tres genes heterdlogos
requeridos para la conversion de DHS en acido mucénico se clonaron individualmente o combinados en un plasmido
de bajo numero de copias, pCL1921 (Lerner e Inouye, 1990). La secuencia de ADN de pCL1921 se proporciona en
SEC ID NO. 20 en la Tabla 3. En resumen, las secuencias codificante de los analogos u homdlogos de catAX, aroY
y aroZ fueron sometidos a optimizaciéon de codones para determinar la expresion en E. coli y sintetizados
comercialmente (GeneArt, Invitrogen). A continuacion, estas secuencias se amplificaron mediante PCR utilizando un
cebador directo que porta un unico sitio de unién al ribosoma y un cebador inverso que porta una secuencia
terminadora Unica para cada gen. El fragmento de PCR resultante se digiri6 con enzimas de restriccion y se cloné
aguas abajo de una secuencia promotora constitutiva Unica mediante procedimientos de clonacion molecular
convencionales. Las secuencias promotoras se clonaron mediante amplificacion por PCR a partir de las secuencias
de ADN de origen descritas previamente (Solicitud de Patente de los Estados Unidos. 20090191610; Patente de
Estados Unidos 7244593) seguido de digestion de restriccion y clonacion molecular convencional. La secuencia de
promotor-RBS-secuencia codificante-terminador constituia conjuntamente un casete de expresiéon. A continuacion,
se combinaron casetes de expresioén individuales para generar plasmidos que expresaban uno, dos o los tres genes
de la ruta del 4cido mucénico.

Ejemplo 1
Aumento de la expresion de aroG y aroF.

El gen tyrR de E. coli puede mutarse mediante cualquiera de una serie de métodos bien conocidos, tal como
mutagénesis quimica o por radiacién y escrutinio (por ejemplo, mediante PCR y secuenciacion de ADN) o seleccién
para determinar la resistencia a analogos (por ejemplo, resistencia a 4-fluorotirosina), mutagénesis por
transposones, mutagénesis por bacteridfago Mu, o transformacién. En una realizacién preferida, la mutacion en el
gen tyrR es una mutacion nula (una mutacion que no deja actividad detectable), y en una realizacion mas preferible,
se elimina al menos una porcion del gen tyrR. Esto se puede lograr, por ejemplo, utilizando un método de
transformacion en dos etapas que utiliza moléculas de ADN lineal (Jantama et al, 2008a, Jantama et al, 2008b). En
la primera etapa, se integra un casete cam®, sacB en el locus tyrR para reemplazar la mayoria o la totalidad del
marco de lectura abierto de tyrR mediante doble recombinaciéon y seleccionando mediante resistencia al
cloranfenicol. En la segunda etapa, un ADN lineal que comprende una versiéon del gen tyrR con delecién se integra
mediante doble recombinacion, seleccionando mediante resistencia a sacarosa al 5% en un medio rico tal como LB.
Las eliminaciones correctas se identifican y confirman mediante la reaccion en cadena de la polimerasa de
diagndstico (PCR). El propésito de la delecion de tyrR es aumentar la expresion de aroG y aroF. Un enfoque
alternativo que logra un resultado similar es reemplazar el promotor nativo en frente de aroG y/o aroF con un
promotor constitutivo fuerte y afadir, si fuera necesario, un terminador de transcripcion. En el Ejemplo 4 de mas
abajo se proporcionan mas detalles sobre como se logra esto en general.

El dltimo de los dos enfoques descritos anteriormente para superar la represion de las actividades AroG y AroF por
la proteina TyrR es preferible, ya que la delecidon de tyrR puede causar una expresidon en exceso no deseada de
genes tales como aroLM (Neidhardt y Curtiss, 1996). En el Ejemplo 4 de mas abajo se proporcionan mas detalles
sobre como se logra esto en general.

Ejemplo 2

AroG y AroF resistentes a la retroalimentacion

Las mutaciones en el gen aroG que conducen a una enzima AroG resistente a la retroalimentacion (3-desoxi-D-
arabinoheptulosonato-7-fosfato sintasa o DAHPS) son bien conocidas en la técnica (Shumilin et al., 1999, Kikuchi et
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al., 1997, Shumilin et al., 2002). También son bien conocidos los métodos para crear, identificar y caracterizar tales
mutaciones (Ger et al., 1994, Hu et al., 2003). Una mutacién preferible es aquella que conduce a la resistencia
completa a la inhibicién por fenilalanina. Se puede introducir cualquiera de las mutaciones resistentes a la
retroalimentacién conocidas publicadas en un gen aroG contenido en el cromosoma o en un pldsmido mediante
cualquiera de varios métodos bien conocidos, un ejemplo de los cuales es la PCR mutagénica en la que se sintetiza
la mutacién deseada como parte de un oligonucleétido cebador de PCR (Hu et al., 2003). La correcta instalacion de
la mutacién se confirma mediante la secuenciacion del ADN. La secuencia del gen aroG de tipo salvaje de E. coli C
se proporciona en SEQ ID NO. 18. Una mutacién preferida es una mutacion puntual que cambia el aminoacido 150
de AroG de prolina a leucina, por ejemplo cambiando el codon 150 de CCA a CTA (Hu et al., 2003). En una
realizacién mas preferida, el codén 150 se cambia de CCA a CTG, que es un codon preferido en E. coli. Este alelo
particular de aroG es preferible, ya que la DAHP sintasa codificada es completamente resistente a la inhibicion por
fenilalanina hasta 3 mM, y tiene una actividad especifica similar a la enzima de tipo salvaje (Hu et al., 2003).

Se pueden obtener alelos de aroG resistentes a la retroalimentacion adicionales mediante mutagénesis y seleccion
para determinar la resistencia a uno o mas andlogos de fenilalanina, tales como beta-2-tienilalanina, p-
fluorofenilalanina, p-clorofenilalanina, o-fluorofenilalanina y o-clorofenilalanina, y a continuacion demostrar que la
mutacion que causa la resistencia esta vinculada al gen aroG (Ger et al., 1994; Patente de Estados Unidos Num.
4.681.852). El enlace a aroG se puede demostrar directamente mediante secuenciacion de ADN o ensayo
enzimatico en presencia y ausencia de fenilalanina, (Ger et al., 1994) o indirectamente mediante transduccion y
seleccion mediada por fago para un marcador genético en o cerca del locus aroG que se puede seleccionar, ya sea
a favor o en contra (Patente de Estados Unidos Num. 4.681.852). Tal marcador genético puede ser una delecién o
mutacion puntual en el propio gen aroG, o una mutacién en cualquier gen adecuado estrechamente relacionado, tal
como nadA en caso de E. coli. Como un ejemplo en E. coli, después de la mutagénesis y la seleccion para
determinar la resistencia al analogo de fenilalanina, se pueden utilizar mutantes individuales o grupos de mutantes
como donantes para la transduccion mediada por P1 en un receptor no sometido a tratamiento previo en el que se
han suprimido los tres genes de DAHP sintasa, aroG, aroF, y aroH, y seleccionar para crecer en un medio minimo
apropiado. Los transductantes se enriqueceran a continuacion en mutaciones en el gen o los genes deseados.
Alternativamente, después de la mutagénesis y la seleccion de la resistencia analoga, se pueden utilizar mutantes
individuales o grupos de mutantes como donantes para la transduccion mediada por P1 en una cepa receptora no
sometida a tratamiento previo que contiene una mutacidon nula en el gen nadA, seleccionando de nuevo para
determinar el crecimiento en un medio minimo apropiado que carece de nicotinamida. Otro enfoque es seleccionar
mutantes resistentes en un fondo de cepa que contiene un transposén, por ejemplo Tn10, insercién cerca del gen
aroG, tal como en el gen nadA. La transducciéon de P1 de mutantes resistentes analogos a un fondo de cepa que no
contenga dicho transposon y la seleccion con tetraciclina u otra resistencia adecuada a antibidticos producira el
enriquecimiento en las mutaciones aroG deseadas. En todos estos enfoques, la resistencia a la retroalimentacion se
confirma finalmente mediante el ensayo enzimatico y la secuenciacidon del ADN del gen. Los autores de la presente
invencién se referiran a los alelos de aroG que son resistentes a la inhibicién por retroalimentacién como aroG*.

La cepa WM191 (AtyrR, AaroF) se obtuvo de YMC9 (ATCC 33927). El método de reemplazo de genes de dos
etapas (Jantama et al.,, 2008a) se utilizd para instalar deleciones limpias tanto en tyrR como en aroF, para
proporcionar la cepa WM191. A continuacion, se transdujo un alelo nadA::Tn10 de CAG12147 (CGSC 7351, Coli
Genetic Stock Center, Yale University) para proporcionar la cepa WM189 (Atyr-R, AaroF, nadA::Tn10). La seleccién
fue en LB mas tetraciclina HCI (15 mg/L). La cepa RY890 (AtyrR::kan, aroF363) se obtuvo de MM294 (ATCC 33625)
en tres etapas mediante transducciéon de P1. Las cepas donantes, por orden, fueron JW1316-1 (CGSC 9179, Coli
Genetic Stock Center, Universidad de Yale), NK6024 (CGSC 6178, Coli Genetic Stock Center, Universidad de Yale)
y AB3257 (CGSC 3257, Coli Genetic Stock Centre, Yale University), y las tres selecciones, en orden, fueron LB mas
sulfato de kanamicina (50 mg/L), LB mas hidrocloruro de tetraciclina (15 mg/L) y glucosa minima de NBS (Jantama
et al., 2008a) con tiamina HCI (5 mg/L).

WM189 se mutagenizé con luz UV a aproximadamente 20% de supervivencia y se sembré en medio de glucosa
minimo NBS (Jantama et al., 2008a) que contenia o-fluorofenilalanina (1 mM), tiamina (5 mg/L) y nicotinamida (1
mM). Las colonias de cada una de varias placas se recogieron en grupos separados, y se realizaron productos
lisados de P1vir en cada grupo. Estos productos lisados se utilizaron para transducir WM191 a resistencia a
tetraciclina (15 mg/L) en medio LB, y las colonias obtenidas se replicaron en placas con medio de glucosa minimo
NBS que contenia o-fluorofenilalanina 1 mM, tiamina (5 mg/L) y nicotinamida (1 mM). Se supuso que las réplicas de
colonias que sobrevivieron tanto a la tetraciclina como al analogo contenian una mutacion resistente a la
retroalimentacion en aroG. Se eligieron ocho colonias individuales de 5 grupos independientes para la secuenciacion
del ADN. Las regiones codificantes de aroG se amplificaron mediante reaccion en cadena de la polimerasa y se
secuenciaron. Los resultados, que se muestran en la Tabla 4, revelaron que cada una de las ocho cepas contenia
una mutacién puntual en su gen aroG. Algunos de los alelos eran idénticos a los alelos publicados, pero algunos
eran novedosos.

Se us6 un producto lisado de P1vir de uno de los grupos descritos anteriormente para transducir RY890 (que tiene
un alelo de tipo salvaje de aroG) a resistencia a tetraciclina y resistencia a o-fluorofenilalanina (0,3 mM) mediante
siembra de placas por duplicado tal como se describi6 anteriormente. Se seleccionaron cuatro colonias,
denominadas RY893, RY897, RY899 y RY901, para la secuenciacién del ADN (Tabla 4), y nuevamente, dos de los

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 663 445 T3

alelos fueron idénticos a un alelo publicado, pero dos fueron nuevos. La cepa RY902, que es isogénica para las
ultimas cuatro cepas, pero contiene un gen aroG de tipo salvaje, se construyé como control, por transduccién de
CAG12147. Estas cinco cepas se cultivaron durante la noche en matraces oscilantes en 25 mL de glucosa minima
NBS (15 g/L) mas tiamina HCI (5 mg/L) y nicotinamida (1 mM). Las células resultantes se recogieron mediante
centrifugacion, se resuspendieron para enjuagarlas con 10 mL de agua, se centrifugaron nuevamente y se
resuspendieron en 0,5 mL de fosfato de potasio 50 mM, pH 7,0. Las células suspendidas se lisaron mediante
agitacion vorticial con tres gotas de cloroformo, y el producto lisado bruto se sometié a ensayo para determinar la
actividad de DAHP sintasa utilizando un método similar al descrito en la bibliografia (Hu et al., 2003), con las
siguientes modificaciones. El tampdn de fosfato era 50 mM (concentracion final), pH 7,0, la concentracion final de
eritrosa-4-fosfato era 2 mM, la concentracion final de fosfoenol piruvato era 5 mM, la temperatura de incubacion era
30°C y la reaccién se detuvo a los 10 minutos. Los autores de la presente invencion definieron 1 mU como la
actividad que produjo 1 nMol de DAHP por minuto por miligramo de proteina. Para someter a ensayo la resistencia a
la retroalimentacion, cada producto lisado bruto se sometié a ensayo con o sin fenilalanina a una concentracion final
18 mM. Los resultados del ensayo se muestran en la Tabla 5. Las enzimas mostraron actividad especifica y
resistencia a la fenilalanina variables, pero todas las versiones de mutantes seleccionados que se sometieron a
ensayo fueron significativamente mas resistentes que los controles de tipo salvaje.

Los alelos de aroG de RY893, RY899, RY901 y RY902, descritos anteriormente, se introdujeron en un fondo de
cepa que produce acido mucoénico de la siguiente manera. Se utilizaron P1vir lisados de las cepas donantes aroG* y
aroGwt para transducir MYR219 (E. coli C, AaroE, Aack::Pis-aroB, pMG37) a resistencia a tetraciclina HCI (15 mg/L),
para proporciona nuevas cepas RY903, RY909, RY911 y RY912, respectivamente. Cada una de estas cepas se
transdujo a continuacién a resistencia a sulfato de kanamicina (50 mg/L) utilizando un producto lisado de P1vir de
JW1316-1, para introducir el alelo AtyrR::kan, para proporcionar las cepas RY913, RY919, RY921 y RY922,
respectivamente. La seleccién con espectinomicina se mantuvo durante todo el tiempo para mantener el plasmido
mucodnico. Las cuatro cepas resultantes se cultivaron durante 48 horas a 37°C en matraces oscilantes en 25 mL de
medio minimo NBS (Jantama et al., 2008a) que contenia suplementos de 20 g/L de glucosa, tampén MOPS 0,2 M,
pH 7.4, nicotimamida (1 mM), fenilalanina (100 mg/L), tirosina (100 mg/L), triptéfano (100 mg/L), acido p-
hidroxibenzoico (1 mg/L), acido p-aminobenzoico (1 mg/L), acido 2,3-dihidroxibenzoico (1 mg/L), rojo fenol (10 mg/L)
y sulfato de amonio (1 g/L). El pH se mantuvo proximo a 7 segun se estimé a simple vista a partir del color del rojo
fenol, frente a un patron de pH 7,0, mediante la adicion manual de alicuotas de 1 mL de KOH 1,0 M a demanda a los
matraces oscilantes. El acido mucénico producido se analizé mediante HPLC como se describio anteriormente, y los
resultados se muestran en la Tabla 6. Las tres cepas que contenian un alelo de aroG* resistente a la
retroalimentacion produjeron mas acido mucoénico que la cepa isogénica que contiene el alelo de aroG de tipo
salvaje. En un experimento separado descrito en la presente memoria, cepa MYR205, que contenla aroG en el
plasmido multicopia pCP32AMP, produjo 1,5 g/L de acido mucénico en un matraz oscilante. Por lo tanto, los autores
de la presente invencion han demostrado que la combinacién de AtyrR y aroG* de copia Unica cromosémica puede
funcionar bien en comparacién con un plasmido aroG isogénico que contiene cepa para producir acido mucénico en
matraces oscilantes. La estabilidad genética superior inherente de los alelos cromosdmicos en comparacion con los
alelos plasmidicos, mas la atenuacion de la necesidad de un medio selectivo para mantenerse en un plasmido, hace
que las nuevas cepas descritas en la presente memoria sean mas adecuadas para fermentaciones comerciales a
gran escala. Adicionalmente, no se requirié ningun inductor quimico para la expresion de los genes de la ruta del
acido mucdnico. Por lo tanto, las cepas de la presente invencién descrita anteriormente se mejoran con respecto a
las de la técnica anterior (Niu et al., 2002), todas las cuales contienen el gen para la expresién en exceso de DAHP
sintasa en un plasmido multicopia no deseable.

De forma similar a la descrita anteriormente para AroG, una mutaciéon que conduce a una isozima AroF o AroH que
es resistente a la inhibicion por retroalimentacion mediante tirosina puede instalarse en un plasmido o en el
cromosoma. Una mutacién preferida es una mutacion puntual que cambia el aminoacido 148 de AroF de prolina a
leucina, por ejemplo cambiando el codén 148 de CCG a CTG (Weaver et al., 1990), para proporcionar un gen
llamado aroF*. Otros alelos de aroF* pueden aislarse por resistencia a analogos de tirosina (por ejemplo, o-
fluorotirosina, m-fluorotirosina, p-fluorofenilalanina, etc.) de forma analoga a la descrita anteriormente para los alelos
de aroG*. Los alelos aroF* pueden seleccionarse, enriquecerse y transducirse mediante unién a un transposoén o a
una insercion de resistencia a kanamicina, por ejemplo, en un AyfiR::kan estrechamente ligado como en una cepa
como JW2584 (CGSC 10051, Coli Genetic Stock Center, Universidad de Yale).

Ejemplo 3
Deleciéon de aroE a partir del ADN cromosoémico y produccion de acido muconico

En este ejemplo, se investigd el efecto de la expresion en exceso de aroB y aroG en plasmidos multicopia asi como
en la expresion de genes que codifican proteinas funcionales en la ruta del acido mucodnico. Se utilizdé la cepa
MYRB34 que contiene una delecion en el gen aroE que codifica la shikimato deshidrogenasa como cepa parental en
estos estudios. La eliminacién de la copia cromosémica de aroE se llevo a cabo de una manera similar a la descrita
anteriormente en el Ejemplo 1. Cuando MYR34 se transformé con el plasmido pCP32AMP que expresaba en exceso
el gen aroG que codificaba la proteina DAHP sintasa funcional en la ruta del acido shikimico, hubo un aumento
significativo en la acumulacién de DHS. Cuando MYR34 se transformé con el plasmido que expresa aroB de un

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 663 445 T3

promotor constitutivo, no se observd un aumento significativo de acumulacion de DHS. Sin embargo, cuando la cepa
MYR34 de E. coli se transformd con el plasmido que expresa ambos genes aroB y aroG, hubo un aumento de
acumulacion de DHS que se observd con MYR34 transformada con aroG solo, lo que sugiere que aroB es un cuello
de botella secundario en la produccion de DHS (Figura 5).

En los experimentos presentados en la Figura 6, se examind efecto de una copia adicional del gen aroB integrado en
el ADN cromosémico del anfitrién. En la cepa MYR170 de E. coli derivada de MYR34, una copia adicional del gen
aroB bajo el control del promotor P15 se integré en el cromosoma del anfitrion en el locus ack. Cuando la cepa
MYR170 se transformé con el plasmido pCP32AMP, hubo un ligero aumento de la acumulacion de DHS en
comparacién con la acumulacién de DHS detectada en la cepa MYR34 transformada con el mismo plasmido. Este
ligero aumento de la acumulacién de DHS en MYR170 se puede atribuir a una copia adicional del gen aroB
integrado en el ADN cromosémico del anfitrion. Cuando MYR170 se transformé con pCP54 expresando ambos
genes aroB y aroG, hubo un aumento adicional de la acumulacion de DHS sugiriendo que aroB es un cuello de
botella secundario en la producciéon de DHS.

La Figura 7 proporciona los resultados sobre la produccién de acido muconico con las cepas MYR34 y MYR170 de
E. coli. Habiendo establecido que en las cepas MYR34 y MYR170 de delecion de aroE, con la expresion en exceso
de los genes aroB y aroG hay una acumulacién de DHS, se hicieron esfuerzos para ver si la expresion de los genes
de "ruta mucénica" que codifican las proteinas funcionales en la ruta de producciéon de acido mucénico conduciria a
la conversién de DHS en acido cis,cis-muconico. En estos experimentos, las cepas de E. coli MYR34 y MYR170 se
transformaron con el plasmido pMG37 solo o con ambos plasmidos pMG37 y pCP32AMP. El plasmido pMG37
expresa los genes aroZ, aroY y catAX que codifican proteinas funcionales en la ruta del acido mucoénico. La
produccion de acido mucoénico tanto en MYR34 como en MYR170 aumenté cuando estas cepas bacterianas se
transformaron con los plasmidos pCP32AMP y pMG37 en comparacion con la produccién de acido mucénico en
estas dos cepas transformadas solo con el plasmido pMG37, lo que sugiere que en estas cepas la expresion de
aroB es el cuello de botella para la produccién de acido cis,cis-mucénico.

Ejemplo 4
Expresion en exceso de tktA

La transcetolasa codificada por tktA es una enzima clave en la ruta de la pentosa fosfato y se cree que es limitante
para la produccién de eritrosa-4-fosfato, uno de los productos intermedios clave en la produccion de acido mucoénico.
Se sabe que la expresidn en exceso de tktA, que codifica la transcetolasa, instalando el gen con su promotor nativo
en un plasmido multicopia (Sprenger et al, 1995, 1995a), mejora el flujo en la ruta aromatica (Draths et al., 1992). Sin
embargo, tales plasmidos son inestables, y a menudo requieren seleccion con antibidticos para su mantenimiento.
Otro enfoque en la técnica anterior era afiadir una copia adicional del gen tktA al cromosoma de la cepa anfitriona
(Niu et al., 2002). Sin embargo, una copia adicional de tktA con su promotor nativo no es suficiente para saturar la
ruta aromatica con eritrosa-4-fosfato, ya que su promotor nativo no estd muy cerca del ideal. Como tal, el
procedimiento necesita una mejora sustancial.

Se puede obtener una potenciacion de la expresion en exceso de tktA, por ejemplo, sustituyendo el promotor tktA
nativo en el cromosoma por un promotor constitutivo fuerte, por ejemplo un promotor P15 0 P2 del fago SPO1 de
Bacillus subtilis (SEQ ID NO. 1 y SEQ ID NO. 2, respectivamente), o el Pr promotor del bacteriéfago lambda (SEQ
ID NO. 3). Esto se lleva a cabo en dos etapas como se describe en el Ejemplo 1, excepto que se utiliza el casete
cam®, sacB para reemplazar el promotor de tktA cromosémico nativo en la primera etapa. En la segunda etapa, el
promotor constitutivo fuerte se instala transformando con un ADN lineal que comprende el promotor constitutivo
fuerte, flanqueado por al menos 50 bases del extremo 5' de la region codificante de tktA en el lado de aguas abajo y
al menos 50 pares de bases de homologia inmediatamente aguas arriba del promotor nativo de tktA en el lado
aguas arriba del promotor constitutivo fuerte, y seleccionando mediante resistencia a la sacarosa. La expresion
mejorada a partir de dicho casete de expresion también se consigue aumentando la estabilidad del ARNm que se
transcribe a partir del casete de expresién. La mejora de la estabilidad del ARNm se logra al agregar una estructura
tallo-bucle en el extremo 5' del ARNm, en el extremo 3' del ARNm o en ambos. Una estructura tallo-bucle esta a
menudo presente al final de un ARNm que esta terminado naturalmente con un terminador de transcripcion
independiente de rho, pero si no lo es, se puede anadir un terminador de transcripcién independiente de rho a la
secuencia de ADN por medio de métodos de modificacion genéticas bien conocidos (ligacion, PCR, etc.). Tal
terminador puede estar compuesto por una repeticion invertida de entre 4 y 20 bases en cada repeticion, separada
por un "bucle" de 3 o mas bases, y seguida de una region de una o mas bases que se enriquece en T
(desoxitimidina). Las repeticiones invertidas son ricas en G y C (desoxiguanidina y desoxicitidina). De manera
similar, se puede construir un tallo-bucle en el extremo 5' de un ARNm insertando una secuencia de ADN
inmediatamente aguas abajo desde el punto de inicio de la transcripcion, pero antes del sitio de unién al ribosoma,
que contiene un tallo-bucle como se describié anteriormente, pero sin la regién enriquecida en T. Un ejemplo de esto
se proporciona en asociacion con el promotor P15 (SEQ ID NO. 1).

En el analisis del efecto de la expresion en exceso del gen tktA en el flujo de carbono a través de la ruta del acido
shikimico, se utilizé la cepa MYR170 de E. coli como cepa parental. MYR170 tiene una delecién en el gen aroE que
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codifica la enzima shikimato deshidrogenasa y una copia adicional del gen aroB en el locus ack.

En los experimentos descritos en las Figuras 8, 9 y 10, se utilizaron dos plasmidos diferentes, a saber, pCP32AMP y
pCP50. El plasmido pCP32AMP expresa solo el gen aroG de la DAHP sintasa a partir de su promotor nativo y el
plasmido pCP50 expresa el gen tktA de la transcetolasa a partir de su promotor nativo junto con el gen aroG.
MYR170, que tenia una delecién de aroE y una copia adicional del gen aroB bajo el control del promotor P15
integrado en el locus ack del ADN cromosomico, se transformé individualmente con los plasmidos pCP32AMP y
pCP50. Como se muestra en la Figura 8, la acumulacién de DHS se incrementé adicionalmente con la expresion del
gen aroG junto con el gen tktA en comparacién con las células de E. coli que expresan solo el gen aroG.

La Figura 9 proporciona datos sobre el rendimiento de DHS en dos cepas diferentes, a saber, MYR34, MYR170
transformadas con el plasmido pCP32AMP o pCP50. La cepa MYR34 que tiene la delecion del gen aroE produjo 0,1
gramos de DHS por gramo de glucosa consumida. El rendimiento de DHS en el MYR34 aumenté a 0,15 gramos de
DHS por gramo de glucosa consumida cuando esta cepa se transformé con el plasmido pCP32AMP con expresion
en exceso del gen aroG. MYR170 tiene una copia adicional de aroB gen insertada en el locus ack. Como resultado
de la presencia de esta copia adicional del gen aroB, el rendimiento para la produccién de DHS en la cepa MYR170
transformada con pCP32AMP fue ligeramente mayor que el rendimiento de DHS observado en la cepa MYR34
transformada con pCP32AMP. Por lo tanto, la presencia de una copia adicional de aroB en MYR170 causé un
aumento del flujo de carbono a través de la ruta del acido shikimico. Se observé un aumento adicional de
rendimiento de DHS cuando la cepa MYR170 se transformo con el plasmido pCP50 que expresa ambos genes aroG
y tktA. Por lo tanto, la presencia de una copia adicional de tktA representé un aumento del flujo de carbono a través
de la ruta del acido shikimico. Mas especificamente, el efecto de la presencia de los genes aroB y tktA caus6 un
efecto aditivo sobre el rendimiento de DHS.

MYR261 utilizada en los experimentos descritos en la Figura 10 fue disefiada para integrar una copia adicional del
gen tktA en el ADN cromosomico de MYR170 en el locus poxB. El reemplazo del gen deseado (poxB::tktA) en la
cepa MYR261 se confirmé mediante PCR. MYR261 se transformoé con el plasmido pCP32AMP (expresion en exceso
de aroG) o el plasmido pCP50 (expresion en exceso aroG y tktA). Como control, MYR170 se transformé con el
plasmido pCP32AMP. Como indica el resultado mostrado en la Figura 10, la presencia de una copia adicional del
gen tktA en el ADN cromosdmico de MYR261 aumentd el titulo para la produccion de DHS con el plasmido
pCP32AMP cuando se compard con el titulo para la produccion de DHS observado en la cepa MYR170
transformada con el mismo plasmido. Un aumento adicional en el nivel de transcetolasa en la cepa MYR261 cuando
se transformé con el plasmido pCP50 que expresa en exceso transcetolasa condujo a un aumento adicional del
titulo para la produccion de DHS. La enzima codificada por poxB, PoxB, o piruvato oxidasa, produce acetato como
producto de reaccion. Como tal, la eliminacion de poxB que resulta de la insercion de tktA como se describe en la
presente memoria, elimina una ruta potencialmente activa para la produccion de acetato. Del mismo modo, la
insercién simultanea de PisaroB y eliminacion de ackA, que codifica AckA o acetato-quinasa, como se describe mas
adelante en el Ejemplo 12 siguiente, elimina otra ruta potencialmente activa para el acetato. La produccion de
acetato generalmente no es deseable en las fermentaciones (Jantama et al., 2008b). Como tales, estas deleciones
pueden ser Utiles para reducir la produccién de acetato.

La Figura 11 proporciona el titulo para la produccién de acido mucénico y acido acético en las cepas MYR170,
MYR261 y MYR305 de E. coli después de la transformacion con los plasmidos pCP32AMP y pMG37. MYR305 se
obtiene de MYR170 mediante eliminacién del gen poxB del ADN cromosémico, mientras que MYR261 es un
derivado MYR170 en donde el gen poxB ha sido desactivado mediante la insercion de una copia adicional del gen
tktA. Como se menciond anteriormente, el plasmido pCP32AMP expresa el gen aroG que codifica el gen para la
proteina DAHP sintasa que funciona en la ruta biosintética del acido shikimico que conduce a la acumulaciéon de
DHS debido a la eliminacion del gen aroE en las cepas MYR170, MYR261 y MYR305 de E. coli. Con la expresion de
los genes de la ruta mucénica a saber aroZ, aroY y catAX en el plasmido pMG37, el DHS se convierte en acido
cis,cis-muconico como se ilustra en la Figura 2. Con la presencia de una copia adicional del gen aroB y el gen tktA
en la cepa MYR261, hubo un ligero aumento en la produccion de acido mucénico acompafiado de una disminucion
de la acumulacion de acido acético.

Ejemplo 5
Expresion en exceso de talA o talB

El gen talB codifica la transaldolasa predominante en E. coli, pero el gen talA también codifica una transaldolasa
menor. Se sabe que la produccion en exceso de transaldolasa mejora el flujo en la ruta aromatica (Lu y Liao, 1997;
Sprenger, 1995; Sprenger et al, 1995b). En la técnica anterior, esto se logré mediante la expresiéon en exceso del
gen tal (ahora conocido como gen talB) en un plasmido multicopia de su promotor nativo (Lu et al., 1997, Sprenger
et al., 1995b). Sin embargo, tales plasmidos son inestables y requieren seleccion con antibidticos para su
mantenimiento. Por lo tanto, existe la necesidad de un procedimiento mejorado. Se puede obtener la potenciacion de
la expresiéon de talB, por ejemplo, sustituyendo el promotor de talB nativo en el cromosoma por un promotor
constitutivo fuerte, por ejemplo un promotor P15 0 P2s del fago SPO1 de Bacillus subtilis (SEQ ID NO. 1 y SEQ ID
NO. 2, respectivamente), o el promotor Pr del bacteriéfago lambda (SEQ ID NO. 3). Esto se lleva a cabo en dos
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etapas como se describe en el Ejemplo 1, excepto que se utiliza el casete cam®, sacB para reemplazar el promotor
cromosomico de talB nativo en la primera etapa. En la segunda etapa, el promotor constitutivo fuerte se instala
mediante transformacion con un ADN lineal que comprende el promotor constitutivo fuerte, flanqueado por al menos
50 bases del extremo 5' de la region codificante de talB en el lado de aguas abajo y al menos 50 pares de bases de
homologia inmediatamente aguas arriba del promotor de talB nativo en el lado aguas arriba del promotor constitutivo
fuerte, y seleccionando para la resistencia a la sacarosa. El gen talA también puede ser expresado en exceso por un
método similar, pero se prefiere expresar en exceso el gen talB, ya que codifica la actividad predominante
(Sprenger, 1995; Sprenger et al, 1995b). Véase el Ejemplo 4 para mas detalles sobre la construccion del casete de
expresion disefiado para la expresion en exceso.

Ejemplo 6
Expresion de los genes aroZ, aroY y catAX

Para demostrar la conversion de DHS enddgeno producido por E. coli en acido muconico, se clonaron los genes
heterdlogos catAX de Acinetobacter sp. ADP1, aroY de Klebsiella pneumoniae, y quiC de Acinetobacter sp. ADP1,
bajo promotores constitutivos fuertes (P15, Pr, y P2s, respectivamente) en un plasmido de bajo numero de copias,
pCL1921 (Lerner e Inouye, 1990) para generar un "plasmido mucénico" pMG37. Los derivados de la cepa MYR34
que portan el vector vacio (pCL1921) o pMG37 se cultivaron a 37°C durante 17 h. en un medio de matraz oscilante
(medio minimo NBS con un suplemento de aminoacidos aromaticos y vitaminas) que contenia glucosa al 2%. Los
sobrenadantes se recogieron y analizaron mediante HPLC. A diferencia de MYR34/pCL1921 que muestra
acumulacién de DHS, MYR34/pMG37 muestra produccion de acido muconico (Figura 12). No se detectaron
cantidades significativas de DHS o productos intermedios, tales como PCA y catecol, de la ultima cepa, lo que
sugiere que los genes heterdélogos expresados a partir de pMG37 eran funcionales y suficientes.

Ejemplo 7
Comparacién de homologos de AroZ

Se compararon tres homologos y analogos de aroZ diferentes (Figura 13) para determinar su capacidad para desviar
DHS en la ruta de producciéon de acido mucoénico. Se informa de que quiC de Acinetobacter sp. ADP1, asbF de
Bacillus thuringiensis, y qa-4 de Neurospora crassa, que codifican proteinas que tienen actividad similar a AroZ
(Elsemore y Ornston, 1995; Fox et al, 1995; Rutledge, 1984). Cada uno de estos genes se habia sometido a
optimizacion de codones para su expresion en E. coli y sintetizado por GeneArt (Invitrogen), y clonado bajo un
promotor P2g constitutivo fuerte en un 'plasmido mucénico' de bajo nimero de copias que también expresa los genes
catAX y aroY a partir de los promotores P15 y Pg, respectivamente. Se cultivaron MYR34/pCL1921, MYR34/pMG37
(pldsmido mucénico con quiC como aroZ), MYR34/pMG47 (plasmido mucodnico con asbF como aroZ), y
MYR34/pMG70 (plasmido muconico con ga-4 como aroz) a 37°C durante 48 h. en matraces oscilantes con medio
minimo que contenia glucosa al 2%, los aminoacidos aromaticos y vitaminas aromaticas. Los sobrenadantes se
recogieron y analizaron mediante HPLC. Como era de esperar, MYR34 transformada con el vector vacio acumulé
DHS y no produjo acido mucoénico. Los dos homdlogos de aroZ y el Unico analogo examinados fueron funcionales
para desviar DHS hacia la produccion de acido mucénico, pero en un grado variable. El derivado MYR34 que
expresa el gen quiC fue el mas robusto y mostro casi 100% de conversion de DHS en acido mucénico con una
cantidad insignificante de retencion de DHS. El derivado MYR34 que expresa el homélogo de aroZ fungico, qa-4,
seguia de cerca con aproximadamente 80% de conversion de DHS en acido mucdnico y 20% de retencion de DHS.
Por ultimo, el derivado MYR34 que expresa el gen asbF mostr6 solo 50% de conversion de DHS en acido mucénico
y 50% de retencién de DHS. Tomados en conjunto, bajo condiciones de ensayo de matraz oscilante de los autores
de la presente invencion, la expresion y/o actividad del gen quiC parecian ser las mas altas en comparacion con los
otros homologos de AroZ.

Ejemplo 8
Integracion cromosomica de catAX, aroY y quiC

El acido muconico puede ser producido por cepas que contienen solo copias Unicas integradas cromosdémicamente
de catA-X, aroY y quiC expresados a partir de promotores constitutivos en el locus adhE.

MYR170 (AaroE, Aack::Pis-aroB), una gran productora de DHS, fue la cepa anfitriona utilizada para integrar los
genes de la ruta del acido mucodnico en el locus adhE en el cromosoma (SEQ ID NO. 41). La cepa MYR352
resultante se transformdé con los plasmidos YEp24 (numero medio de copias, vector vacio), pCP32AMP (numero
medio de copias, aroB expresado a partir del promotor nativo), o pCP50 (numero medio de copias, aroG y tktA
expresados por sus respectivos promotores nativos) para generar cepas derivadas. Los dos ultimos plasmidos se
utilizaron para aumentar la produccion de DHS. Las cepas se cultivaron a 37°C durante 72 h. en medio de matraz
oscilante que contenia glucosa al 2% como se describié anteriormente. Los sobrenadantes se recogieron a las 72 h.
y se analizaron mediante HPLC. Como se esperaba, los derivados de MYR352 transformados con aroG y aroG/tktA
mostraron un aumento global en la formacion total del producto en comparaciéon con un control de vector vacio
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(Figura 14). Todos los transformantes de MYR352 produjeron titulos medibles de acido mucdnico, demostrando por
primera vez que el acido mucoénico puede ser producido por una cepa que contiene solo genes de la "via mucoénica"
integrados y sin suministro de un inductor quimico de la expresion génica.

No todo el DHS que se produjo en cualquiera de estas cepas derivadas de MYR352 se convirtio en el acido
muconico producto final. En cambio, hubo una cantidad significativa de acumulacion de catecol (Figura 14), lo que
sugiere que la expresion o actividad de catAX es limitante cuando se expresa a partir de una unica copia en el
cromosoma. Dado que el intermedio de acumulacion principal era el catecol, es probable que la expresion génica y/o
la actividad de quiC y aroY sean suficientes en el fondo de la cepa MYR352 para la sintesis de acido mucénico.

Los derivados de la cepa MYR352 se compararon en paralelo con derivados analogos de la cepa MYR219. La cepa
MYR219 es la misma que la cepa MYR170 pero contiene una copia del plasmido pMG37 que expresa los genes de
la ruta del acido muconico. Por lo tanto, la principal diferencia entre las cepas MYR352 y MYR219 es con referencia
a la dosificacion de los genes de la ruta del acido mucénico (1 copia frente a aproximadamente 5 copias,
respectivamente). A diferencia de las cepas derivadas de MYR352, las cepas derivadas de MYR219 mostraron muy
poca acumulaciéon de catecol u otros compuestos intermedios, y produjeron con éxito el acido mucénico producto
final. En conjunto, estos resultados indican la necesidad de aumentar la actividad de catAX en cepas tales como
MYR352.

Ejemplo 9
Expresion de catAX

La acumulacién de catecol y la produccion ineficaz de acido muconico en la cepa MYR352 se debe a la limitacion de
la dosis y/o la actividad del producto o productos génicos de catAX. Como se describié anteriormente, MYR352
contiene AaroE, Aack::Pis-aroB y copias unicas integradas cromosomicamente de los genes catAX, aroY y quiC bajo
promotores constitutivos fuertes. Esta cepa se transformo con control de vector vacio (YEp24) de nimero medio de
copias o plasmido de expresion de aroG/tktA (pCP50) para aumentar el flujo de carbono en la ruta de sintesis de
aminoacidos aromaticos y producir grandes cantidades de DHS. El crecimiento de cepas transformadas a 37°C
durante 72 horas en medio de matraz oscilante complementado con glucosa al 2% como se describié anteriormente
dio como resultado la acumulaciéon de catecol intermedio. Este resultado sugiere que la actividad de catAX puede
ser insuficiente en MYR352. Para confirmar esta hipotesis, se sometié a ensayo la capacidad de uno o mas genes
de la ruta del acido mucénico expresados a partir del plasmido de bajo numero de copias para aliviar la acumulacion
de catecol en MYR352/pCP50 (Figura 15). Especificamente, MYR352/pCP50 se transformé adicionalmente con
control de vector vacio de bajo numero de copias (pCL1921) o plasmidos que expresan los tres genes, dos genes o
un gen de la ruta de produccion de acido mucoénico. Las cepas derivadas se analizaron en un experimento de matraz
oscilante como se describié anteriormente. Si bien el aumento de la dosificacién de aroY solo (a partir de pMG27) o
quiC solo (a partir de pMG39) no aliviaba la acumulacién de catecol, la expresion de todos los genes de la ruta del
acido mucénico (a partir de pMG37) o catAX y aroY juntos (a partir de pMG33), dio como resultado una conversién
satisfactoria de catecol en acido muconico. Ademas, la expresion de catAX solo (a partir de pMG31) fue suficiente
para la produccién de 4cido mucénico y para evitar la acumulacién de catecol.

Ejemplo 10
Construccion de una mutacién de aroE con pérdida de funcién parcial

En el procedimiento de la técnica anterior para producir acido cis,cis-muconico, la cepa anfitriona contiene una
mutacion en el gen aroE denominada aroE353, que es una mutacion nula. Como resultado, la cepa requiere el
suministro de los aminoacidos aromaticos (fenilalanina, tirosina y triptéfano) y vitaminas aroméaticas elaboradas a
partir de la ruta del shikimato (acido p-hidroxibenzoico, acido p-aminobenzoico y acido 2,3-dihidroxibenzoico). Los
aminoacidos aromaticos son demasiado costosos para ser suministrados en un procedimiento comercialmente
atractivo. Como tal, el procedimiento de la técnica anterior necesita una mejora sustancial. Esto se puede lograr
instalando una version del gen aroE con pérdida de funcion parcial, que los autores de la presente invencién
denominaran aroE*. Las mutaciones con pérdida de funcién parcial se obtienen generando en primer lugar una
mutacion sin sentido que cambia un aminoacido en la secuencia codificante de aroE que da como resultado un
fenotipo nulo. Esto se puede lograr mediante cualquier forma de mutagénesis y escrutinio para auxotrofia simultanea
para los seis compuestos aromaticos enumerados anteriormente. Un método preferido es crear un conjunto de
mutantes de genes aroE mediante mutagénesis por PCR propensa a errores, utilizando ADN polimerasa Taq,
utilizando ADN gendmico de tipo salvaje de E. coli C como molde, y utilizando cebadores oligonucleotidicos de PCR
que hibridan con aproximadamente 1000 pares de bases aguas arriba y 1000 pares de bases aguas abajo de la
region codificante de aroE. El conjunto resultante de moléculas de ADN lineal se utiliza para transformar un derivado
de E. coli C que produce acido cis,cis-muconico y que contiene un casete integrado cam”, sacB que ha reemplazado
la region codificante de aroE (véase el Ejemplo 4 para un ejemplo relacionado), y seleccionar para la resistencia a la
sacarosa. Los transformantes se escrutan a continuacién para detectar auxoétrofos que han perdido la resistencia al
cloranfenicol y requieren los seis compuestos aromaticos enumerados anteriormente. Se recogen varios auxotrofos
independientes y se someten a ensayo para comprobar su capacidad de reproducciéon sembrando aproximadamente
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10’, 10° o 10° células (enjuagadas en medio minimo de glucosa) en una placa de glucosa minima sin los seis
compuestos aromaticos. Los revertientes que dan lugar a colonias en las placas se recogen y se someten a ensayo
para la produccién de &cido cis,cis-mucoénico, pero sin produccion de niveles sustanciales de aminoacidos
aromaticos. Entre dichos revertientes habra cepas que porten una o mas mutaciones en el gen aroE, de manera que
la enzima AroE proporciona suficientes aminoacidos aromaticos y vitaminas para el crecimiento, pero no un
excedente de estos compuestos aromaticos. Otro método para obtener un mutante aroE con pérdida de funcion
parcial es instalar uno de los mutantes de aroE revertibles clasicos, tales como aroE353 y aroE24 (ambos
disponibles en el Coli Genetic Stock Center en la Universidad de Yale, New Haven, CT, EE.UU.), en una cepa
productora de &cido cis,cis-muconico, y seleccionar para revertientes como se describi6é anteriormente.

Ejemplo 11
Importacion de glucosa mediante difusion facilitada

Uno de los sustratos en la primera etapa comprometida de la ruta aromatica es el fosfoenolpiruvato (PEP). El PEP
también es la fuente de fosfato y energia para importar glucosa y algunos otros azicares mediante el sistema de
fosfotransferasa bacteriana (PTS). Por lo tanto, cuando una bacteria crece con un azicar dependiente de PTS,
existe competencia entre la PTS y la ruta aromatica para PEP. Como tal, se puede lograr una mejora significativa en
el flujo creciente a la ruta aromatica eliminando la PTS y proporcionando una ruta alternativa para la captacion de
azucar. Una solucién a este problema es reemplazar la PTS por permeasa GalP de E. coli, un simportador de
protones que funciona razonablemente bien para la captacion de glucosa (Patente de Estados Unidos NuUm.
6.692.794). Sin embargo, el simportador de protones todavia utiliza energia para mantener el gradiente de protones
que es necesario para conducir la permeasa. Como tal, existe la necesidad de una mejora adicional del en el
procedimiento.

Algunos azucares, tales como la xilosa, pueden ser importados por una proteina transportadora que obtiene energia
de la hidrdlisis del ATP (trifosfato de adenosina). Una vez mas, si el transportador dependiente de energia puede ser
reemplazado por un transportador que requiere menos energia, se puede realizar una mejora, ya que la energia
inherente al ATP se puede conservar para otros usos beneficiosos.

Se puede obtener una mejora significativa utilizando un transportador de difusién facilitada, que no gasta energia
para la importacion del aztcar (Parker et al, 1995; Snoep et al, 1994). Por ejemplo, el facilitador de glucosa de
Zynaomonas mobilis, codificado por el gen glf, puede utilizarse en lugar de, o ademas de, la PTS en cepas
productoras de 3-deshidroshikimato (DHS) (Yi et al., 2003). Sin embargo, estas cepas aun dependen, al menos
parcialmente, de GalP para la importacién de glucosa. Puesto que GalP requiere energia en forma de un gradiente
de protones para la importacion de glucosa, es necesario mejorar la eficiencia de la importacion de glucosa para las
cepas productoras muconicas.

Un casete para la expresion de glf mas un gen de glucoquinasa, glk, también de Z. mobilis, se puede ensamblar con
un promotor constitutivo fuerte, por ejemplo P2s. Este casete puede integrarse a continuacion en el genoma de una
cepa anfitriona en una ubicaciéon que no interferira con la produccién del compuesto deseado, que en este caso es
acido cis,cis-mucoénico. Un ejemplo de tal ubicacion en el cromosoma de E. coli es el operon de degradacion de
treonina, tdcABCDEFG. Si el medio de crecimiento no contiene treonina, este operdn no es necesario ni expresado,
por lo que la insercion de un casete de expresion en ese operdn no interfiere en el metabolismo.

Para lograr la mejora descrita anteriormente, se eliminan uno o mas de los genes que codifican una funciéon PTS,
utilizando un método similar al descrito en el Ejemplo 1. Por ejemplo, se pueden suprimir uno o mas de ptsH, ptsl,
crr, o ptsG. Después se suprime galP. A continuacién se puede instalar el casete P2s-glf, glk en dos etapas, similares
a las descritas en el Ejemplo 1. En la primera etapa, se integra un casete cam®, sacB en el operon tdc, utilizando un
ADN lineal derivado de pAC21 (SEC ID NO. 15), con seleccién para la resistencia al cloranfenicol (30 mg/L). En la
segunda etapa, el casete P2s-glf, glk se integra en el operén tdc, utilizando un ADN lineal derivado de pAC19 (SEC
ID NO. 15), con selecciéon para la resistencia a la sacarosa y escrutinio para determinar la sensibilidad al
cloranfenicol, y en este caso, mejora del crecimiento en un medio de glucosa minimo.

Para someter a ensayo si la difusion facilitada de glucosa podria sustituir los sistemas convencionales de
importacién de glucosa en E. coli, se suprimieron los genes ptsHI y el gen galP de MYR34 (AaroE), y a continuacién
el casete P2s-glf, glk se integré en el operdn tdc, utilizando un ADN lineal derivado de pAC19 (SEC ID NO. 14), para
proporcionar la cepa MYR217. MYR217 crece razonablemente bien en un medio de glucosa minimo complementado
con los tres aminoacidos aromaticos requeridos y tres compuestos aromaticos similares a las vitaminas (Figura 16).
Sin embargo, la cepa MYR31, que contiene deleciones de ptsHI y galP, pero no contiene el casete glf, glk no mostré
ningun crecimiento medible (Figura 16). Por lo tanto, la difusion facilitada es suficiente para reemplazar los dos
sistemas convencionales de importacién de glucosa en nuestro fondo de cepa.

Para someter a ensayo si la difusion facilitada es util para producir compuestos derivados de la ruta aromatica,

MYR34 y MYR217 se transformaron con pCP54 (aroG, aroB) y pCP55 (aroG, aroB, tktA). Se compard la produccion
del intermedio 3-deshidroxiquitrato aromético (DHS) en matraces oscilantes para estas dos cepas (Figura 17). Con
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pCP54 o pCP55, la cepa que utiliza difusion facilitada produjo tanto o mas DHS que las cepas que utilizan los
sistemas convencionales de importacion de glucosa. La produccion de DHS es un buen indicador de la produccion
de acido muconico en cepas E. coli modificadas genéticamente, por lo que los autores de la presente invencion
pueden concluir que la difusion facilitada de glucosa es una mejora util para la produccion de acido mucoénico.

Ejemplo 12
Expresion en exceso del gen aroB

Se informa de que la expresion del gen aroB limita la velocidad de produccion de acido cis,cis-muconico (Niu et al.,
2002). En la técnica anterior, esto se resolvié supuestamente integrando una segunda copia del gen aroB con su
promotor nativo. Sin embargo, esto es insuficiente para aliviar la limitacion de aroB, ya que el promotor nativo y el
sitio de unioén al ribosoma del gen aroB estan lejos de ser ideales. Como tal, el procedimiento necesita una mejora
sustancial.

La potenciacion de la expresion en exceso de aroB se puede obtener, por ejemplo, reemplazando el promotor de
aroB en el cromosoma por un promotor constitutivo fuerte, por ejemplo un promotor P15 0 P2 del fago SPO1 de
Bacillus subtilis (SEQ ID NO. 1 y SEQ ID NO. 2, respectivamente), o el promotor Pr del bacteriéfago lambda (SEQ
ID NO. 3). Esto se logra en dos etapas como se describe en el Ejemplo 4, excepto que se utiliza el casete cam®,
sacB para reemplazar el promotor de aroB cromosomico nativo y/o el sitio de unién al ribosoma en la primera etapa.
En la segunda etapa, se instala el promotor constitutivo fuerte mediante transformacién con un ADN lineal que
comprende el promotor constitutivo fuerte, seguido de un sitio de unidn al ribosoma y al menos 50 bases desde el
extremo 5' de la secuencia codificante de aroB, incluyendo el codén de inicio ATG, en el lado aguas abajo, y al
menos 50 pares de bases de homologia inmediatamente aguas arriba del promotor de aroB nativo en el lado aguas
arriba del promotor constitutivo fuerte, y mediante seleccién para la resistencia a la sacarosa. Ademas de, o en lugar
de, instalar un promotor mas fuerte, utilizando un método similar, se puede instalar un sitio de unién al ribosoma mas
fuerte, por ejemplo, AGGAGG, de 4 a 10 pares de bases aguas arriba del codon de inicio de la traduccién ATG de
aroB. Una copia de dicho casete sintético, por ejemplo, un casete PAGis-aroB, se puede integrar en el cromosoma
en un locus distinto del locus aroB nativo, por ejemplo en el locus ack. La delecién simultanea del gen ack, asi como
la delecion del gen poxB como en el Ejemplo 4 puede ayudar a reducir la formacion de acetato no deseado durante
las fermentaciones.

Ejemplo 13
Disminucidn del flujo a través de la rama oxidativa de la ruta de las pentosas fosfato

La eritrosa-4-fosfato que se necesita para la primera etapa comprometida en la ruta aromatica se obtiene a partir de
la porcion no oxidativa de la ruta de las pentosas fosfatos (PPP). Existen dos rutas diferentes mediante las cuales el
carbono puede ingresar a la PPP. La primera es a partir de glucosa-6-fosfato por las enzimas glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (codificada por el gen zwf), 6-fosfogluconolactonasa (codificada por el gen pgl) y 6-fosfogluconato
deshidrogenasa (codificada por el gen gnd), para proporcionar ribulosa-5-fosfato. En la ultima de estas tres etapas,
se pierde un carbono en forma de CO,. Esta ruta hacia la PPP se denomina rama oxidativa de la PPP. La ribulosa-5-
fosfato a continuaciéon se convierte en una variedad de otros azucares fosfato por la accion de isomerasas,
epimerasas, transcetolasas y transaldolasas. Este grupo de reacciones reversibles, que comienza con ribulosa-5-
fosfato, se denomina rama no oxidativa de la PPP. La segunda ruta por la cual el carbono puede ingresar en la PPP
es a través de la fructosa-6-fosfato y la gliceraldehido-3-fosfato (ambas provienen de la ruta Embden-Myerhoff,
también conocida como glicdlisis), que se combinan y se reordenan mediante transaldolasa y transcetolasa para
proporcionar la variedad de otros azucares fosfato, uno de los cuales es la eritrosa-4-fosfato. Si el carbono entra en
la PPP a través de esta segunda ruta, no se pierde CO,. Con el fin de mejorar el rendimiento del &cido cis,cis-
muconico de la glucosa, la pérdida de CO, puede prevenirse mediante el bloqueo de la rama oxidativa de la PPP, de
modo que todo el carbono que ingrese a la PPP tenga que pasar por una ruta no oxidativa a partir de fructosa-6-
fosfato y gliceraldehido-3-fosfato. El bloqueo de la rama oxidativa de la PPP se lleva a cabo eliminando el gen zwf,
utilizando un método de dos etapas similar al descrito en el Ejemplo 1 para eliminar el gen tyrR.

Ejemplo 14
Aumento del flujo hacia y a través de PEP a la ruta aromatica

Es deseable asegurar que la PEP no sea un intermedio limitante de la velocidad en la ruta al acido cis,cis-mucoénico.
Esto se logra, por ejemplo, aumentando el reciclaje de piruvato a PEP mediante la enzima PEP sintetasa, que se
logra al integrar un casete de expresién en exceso del gen pps como se describié anteriormente en otros ejemplos.
Otro enfoque es limitar el consumo de PEP por la piruvato quinasa, que en E. coli esta codificada por los genes pykA
y pykF. En este caso, el enfoque es disminuir la actividad de la enzima o enzimas. Esto se logra eliminando uno o
mas genes que codifican piruvato quinasa (como se describe en el Ejemplo 1 para tyrR), o reduciendo la fuerza de
expresion de uno o mas de estos genes, por ejemplo, mutando el promotor, el sitio de union al ribosoma, o la
secuencia codificante, de manera que el nivel de actividad de piruvato quinasa disminuya. Por ejemplo, el RBS

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 663 445 T3

frente al gen pykA de E. coli es 55CGGAGTATTACATG. El coddn de inicio de traduccion ATG esta subrayado. Esta
secuencia puede mutarse a CaGAGTATTACATG, CaaAGTATTACATG, CaatGTATTACATG, CaataTATTACATG,
etcétera, de modo que la secuencia de RBS se hace menos parecida al RBS consenso de AGGAGG por un cambio
de base a la vez. Cada versibn mutada se introduce a continuacién en el cromosoma en el locus pykA,
reemplazando el tipo salvaje, y se miden los niveles de producciéon de acido cis,cis-mucoénico para determinar la
mejora.

Ejemplo 15
Conferir crecimiento en sacarosa

Las cepas derivadas de E. coli C no crecen con sacarosa como Unica fuente de carbono. Sin embargo, pueden
modificarse genéticamente para hacerlo tal como se describe en la Solicitud de Patente PCT PCT/US11/064598.
Como tal, una cepa productora de acido cis,cis-mucoénico se puede modificar mediante ingenieria genética para que
crezca en sacarosa como se describe en la solicitud mencionada anteriormente.

Ejemplo 16
Un productor mejorado de acido cis,cis-muconico

Todas las caracteristicas descritas en los Ejemplos 1 - 15 se pueden combinar en una cepa de E. coli instalando las
caracteristicas una tras otra. La cepa resultante comprende un productor mejorado de acido cis,cis-mucoénico. La
cepa resultante puede mejorarse adicionalmente integrando una segunda copia de cada casete de expresiéon en
exceso descrito anteriormente, uno cada vez, en una ubicacion separada de la ubicacion de la primera copia. Un
ejemplo de una ubicacion conveniente y segura es un sitio de restriccion BsrB1 inmediatamente aguas abajo del
terminador de rrfF, que codifica un ARN ribosomal. El casete deseado se liga en forma de un ADN lineal romo en el
unico sitio BsrB1 del plasmido pMH17F (SEQ ID NO. 17). Un ejemplo es la ligadura del casete de expresion catAX
para proporcionar un pldsmido denominado pcatAX. En paralelo, se liga un casete cam®, SacB en forma de un
fragmento romo en pMH17F para proporcionar pMH28F (SEQ ID NO. 19). Se utiliza un ADN lineal derivado de
pMH28 mediante PCR o mediante corte con enzimas de restriccion para depositar el casete cam®, sacB en el sitio
rrfF. A continuacion, se utiliza un ADN lineal derivado de pcatAX mediante PCR o mediante corte con enzimas de
restriccion para instalar la segunda copia del casete catAX en el locus rrfF, utilizando seleccion en sacarosa. La cepa
resultante se compara a continuacién con su cepa abuela para la produccién de acido cis,cis-mucoénico para
determinar que catAX era una etapa limitante. Mediante un método similar, cada casete de los Ejemplos 2 - 15 se
somete a ensayo para determinar una etapa limitadora de la velocidad. Si se encuentra que una etapa es limitante
de la velocidad, se integran una o mas copias adicionales del casete relevante en otras ubicaciones apropiadas en el
cromosoma, lo que lleva a mejoras adicionales en la producciéon de acido cis,cis-mucoénico, sin la necesidad para
plasmidos o promotores inducibles.

Ejemplo 17
Produccioén de acido cis,cis-mucénico por fermentacion

El acido cis,cis-mucoénico puede ser producido por microorganismos modificados genéticamente descritos en los
ejemplos 1-15 anteriores. El medio de crecimiento puede variar ampliamente y puede ser cualquier medio que
soporte un crecimiento adecuado del microorganismo. Un medio preferido es un medio minimo que contiene sales
minerales y una fuente de carbono no aromatico, tal como glucosa, xilosa, lactosa, glicerol, acetato, arabinosa,
galactosa, manosa, maltosa o sacarosa (véase mas arriba un ejemplo de un medio de crecimiento minimo
preferido). Para cada combinacion de microorganismo y medio de cultivo, las condiciones apropiadas para producir
acido cis,cis-muconico se determinan mediante experimentos rutinarios en los que los parametros de fermentacién
se cambian sistematicamente, tal como temperatura, pH, tasa de aireaciéon y compuesto o compuestos utilizados
para mantener el pH. A medida que se produce el acido cis,cis-mucoénico, se deben introducir uno o mas
compuestos en el fermentador para evitar que el pH disminuya demasiado. Los compuestos preferidos para
neutralizar el acido incluyen sales alcalinas tales como 6xidos, hidroxidos, carbonatos y bicarbonatos de amonio,
sodio, potasio, calcio, magnesio o una combinacién de dos 0 mas de tales sales alcalinas.

Produccion de acido mucoénico por la cepa MYR428 de E. coli en un fermentador de 7 litros se muestra en la Figura
18. La cepa MYR261 de E. coli con un genotipo AaroE AackA::PAGis-aroBApoxB::tktA se transformd con los
plasmidos pCP32AMP y pMG37 para generar MYR428. MYR428 se hizo crecer en un fermentador de 7 litros como
se describié anteriormente con alimentacién de glucosa durante 48 horas. El titulo final de acido mucénico fue de 16
g/L (ver Figura 18).

Una vez completada la fermentacion, las células se eliminan mediante floculacién, centrifugacién y/o filtracion, y el
acido cis,cis-muconico se purifica a partir del caldo clarificado mediante una combinacién de una o mas etapas
posteriores, por ejemplo precipitacion, cristalizacién, electrodialisis, cromatografia (intercambio idnico, afinidad
hidréfoba y/o tamafio), microfiltracion, nanofiltracién, ésmosis inversa y evaporacion.
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Tabla 1. Cepas bacterianas y plasmidos utilizados en la presente memoria
Cepa bacteriana/Plasmido | Caracteristicas

Cepas bacterianas

ATCC8739 Escherichia coli "C" de tipo salvaje

MYR34 ATCC8739 AaroE

MYR170 ATCC8739 AaroE, AackA::PisaroB

MYR261 ATCC8739 AaroE, AackA::PisaroB, ApoxB::tktA

MYR305 ATCC8739 AaroE, AackA::PAG;saroB, ApoxB

MYR31 ATCC8739 AptsHI, AgalP

MYR217 ATCC8739 AptsHI, AgalP, Atdc::glf-glk, AaroE

MYR352 ATCC8739 AaroE, AackA::PisaroB, AadhE::Pis-catAX, Pr-aroY, P2s-quiC
RY903 AaroE, AackA::PisaroB, pMG37, aroG*20-893

RY909 AaroE, AackA::PisaroB, pMG37, aroG*20-899

RY911 AaroE, AackA::PisaroB, pMG37, aroG*20-901

RY912 AaroE, AackA::PisaroB, pMG37, aroGwt

RY913 AaroE, AackA::PisaroB, pMG37, aroG*20-893, AtyrR::kan

RY919 AaroE, AackA::PisaroB, pMG37, aroG*20-899, AtyrR::kan

RY921 AaroE, AackA::PisaroB, pMG37, aroG*20-901, AtyrR::kan

RY922 AaroE, AackA::PisaroB, pMG37, aroGwt, AtyrR::kan

Plasmidos

YEp24 2p origen de levadura, URA3, Tc®, replicon pMB1, Ap"
pCP32AMP 2u origen de levadura, URA3, Tc", replicon pMB1, Ap®, aroG
pCP14 2u origen de levadura, URA3, Tc®, replicon pMB1, Ap", PAG1saroB
pCP54 2y origen de levadura, URA3, Tc®, replicon pMB1, ApR, PAGisaroB, aroG
pCP50 2u origen de levadura, URA3, Tc", replicon pMB1, Ap®, aroG, tktA
pCP55 2p origen de levadura, URA3, TcR, replicén pMB1, Ap®, aroG, aroB, tktA
pCL1921 replicon pSC101, Spct

pMG27 replicon pSC101, Spc®, PAGg-aroY

pMG31 replicon pSC101, Spc®, PAG:s-catAX

pMG33 replicon pSC101, Spc®, PAG1s-catAX, Pr-aroY

pMG37 replicon pSC101, Spc”, PAG1s-catA-CatX, Pgr-aroY, P2s-quiC
pMG39 replicon pSC101, Spc", PAGs-quiC

pMG47 replicon pSC101, SpcR, PAGis-catAX, Pr-aroY, Pyg-asbF

pMG70 replicon pSC101, Spc®, PAG:s-catAX, Pr-aroY, P2s-ga-4

Tabla 2 Informacién de secuencia

Num. |Nombre Descripcion
1 SEQ ID NO. 1 El promotor P15 del fago SP01 de Bacillus subtilis, con un tallo y un bucle afiadido
inmediatamente aguas abajo del sitio de inicio de la transcripcion.
2 SEQ ID NO. 2 El promotor P2 del fago SP01 de Bacillus subtilis
SEQID NO. 3 El promotor Pr del fago de Escherichia coli
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Tabla 2 Informacién de secuencia

Ndam.

4

10

11
12

13

14

15
16
17
18
19

Nombre Descripcion

SEQID NO. 4 Secuencia proteica de 3-deshidroshikimato deshidratasa de Neurospora crassa
codificada por el gen ga-4.

SEQID NO. 5 Secuencia de ADN genomico del gen ga-4 de Neurospora crassa mas secuencias
circundantes.

SEQ ID NO. 6 Secuencia proteica de 3-deshidroshikimato deshidratasa de Aspergillus nidulans.
codificada por el gen qutC

SEQID NO. 7 Secuencia de ADN gendmico del gen qutC de Aspergillus nidulans mas secuencias
circundantes

SEQID NO. 8 Secuencia proteica de protocatecuato descarboxilasa (AroY) de Klebsiella pneumoniae
ATCC25597

SEQID NO. 9 Secuencia de ADN del gen aroY de Klebsiella pneumoniae 342 mas 2 kilobases de

secuencias de ADN circundantes

SEQ ID NO. 10 Secuencia de ADN del gen catA de Acinetobacter baylyi ADP1, incluidas 410 bases de
secuencia aguas arriba y dos marcos de lectura abiertos aguas abajo

SEQ ID NO. 11 Secuencia proteica de CatA (catecol 1,2-dioxigenasa) de Acinetobacter baylyi ADP1

SEQ ID NO. 12 Secuencia de ADN del gen quiC (3-deshidroshikimato deshidratasa) de Acinetobacter
sp. ADP1

SEQID NO. 13 Secuencia de ADN con optimizacion de codones del quiC (3-deshidroshikimato
deshidratasa) de Acinetobacter sp. ADP1

SEQ ID NO. 14 Secuencia proteica de QuiC (3-deshidroshikimato deshidrogenasa) de Acinetobacter
sp. ADP1

SEQ ID NO. 15 Secuencia de ADN del plasmido pAC21

SEQ ID NO. 16 Secuencia de ADN del plasmido pAC19

SEQ ID NO. 17 Secuencia de ADN del plasmido pMH17F

SEQ ID NO. 18 Secuencia de ADN de la region codificante del gen aroG de tipo salvaje
SEQ ID NO. 19 Secuencia de ADN del plasmido pMH28F

Tabla 3. Informacién de secuencia - cont.

Num. |Nombre Descripcion

20 SEQ ID NO. 20 | Secuencia de ADN del plasmido pCL1921
21 SEQ ID NO. 21 |Secuencia de ADN del plasmido pMG27
22 SEQ ID NO. 22 | Secuencia de ADN del plasmido pMG31
23 SEQ ID NO. 23 |Secuencia de ADN del plasmido pMG33
24 SEQ ID NO. 24 |Secuencia de ADN del plasmido pMG37
25 SEQ ID NO. 25 | Secuencia de ADN del plasmido pMG39
26 SEQ ID NO. 26 | Secuencia de ADN del plasmido pMG47
27 SEQ ID NO. 27 | Secuencia de ADN del plasmido pMG70
28 SEQ ID NO. 28 | Secuencia de ADN del plasmido pCP32AMP
29 SEQ ID NO. 29 | Secuencia de ADN del pldsmido pCP14
30 SEQ ID NO. 30 | Secuencia de ADN del pldsmido pCP50
31 SEQ ID NO. 31 |Secuencia de ADN del pldsmido pCP54
32 SEQ ID NO. 32 | Secuencia de ADN del pldsmido pCP55
33 SEQ ID NO. 33 | Secuencia de ADN del plasmido YEP24

25



ES 2 663 445 T3

Tabla 3. Informacién de secuencia - cont.

Ndm. [Nombre Descripcion

34 SEQ ID NO. 34 |Secuencia de ADN de la region aroE suprimida

35 SEQ ID NO. 35 |Secuencia de ADN del casete Aack::PisaroB integrado
36 SEQ ID NO. 36 | Secuencia de ADN de la regién ApoxB

37 SEQ ID NO. 37 | Secuencia de ADN del casete ApoxB::tktA integrado

8 SEQ ID NO. 38 | Secuencia de ADN de la region AptsHI

39 SEQ ID NO. 9 |Secuencia de ADN del casete Atdc::glf-glk integrado
40 SEQ ID NO. 40 | Secuencia de ADN de la region AgalP

41 SEQ ID NO. 41 | MYR352 AadhE::Pis-catAX, Pr-aroY, P2s-quiC

Tabla 4. Alelos mutantes de aroG* que conducen a la resistencia a la inhibicién por retroalimentacién de fenilalanina

Cepa Numero de alelo Mutacion de nucleétido Mutacion de aminoacido
RY893 aroG*20-893 C449T Pro150Leu

RY897 aroG*20-897 C449T Pro150Leu

RY899 aroG*20-899 T538C Ser180Pro

RY901 aroG*20-901 C438T Pro150Ser

MYR450 | aroG*111 C55T Pro19Ser

MYR451 aroG*211 G533A Gly178Glu

MYR452 |aroG*212 C540T Ser180Phe

MYR453 aroG*311 Delecion del par de bases 36 a 44 pb Delecion de Glu-lle-Lys
MYR454  |aroG*312 C632T Ser211Phe

MYR455 aroG*411 T29A lle10Asn

MYR456 aroG*412 G533A Gly178Glu

MYR457 |aroG*511 C448T Pro150Ser

Tabla 5. Medicion de la actividad de AroG en extracto bruto de diversas cepas de E. coli recombinantes

Cepa |Alelo aroG* |Actividad especifica mU (Una mU = un nM de producto % de actividad resistente a

preparado por miligramo de proteina por minuto) la fenilalanina

RY893 |aroG*20-893 |62 34
RY897 |aroG*20-397 |55 77
RY899 |aroG*20-899 |92 113
RY901 |aroG*20-901 |78 76
RY902 |AroG tipo 38 6

salvaje
RY890 | AroG tipo 54 7

salvaje

Tabla 6. Producciéon de acido mucoénico en matraces oscilantes por cepas que contienen alelos aroG* resistentes a
la retroalimentacion

Cepa Titulo de acido muconico g/L
RY913 3,04
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Tabla 6. Produccién de acido mucoénico en matraces oscilantes por cepas que contienen alelos aroG* resistentes a
la retroalimentacion

Cepa Titulo de acido mucoénico g/L
RY919 3,11

RY921 2,99

RY922 1,45
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tctegtecceg
aaatcttgtg
gctgagcaaa
tattggccga

acggccggcg

335

Thr Met

ggttatagag
ttgttttagt
agcaacgcgc
atagtttgcc
acacggaagg
aggtactatg
tcaactgcgg
tcatccaaga
aaacgctcat
ctteggette
ttcttegeaa

tctttatcac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

acctcctatg
agacggctgg
tgaatgagac
ccttcactece
ccatttggceg
ctcacctcaa
acaacatcgg
agcctttcege
ccggccacte
agctttttta
ccgaaggccce
aagccagggg
acagggcaga
agcttcacac
acaacctcga
tgccccectat
agcgctgetg
ccttcaacat
acgcaaaaga
aagtcttcta
acccgtatta
tctacggcga
tccacggcat

aggagggacc

<210>6
<211> 348
<212> PRT

ggagacgaaa
ccgettgegg
cccgagaagg
ccatatcaat
atacaagctc
tatcaagaac
cttttttttt
catgccgtca
tctggacage
tgaggatctg
ttttgtcgaa
gcttgaggtc
acatgagcgt
cgacatcatt
cctgattgte
ccgetttgee
ggacatcgta
ccteggecege
ggcagtcagg
cgtccaggtg
caatccagag
aacagaatat
tggtttcgag

tgaagtgccg

ES 2 663 445 T3

gtgccttgat
agttacgttc
tcaaatcaaa
ggggcacatc
aaggacaccg
cagtctcatc
tccectatte
aagctagcca
aagcttgatg
gtcgacgttg
gctcagatag
gtctgectece
cgtctggaga
cagatcccag
tcagatcttt
tacgagagtc
caacgcgttg
atctatgccg
aagtccatcg
gttgacgceg
cagccggcga
ggtgcgtatc

ggctgggtca

gaggaacttg

acccctagte
gagtcttggt
tcttggaaga
ctgtgactac
aggtgatata
atctcttatt
tcaagaccca
ttagttccat
ccgctcaacg
cagagcattt
ccgecgeteg
agcctttcat
agctagcact
ccaacttcct
gcaaggtggc
tttgctggag
accgccccaa
accctacatc
ccaacttggt
agaggctgag
ggatgagctg
ttccegtgaa
gtttggagct

ccatgagagg

atttgaagat
cgcaggaacg
ccccaactge
cttggtgett
cagttcttca
tctccaggat
tcaagacgct
gtccctaggg
atacggctat
gtcgaacgag
tcatattctce
gcactacgac
atggattgag
ccctgecaac
cgatattgga
cacccgtgte
ctttggcatt
tcctageggt
ctcgegegtg
caagccacta
gtcgegecaat
ggaggttgcet
tttcaaccge

cgctatcteg

<213> QutC de Aspergillus nidulans codificada por el gen qutC;

<400> 6

tcaggatggg
cttgccegtat
ttcctecattg
tatttcctca
aggacactat
ccccccacca
cacttcgctg
cgctgetttg
cttggtatcg
cgtececcetcete
cagatgtgtc
ggccttaacg
ctcgcectecatg
caagtcagtg
gctcaagcett
gacctctggg
tgccttgaca
aggacaccca
gatgtctcca
ctgececeggte
tgtagactgt
cgagcccettt
agaatgtctg

tgggccaagt

Met Pro Ala Asn Leu Lys Ile Gly Ile Pro Thr Val Ser Leu Ser Lys

1

5

10

15

Pro Gly Leu His Ser Leu Asp His Lys Leu Arg Ser Ala Ala His Gly

20

25

35

30

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160
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Phe Ala Gly Ile Glu Leu Phe Ile Asp Asp Leu Ser His Phe Ala Ser
35 40 45

Ser Ser Phe Asn Gly Ser Leu Thr Gln Ala Ala Lys Tyr Ile Ser Ser
50 55 60

Leu Ala Lys Gln Leu Asn Leu Thr Phe Ile Cys Leu Gln Pro Phe Gly

Phe Tyr Glu Gly Leu Val Asp Thr Asn Gln Ser Thr Tyr Leu Leu Thr
85 90 95

Glu Lys Leu Pro Leu Trp Phe Ala Ile Ala Arg Ile Ile Gly Thr Asp
100 105 110

Leu Ile Gln Ile Pro Ala Asn Phe Leu Gln Asn Asp Pro Val Thr Gly
115 120 125

Ala Ala Arg Thr Ser Gly Asp Ile Arg Leu Ile Val Ser Asp Leu Gln
130 135 140

Thr Ile Ala Asp Ile Gly Val Lys Gln Gly Phe Arg Phe Val Tyr Glu
145 150 155 160

Ala Leu Cys Trp Ser Thr His Val Asp Thr Trp Glu Ala Ala Trp Asn
165 170 175

Val Val Lys Leu Val Asp Arg Glu Asn Phe Gly Ile Cys Leu Asp Ser
180 185 190

Phe Asn Thr Arg Thr Pro Leu Pro Ser Leu Gly Arg Arg Arg Met Leu
195 200 205

Ser Lys Pro Trp Pro Ser Pro Trp Arg Arg Ser Val Leu Ser Ser Pro
210 215 220

Val Glu Asn Trp Thr Ser Gly Lys Ser Ser Thr Ser Ser Leu Ser Met
225 230 235 240

Ala Ser Gly Cys Arg Arg Arg Trp Thr Arg Ser Thr Pro Phe Met Trp
245 250 255

Arg Ala Asn Pro Arg Arg Met Ser Trp Ser Arg Asn Ala Arg Leu Phe
260 265 270

Pro Cys Glu Glu Glu Arg Gly Gly Tyr Leu Pro Val Leu Glu Ile Ala

36



10

275

Arg Ala Phe Phe

290

Phe Ser Arg Thr

305

Ala Arg Arg Gly

Leu Asp Val Glu

<210>7
<211> 3298
<212> ADN

Glu Ile

Cys Asn

ES 2 663 445 T3

280

295

310

325

340

Met Asp

Val Pro

Gly Phe Glu Gly Trp

Asp Pro Asp Val Asn

315

Arg Arg Arg Arg Val

330

Ala Arg Asn Cys Glu

345

285

Val Ser Leu Glu Leu

300

Thr Val Gly Glu His

320

Val Ala Ala lLeu Gly

Cys

<213> gen qutC de Aspergillus nidulans mas secuencias circundantes;

<400> 7

aagcttggtt
gtttcttgtg
tacatacggt
cactttgaac
tgagcgcecect
ttccactaac
ccttcactga
cacaagaaac
ttccaagaat
tctegecegt
tgcctactat
ccgggttetg
caaacagaaa
tcttettate
gtgtccagag
ttgtggtttg
catccttgee
cggccgactce

ccagcagctg

tcaagtgatg
aatatttacg
cactacttac
atccacaggc
caccccatct
aacatcaaca
aatctgctge
atggtcatag
tcgataacag
tcectgtttea
cccagacgca
gcgcatgege
ctgcagcacg
tgcgegecaa
gccgttcact
gatgtacgga
tctcttctea
cagatcgtca

gagcgtgacg

atatatagtt
tgatagttgt
agccctagtce
ttgecctceect
tcaacgccac
aaatatcccc
atcgeccaact
ctccagecgeg
tcgettgeac
aagttcaacg
aagcgcagcg
tgcaggagtg
tcgatatcgt
gaaccgagcg
gcaacgacgg
ttgaagcggce
tctttacatt
ctgatcggtt

tccacgtgeg

atgaggatat
ctgtctaata
attcecctece
ccatactctc
agccaactce
actgcgcatc
ccgtattcca
tcatatcagg
tcttggaagg
gcgaaggcgt
tcacagcaca
tacccteege
ggataagatt
gcggcgegaa
tgccgagtga
ggtggtggce
tctgttecett
tctcaaggag

tgtgattggg

37

aatatgaacc
tggtacagca
tcgattgect
cctaacagcet
tcgctcecgeca
aaacggcctc
gcectttetet
cacactgaga
agcgggcgga
cgcgtegecag
gccttecteg
gtagacccta
aatccccage
gtaagaggcc
gtctgtcetet
gatctggatg
gacggtagceg
gatattgcgg

cgtgctcacg

335

gaaagacgat
gtagaacaac
accatttata
tgaacaactc
tcctcaccct
acatcagcat
ttcecectgte
ctcgetcectgg
atcgtaggat
atgagaaatg
gcggtatgtt
ctgacgggece
acgccgecct
ggcttcagaa
aacaaagact
ttgatcttcg
aggaggtgct
attccgttcet

atcgccgegt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140



ctggtttccece
gaacgccaaa
gctgggttcg
cgacgatgac
tcggtggctg
gaccggctac
ggactgattt
ggatgcattt
cggagagggt
gcgtttaccc
acgctctecet
ttgettttte
ttacttcage
ctacttcgece
cagctcattce
agagtcggca
caaaaccggg
ggatcgagct
tcactcaagc
gcctgeaacce
tcactgagaa
aaatccccge
acataaggct
tecegetttgt
ggaatgtcgt
cgcggaccce
catggagacg
catccagcett
tgtggaggge
aagaggagag
ggttcgaggg
acacggtggg
taggactcga
agggtggagg
tcttgaaagg

atggcctcat

<210>8
<211> 502
<212> PRT

ggttgtctta
tgattctgeg
tgggtgtegt
aatgaggata
gaaataaaca
ttgatgtagg
atgtaatttg
gcggggtatg
gacctggtat
ggtatactcc
gaggattceg
tgectgegagt
tgcatttgat
tagggtacat
attctattct
attcaaaatg
cctgcactcet
gtttattgat
ggcaaagtat
attcggtttce
actcccgetce
aaatttcctc
tatcgtctca
gtacgaggcg
caagctggtt
gcttcegtea
ctecegttete
gtcgatggeg
caacccccga
gggtgggtat
gtgggtgagt
ggagcatgeg
tgttgaggtg
tgcaggtgeca
acgatagggt

gcacgetgtt
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ccgacaacgt
accgggattg
tgcacggatt
ttettgtect
gaacagggat
acgacagtcg
aggcgcagca
gagtacagag
ggggagaacg
tctgatatca
tagctaaccg
gtgattctca
cagccacagce
aatcaccgcecc
taatataata
cccgcaaace
cttgaccata
gacctctccc
atctcctege
tacgagggtce
tggtttgcga
cagaatgacc

gatctgcaga
ctectgetggt

gatagagaga
ctgggaagac
tegtetecag
agcggttgte
agaatgagct

cttecetgtgt

ctagagctgt

agacgtggga

ccagcacgta
ggaggagctg
ttgatctaga

gaacacgctg

ctaacataga
cagagggtga
gtgcgtgacg
ttteettget
atggtcaagt
cgatctaccg
gacttaggga
tgcatacage
ggcaaaatgc
atatttccaa
ccectggatee
atacgattac
tctaagagca
atctcctecet
tataccttta
tcaaaatcgg
agctccgetce
atttcgectce
tcgccaagca
tggtggacac
tcgececegeat
ctgtcaccgg
cgatcgcaga
cgacgcatgt
atttcgggat
gceggatget
tggagaactg
ggcgecgetg
ggagtcgcaa
tggagatcge
tttcaaggac
tggatagaag
actgtgaatg
gctgttcage
gatttttatt

tacaacatca

38

cgtaatagaa
agggtcaaca
gggcccaata
gcagggcacc
cggagaatcg
agagcgtgag
cttgaaatgt
tgtgtatatg
tcaccecggceca
tcagcaccta
tacattaata
gtatcacatg
aacataccct
cgatcagtct
gatctccage
tatcccaace
ggccgctcat
atcgtcattc
acttaacctc
aaatcagtcg
tataggcaca
ggctgcacga
tatcggtgta
cgatacatgg
ctgcctggat
gagcaagccg
gacatcagga
gacgagaagc
tgcgeggtta
gagggcgtte
gtgtaatgat
gaggagggtt
ttagcatgaa
atcggectgta
ttgtctaatt

ctgttgaaga

tcatagcaag
aaagcgatca
agtccggcac
attgtgcatg
gtgcaggata
attcactgtg
ggctgtetgt
gagttcctta
acctctcaaa
tatcatcacg
aataagccat
cagattgecct
acctacctac
tcaactcaat
agagacccga
gtgtcccetgt
ggcttegegg
aatggctccc
acatttatct
acgtacctge
gatctcatcc
acaagcggcg
aagcagggct
gaagcagcgt
agcttcaaca
tggccaagtc
aaatcttcta
acccctttca
ttcecectgtg
tttgaaatcg
cccegatgtga
gttgcggege
cggcaaggag
ggtagtggta
actggtaatg

tgatacct

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3298



<213> AroY de Klebsiella pneumoniae ATCC25597;

<400> 8

Met

1

Gln

Ala

Lys

Gly

65

Arg

Val

Ser

Phe

Ala

145

Asp

Arg

Thr

His

Glu

Arg

50

Tyr

Ala

Gly

Ser

Asp

130

Gly

Ala

Asp

Ala

Asp

Leu

35

Pro

Pro

Ala

Lys

Ala

115

Leu

Pro

Ser

Glu

Pro

Asn

20

Ala

Thr

His

Leu

Ala

100

Pro

Arg

Phe

Leu

Leu
180

Ile

Gln

Gly

Arg

Ser

Leu

vVal

Cys

Thr

Phe

Thr

165

Ser

Gln

Tyr

val

Ile

Arg

70

Leu

Lys

Gln

Leu

Cys

150

Asp

Met

Asp

Leu

Tyr

Gly

55

Ile

Gly

Lys

Glu

Leu

135

Leu

val

Phe

ES 2 663 445 T3

Leu

Glu

Arg

40

Pro

Leu

Cys

Pro

Gln

120

Pro

Gly

Thr

Leu

Arg

Thr

25

His

Ala

Val

Glu

Val

105

Ile

Ala

Leu

Ile

Ala
185

Asp

10

Asp

Ile

Met

Gly

Ala

90

Ala

Phe

His

Ala

His

170

Ala

39

Ala

His

Gly

Met

Met

75

Ser

Pro

Leu

Thr

Leu

155

Arg

Gly

Ile

Pro

Ala

Phe

60

His

Gln

Val

Ala

Asn

140

Ala

Leu

Arg

Ala

Val

Gly

45

Asn

Ala

Leu

Val

Asp

125

Thr

Ser

Cys

His

Leu

Asp

30

Gly

Asn

Ser

Ala

Val

110

Asp

Pro

Asp

Vval

Ile
190

Leu

15

Pro

Thr

Ile

Arg

Leu

Pro

Pro

Ile

Pro

Gln

175

Glu

Gln

Asn

val

Lys

Gln

80

Glu

Ala

Asp

Asp

Val

160

Gly

Val



Phe

Asn

Pro

225

Arg

Ala

Val

Glu

Lys

305

Val

Ala

Asn

Gln

Ala

385

Val

Met

Ile

Arg

Met

210

Thr

Gln

Ile

Arg

Phe

290

val

Gly

Ser

Val

val

370

Leu

Asp

Thr

Arg

Gln

195

Gly

Thr

Arg

Ala

Vval

275

Pro

Lys

Pro

Ile

Tyr

355

Lys

Leu

Glu

Thr

Gly

Lys

Leu

Pro

Pro

Arg

260

Arg

Gly

Ala

Gly

Trp

340

Ala

Lys

Ala

Asp

Arg

420

His

Ala

Asp

Phe

Val

245

Ala

Glu

Tyr

Vval

Glu

325

Asn

His

Arg

Leu

Val

405

Met

Gln

Glu

Pro

Gly

230

Glu

Glu

Asp

Cys

Thr

310

Glu

Ala

Thr

Gln

Ala

390

Asp

Gln

Leu

Ala

Ala

215

Tyr

Leu

Ile

Gln

Gly

295

Met

His

Val

Ala

Pro

375

Thr

Ile

Gly

Asp

ES 2 663 445 T3

Ala

200

Ile

Asn

Val

val

His

280

Gly

Arg

Thr

Glu

Gly

360

Ala

Tyr

Phe

Asp

Pro

Gly

Tyr

Glu

Gln

Ile

265

Thr

Ala

Asn

Thr

Ala

345

Gly

Asp

Ser

Asp

vVal

425

Ser

Lys

Ile

Leu

Gly

250

Glu

Asn

Asn

Asn

Leu

330

Ala

Gly

Glu

Glu

Ser

410

Ser

Gln

40

Pro

Gly

Gly

235

Val

Gly

Ser

Pro

Ala

315

Ala

Ile

Lys

Gly

Leu

395

Asp

Ile

Thr

Leu

Ala

220

Val

Ser

Glu

Gly

Ser

300

Ile

Gly

Pro

Phe

Arg

380

Lys

Asp

Thr

Pro

Pro

205

Cys

Ala

Val

Leu

His

285

Leu

Leu

Leu

Gly

Leu

365

Gln

Asn

Ile

Thr

Glu

Ile

Phe

Gly

Pro

Leu

270

Ala

Pro

Gln

Pro

Phe

350

Gly

Gly

Ile

Leu

Ile

430

Tyr

Thr

Glu

Ala

Glu

255

Pro

Met

Vval

Thr

Thr

335

Leu

Ile

Gln

Ile

Trp

415

Pro

Ser

Ile

Ala

Leu

240

Lys

Gly

Pro

Ile

Leu

320

Glu

Gln

Leu

Ala

Leu

400

Ala

Gly

Pro
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435

Ser Ile Arg Gly Asn

450

Val Pro Trp Ala Leu

465

Val Asp Pro Arg Pro

Asn Gln Gly Ser Ala

<210>9
<211> 5502
<212> ADN

ES 2 663 445 T3

440

455

470

485

500

Lys

475

490

445

Gly Ile Ser Cys Lys Thr Ile Phe Asp

460

Lys Ser His Phe Glu Arg Ala Pro Phe

Phe Ala Pro Glu Tyr Phe Ala Arg Leu

<213> gen aroY de Klebsiella pneumoniae 342 mas 2 kilobases de
secuencias de ADN circundantes;

<400>9

gcgacgccga
gtgaaaccat
cgatcceegg
agtggctgtc
ggcggggact
cggaggcgca
gtctgctgag
tgatggccga
aaaaagcgtt
tgcactcgeca
acatcgatca
ttaagagcgt
acggcggcga
gcgccagcga
taggccaggt
gcctgetgeg
ttgtcagett
agcgagataa

tcactcteceg

ctgggcgatc
agaggatgtg
taaactgtat
gccecgecggg
cagccatccg
cgccggecag
ctttcagaac
agcgctgggg
gttcgattcg
gatggcgcetg
cttcaaagcc
cgcgaccatt
ggagttttta
gatctacacc
ggatgtgteg
cgcagcggac
tggcecgectg
ctttececgeac

ccagccgatce

cgtgaactgce
attaaggtgg
attctggata
gagacgacgt
ccggtgecagg
tegetetgeg
gtcaccgeca
ctggcgetceg
ctgaccggcece
gcggtccata
atcaatgacc
gtgcagcgeg
gtgctgectcee
caggtgcaca
attggcatcg
gccgegetgt
aagacccgct
caccgccgaa

ctgaagatcg

tggcgegtat
cggagctgtt
ccgatccatg
cctttgetcee
gtgagcccga
taccgctcat
gtgacgccce
ccaatcagcg
tgcgtaaccg
cccacacccece
gctacggcca
cggtgcgega
ccgggattga
atatgacgct
ccagctaccce
accgggcgaa
aagcgggatt
cggaaatggc

atatacacca

41

gacccagcgt
cgcgccgaac
gcagatgegce
cgacgactgce
tatcacctge
cgcccagggce
ttceceggget
tttacgcagce
ccatcatctt
gctgagectge
tgaagcecggg
tatcggcatg
cgaagccggg
gcgcgatgge
gcagcacacc
agagctgggce
attgctcagce
ggtggtaaac

cgttatcaag

Cys Thr

Ala Asp
480

Glu Lys
495

ctgcagggcet
atcgcccecga
tgegtggege
tgggcgatac
tatcatctge
gaagcgatcg
tacctggagce
gcecctgetgg
gatgaagcgce
ctgatgatcg
gatctggtga
gcttteeget
gcgcaccagt
ctgacggaga
caaagcgaca
cgttcaagga
ggcattaagc
catgctcagce

gcgtaaggece

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140



ctcgecgaga
gtgacatcgt
ataaatacct
cgcaacgagg
aggcaaagtt
ggcgegegga
acatccccct
agccccggea
tgctegecte
agccgcegtcet
cgggagaaga
ggctgggega
acaaaatggc
aaatgttatc
tgcgcatcga
tatcgegetg
taacgctgag
cacgcgcatc
tctggtggge
acagctggceg
ggccagcagce
gcgcaccctg
gggcectggeg
cttgtgegtce
agtgtttegt
actcgatccg
aacgaactgg
agcgtccecegg
ggggtacgcg
gttactgcgg

gaaacaatgc

ccggcaccag
taattcgcetg
gcteccagtcece
ccagattgag
tttceegeac
tgatggcgat
gcaccagcga
gtttgctgtce
gtgcggtgeg
tctgcaagaa
gcaccacgcce
tatgtaaccg
gtaacgctcg
aataaagcat
cacgctaagg
ctgcaacagce
ctggcecggeg
ggcccggega
atgcacgcca
ctggaggtag
gcececectgte
ctceceggege
ctggccageg
cagggccggg
cagaaagccg
gctatctata
gcgtegecgg
agaaagccat
tcagagaaga
cggcgccaat

gattctgcag
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cgccaccece
caccacctge
ggtgcecetge
cgcccccacg
aaatggcctg
atccagacgce
cagctcaatc
atacatcgca
ctgggecgtcce
ggcctecgece
caggecgctge
ctctgecegece
caaggacatg
gaatgatgca
agaacatcat
atgacaatca
tctatcgeca
tgatgtttaa
gccgccagceg
gcaaagcggt
aggaacaggt
ccaccaacac
atcccgacga
atgagctgtc
aggccgctgg
tcggegectg
tgcgetgegt
cgctegegece
tcagcacaca
ccgtegetge

acgctggtag

accccggegg
ggcgtaaaac
ggatcgtcaa
cctgeccageg
accaccagcg
agatccagca
cccggecagt
ctggagacat
aggaccgcect
gcggeggtga
tcgagttgtt
cgatgcatat
gcecggactcece
attgataacc
gaccgcaccg
gtacctcgaa
catcggecgeg
caatattaag
ggcegegcetg
gaaaaaaccg
ctttetggee
cccgategac
cgcctegete
gatgtttctc
caaaccgctg
ctttgaagceg
cagcgtecegg
gagatcgtta
acagcggcca
cggtcattaa

ggccgggcga

42

agaccaggct
ccgcgacgeg
gcgagatcca
gatgctgttg
cgtceggegg
gcgcecttegta
cagcgcgcag
agcccagatg
gatcggccat
gggtcaggcg
taatctgctg
gtagttcttce
gcggagtaaa
attagcctge
attcaggatc
accgatcatc
ggcggcaccg
ggctatccge
ctgctggget
gtegegecgg
gacgatccgg
gcecggteect
accgacgtca
gccgetggece
ccgataacca
ccgaccacac
tagagctggt
tcgaagggga
tgcgatgcecg
agtcaaagcg

agagcatacc

aatcatcgag
acaggcgtca
gttgtcagtg
ataaagcgcece
tgacgccagce
gagcatttge
ctcgegecagg
caatcgececcce
ctccagecgece
ccggttageg
gctgagggceg
agcaacgacc
ttgataataa
gagcatactg
tgcgecgacge
cggttgacce
tgaagcgccce
actcgegeat
gcgaagcectce
tggtegttce
attttgattt
tcttetgect
ccatccaccg
gccatatcga
tcaatatggg
gtttggctat
acagggcgtce
actgctgecg
gaatttcctg
gtgaccatgce

accctegecg

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000



gattgccaac
aaaatgtcta
aacgccagcce
attccgaget
atatcctgtg
gcattcgtgg
gagagggtat
acttcgageg
ccecggetgga
atcttceggg
gagaggtctt
tagtatttca
tgtttgacct
tgatagccge
ttttggcgac
acggtatatc
tggcgagcag
tgagaggcga
tggataaaaa
tatattcatc
gtttttgett
ttgcaacagc
tttgacgcaa
tcatccagce
gcgataaact
aaatcacaga
gatatcggtt
ataaatagag
gtggtatttt
ccgtcatege
tcaaccattt

aacaaaaata

ggaagccagt
cgcccacacc
cgcecgacgaa
gaaaaatatc
ggccatgacce
tcaccagctg
cagttgcaag
cgcaccgttt
aaaaaaccac
ccagcatcac
ttttcacctg
cacgataata
tagcgtcatc
tgatttaatc
ctgctctteca
ggcggaggtc
ggtgttacgce
ttatcactgc
aaggatggta
cttccagtaa
ttggtttcaa
ccgggaaaag
tcgaagcgga
agaccgggca
cgtgaaagtt
gatagcgatc
tattatcgac
caagcttatc
gtgcgggtge
taatagcggg
aaaaaatacc

gtttaaagtg

ES 2 663 445 T3

atctggaatg
gcgggcggcg
gggcgtcagg
attctggteg
acccgcatge
gatccttecece
acgatttteg
gccgatgteg
ggtcagtaaa
ctgcagcggg
ctcacgetge
ccgecacctge
ccatttececeg
tggcttacat
ctcagcettca
gacgcctgge
aagcgagtat
gctaataaag
agaaacagaa
cggeccctgte
tcccctcaac
cggggtcgtt
agcgctccag
aagcgccgec
ctcatttatt
cgtcagaata
ccgggcgaaa
gcgtteggta
tataatatct
ctccagaacg
aaaaataaga

atcgataata

ctgtcgagge
gtaaattcct
ggcaggccgce
atgaagatgt
agggggatgt
agaccccggce
attgcacggt
atccgegtec
atcaggtgat
tggctgacge
tcgggggtca
tggtccaget
gagtgaataa
tgttttcgaa
ggtgctggac
tggctgeegt
tcacagtgaa
actatctgta
atcagatccc
caatgatatc
gatcacatgg
ttctttatcc
cagcgggaag
agcgtgctca
tccagagcaa
aagtggctta
tcaaatacag
agcgtggaga
ttagtaagca
aagcgataag
aagggttaag

atcattcgat

43

tgctatccceg
cgggatcctg
gttgctggeg
cgatatcttt
cagcatcacg
ctacagcceg
gcegtgggeg
gtttgegeceg
agccgccgga
agggttagtt
acacctggcet
ggccaaaggce
cgtctgeccag
tcecctgacge
gaccggatce
aaagcaggtg
tgatccttca
acaaagggtt
gggtcagcag
cceggeggeg
ctggtcaggg
cagaagtaat
gacgtcgtce
gcgecgtcag
tgtgtttaca
ataaatcatc
aaagtaactc
aagaaaacgt
actcccacga
aggtattttt
catgtcatat

agttaaaaac

ggctttttac
caggtgaaaa
ctggecgacct
gacagcgacg
acgatcccag
tcgatcecgeg
ctaaaatcac
gagtattttg
gcacggcgge
gatcgeggeg
cacgtcgaag
ggccagcetge
ggcaccatcc
agcgcecctgga
tgcgagacag
gtcagcgcaa
aaaaagaaaa
aatttaaaac
cacagaaaga
ctgattaact
tatgaataga
ctttatccac
gcggccaaaa
ctcacgtceg
ggagcgcagg
aatattcagc
gatttgeccga
cgacgcagag
gtggtagctg
cacgttttct
attttecegee

tatcaagata

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920
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taatttattg
aaagtcaatt
ggtcgtctca
acaagccgcece
ccgettegee
tcatattttc
aataaacgtg
ccctgegeeg
ctgecectgeeg
aaccggtact

<210>10
<211> 4629
<212> ADN

atcggtaaat
aaaatattgt
cgctttgtge
agttttagtc
tggcatgcca
ccgctatect
attccgetgg
cggcacaccg
aagcaacgac

cgccgggtgg

ES 2 663 445 T3

tgaattaata
ttcaaaccag
tgccaggtaa
atatcattat
tgagtcctca
gcagcgaaga
ggctgatgcet
gcagcatgca
tgggcgaagg

tgttgaacag

taaattagcc
ccagttacca
aaaaagagag
gccgaatatg
acaaaaaagt
agagtgaagt
attcatgctce
gtgcgtttgg
ctcgecegeat

attatcgctg

actgccgtaa
gagtattctg
gggtaataaa
aataacgctg
gtgactcagt
ggatgacagg
atcgccagceg
tttgacgggg
catttactgg

gc

ctceccectcetga
cgtaaagcct
aatgaaaaat
cgctgaggcg
cgacaaaacg
cagtgaaaaa
catggctggg
caatggtgag

tcagacgata

<213> gen catA de Acinetobacter baylyi ADP1, incluyendo 410 bases de la
secuencia aguas arriba y dos marcos de lectura abiertos aguas abajo;

<400> 10

atctgctcga
atattatata
aagatttatt
actctcttag
tagaaacgac
tgaggcaaac
cgacagataa
aaatattcaa
aaggtggcaa
ccattgaaga
agctaggtgce
tcgatatgeg
ccattgaagg
atgacggaag
atggaaaacc
attcacactt

ccgatgaaaa

ccatagtaat
tatttgaatt
tttaaattag
gaattggagt
tatcgaaata
caagcaaagg
gtttatcaaa
tactcaggat
tcegegtgta
tttgaatatc
caatcaagaa
tatggatgcc
cccgcetatac
tgatccaaat
tttacccaat
cgacccaaca

cggtcagtat

gatcacatta
ttattgtttt
atgtcgaaaa
cgccatgagt
aataagtttg
ttaattgaac
tgatgttttg
gtgcaagatt
aagcagatca
acttcagatg
gctggtttac
gaagatgccg
gtggcaggtg
ggtcataccc
gccaaagttg
ggcgagcagce

cgcgttegta

tgagctaaat
attttaattt
aattagtata
ttcagataca
tggtgtgtga
cgatatgcac
gcgatttcaa
ttttacgtgt
tccatcgtgt
aatactgggce
tctecgeccagg
cactaggtat
cgcctgaatce
tgattctaca
aaatctggca
aggcgttcaa

ccattttgcece

44

ttacttttta
ttagcttaga
ccaaaaaagc
gttgatcagt
agcaaggtaa
aacacattca
ggagaaagcc
tgcaagcgga
gctttcagat
aggtgtggca
cttgggtttt
tgaaaatgcg
ggtaggttat
tggcacgatc
tgccaatacc
tatgcgecegt

tgcgggttat

aaatttaaat
agtttttatt
atgaaaacat
atggaaggta
agctcaaggc
acgatagcgt
atggaagtta
cttgagcaag
ttatataaag
tatttaaatc
gaccattacc
acaccacgta
gcgcgeatgg
tttgatgcag
aaaggctttt
agtattatta

ggttgcccac

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5502

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020



cagaaggtcc
acattcacta
ctggcgatcce
atgcagtgga
ctgaaatggt
ttgatecgtcecce
atcatgatca
aaatcattca
tggcacgcett
aatataatca
ttgccgataa
tggatgcacc
cagtctggac
atgcaactga
aaaccatact
ttaaaacctc
gccaccgtca
cgttacgaca
agaatagatt
atgtacttca
tcatcaacat
aagaccaagc
agcaacgtgc
tcatacgtca
atacggtcat
tgttttatac
agtcagcagg
gtattcaaaa
acacattcaa
gttggcattg
tacctttgat

taaccataag

aacgcaacag
ttttgtttet
gtacacctat
acacaccgat
tttcgatcta
acgtctageg
ctggectgtt
ggaaaccgta
ggttecgtctg
tggtaaaagc
acgagagacg
cggactcgat
acaggcagat
gcatcatctt
ggtcttgacc
aattgcacag
gggtattgaa
tacacttgag
gctgtctgac
gcaactacaa
actcgataag
actcaatcca
caaagtgcag
cggtgtggtg
tgttgeggtt
cgataccgaa
ccgaatgatt
tgcaatgatg
ttgtttatcg
caatcgatgce
ttaacgggcet

cttacaacge

ES 2 663 445 T3

ttgctgaatc
gcecgatggac
gacgactttg
cctgaagcca
aaattgacgc
gtgtaataca
tttatttcag
gataaaattt
atgcagtttg
cgactactca
attcaactgg
gcagatgttg
attcgecettt
ttacaacaac
cagatagatc
caggtaccca
aatggaaaaa
caggcacttg
ttgcatcatc
cagacacagc
attcgagtag
gattcatttg
attgcttact
ggtttacccg
tttggaattt
cgacaacgct
ttagctgcecca
gcgttgcaac
aacacacccg
agcaatggcg
ggtcaccgceca

atgtatcgaa

agttgggccg
accgcaaact
cttatgcaac
ttaaggccaa
gtttggttga
ccaaaatggt
ggaagggtgg
taagcgtatt
cttgtgacce
atgagctgat
ccgaacataa
cggcagtgga
ttgtgcattc
ttattgaaga
agataccgga
aactcgatat
ccttgetgat
ctcaggttce
aacttaagca
agcagcaatt
atcttgagcecce
ccacgatgtt
cacgtgecctg
cagagcaaca
cagtgaaatt
tgcaaagaga
agattgagca
agatggagag
gcagattgcg
cgaagcattt
gacaaagatc

ttgggatacc

45

tcatggtaac
aactacgcaa
ccgtgaaggce
tgatgttgaa
tggtgtagat
tcaaaattat
agacaattac
gccgaatcag
caccattacc
cgggacagat
acaagatcag
tgatcgtcat
agtccgagaa
tgcagaccat
tcagacaatt
ttgggctgtt
cgaaaaaagt
atctgcacga
gttattactc
gcatgacttt
cattgtaaat
taaaaataca
tatcgagatc
aaccacgata
tcgcgatcag
gtttcgattt
gacaatgcgg
tgcagcatga
actgcccaag
gctacagcat
gccaatcaac

gaatggcata

cgcectgege
attaatgtgg
ttggtggttg
ggcccattcg
aaccaagttg
caggcgagtg
gtggacaatc
gctgggcaat
gtcattggta
attttttectg
gtgcgttggt
gcttttgaag
ggcgaactcg
agccggcegcec
ttaacccaga
tcggecacte
ggaatcggcg
acgtatgaaa
gatcaaaaac
gatacaggac
atagatggtc
gcagccaagc
aatagccatc
aaaagtattg
ctacgtgcat
tattttgaaa
cagcaagggt
ccagcggcgg
gggatataca
taaaacaaaa
tcaagcaatt

cttttagtge

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940



tgctcaatcg
taatgccgga
aaccgtgcaa
cgaaggtgca
tttgctagat
atttatcgac
gcaagagcta
tacccgaage
caataaaaat
aaaactgcac
caaatggcgce
ttatttgcag
gccgaagtat
caacccgatc
ctacacaccg
cttgagcaac
ataaacgtcg
gattcgctta
gtggtgcatg
tctacgagtg
caaacactcg
ctacgcattg
atatggtgcg
tggtccatat
atataaagta
tcacctgcetg
ggtactaggce
gagactgggt

gcaaactga

gttgcagaag
aagagttcat
tattttcatg
accgagacga
acaccaggtt
agtgcagatg
gatgcactgg
gattttgtcg
tcagaacaac
atatgcaagt
gtgaagcaga
cacttttggce
tgttgcattt
tagagcaaat
atttagccga
atgcaagtac
cattcgaaca
gcaagatcga
atggcttgta
aattgattga
atgaaacctt
aataaagagc
ttgcaaacac
ttcgecacecge
gattcttcac
ccaccaagcce
ctagttcggt

acagcagcat

ES 2 663 445 T3

tatttcatga
tgtgtaactt
ttcaaaatga
cagcgcaact
tgcattctgg
gtgtgctgtg
ggcgcgagtt
aagaagatga
gtgcgttgceca
ggatgtgagt
tatgaaccca
tcttattgag
tttgcaagaa
acaacaggac
ggcagtctgg
acaaaatatt
acagcttgca
aaaaaccgaa
cacgactctc
tcagtgtcag
catcgattac
agtaaatttt
ctcctgtaca
gagtgaaatt
cccaatatcce
gagtgccagt
aaagagtgac

cggttcatca

tcgggtgatg
actggccgaa
acagatattt
acagggcgta
tactcagaaa
gctcagtage
aaagcgtcat
aattgatggt
agagtctgat
ttattaaagce
caagccatga
cctgetttge
catatcattg
ctcaaacagg
cgtagcgtat
gatgccgtag
attcagcttg
aaaatgcagt
acgcagcaga
gctcaacttg
agcgcagcac
tcagacatat
caggcgagaa
gggctatagg
atggcagacg
tgaatttctce
tgaataaagg

ataatttgag

46

ttgettgtat
tgectttegtt
tataccgaat
tgtctgggtg
aatgcagcgce
gcaacttcac
aaacctttat
gagctatgta
gtattgatgce
cgececegtgte
acgaggctgg
gctataagca
aaggtttaag
ctcaagatga
tgcctgaget
tgaacagttt
atgcttatgg
atgaacgcat
ttcaacaagc
agcagtcaat
tcgatcaact
tttattcgat
ttttaggaat
catcatcatc
ccggtacgat
gaatttcggt
tcgcaaaatt

agagatgaac

tcggtaagtt
ctcacgaaca
ctcacttacg
aaaaacttat
tcacacaaaa
cgggtcaggt
ttcetgttat
cagtgctttg
gtgcgaaaga
cgtttcaact
ttttgagcga
gcgtaaacct
gttttacctg
tttacgacag
accacaactt
gaacgagtgg
tttaaatttg
tgcgggaatg
tgtcaaagct
caaacatgtt
cagccaagcg
gagtggcctg
gtaattactg
taaaattgga
gcagacgcct
gagtttggat
gggcttttga

ccctgttget

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4629
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<210> 11

<211> 311

<212> PRT .
<213> CatA de Acinetobacter baylyi ADP1;

<400> 11

Met

1

val

Ile

Asn

Leu

65

Asp

Ile

Gly

Pro

Gly

145

Lys

Asn

Arg

Gln

Ile
225

Glu

Ala

Ile

Ile

50

Gly

His

Glu

Ala

Asn

130

Lys

Gly

Met

Thr

Gln

210

His

Val

Ser

His

35

Thr

Ala

Tyr

Asn

Pro

115

Gly

Pro

Phe

Arg

Ile

195

Leu

Tyr

Lys

Gly

20

Arg

Ser

Asn

Leu

Ala

100

Glu

His

Leu

Tyr

Arg

180

Leu

Leu

Phe

Ile

Leu

Val

Asp

Gln

Asp

Thr

Ser

Thr

Pro

Ser

165

Ser

Pro

Asn

val

Phe

Glu

Leu

Glu

Glu

70

Met

Pro

val

Leu

Asn

150

His

Ile

Ala

Gln

Ser
230

Asn

Gln

Ser

Tyr

55

Ala

Arg

Arg

Gly

Ile

135

Ala

Phe

Ile

Gly

Leu

215

Ala

ES 2 663 445 T3

Thr

Glu

Asp

40

Trp

Gly

Met

Thr

Tyr

120

Leu

Lys

Asp

Thr

Tyr

200

Gly

Asp

Gln

Gly

25

Leu

Ala

Leu

Asp

Ile

105

Ala

His

val

Pro

Asp

185

Gly

Arg

Gly

Asp

10

Gly

Tyr

Gly

Leu

Ala

90

Glu

Arg

Gly

Glu

Thr

170

Glu

Cys

His

His

47

Val

Asn

Lys

Val

Ser

75

Glu

Gly

Met

Thr

Ile

155

Gly

Asn

Pro

Gly

Arg
235

Gln

Pro

Ala

Ala

60

Pro

Asp

Pro

Asp

Ile

140

Trp

Glu

Gly

Pro

Asn

220

Lys

Asp

Arg

Ile

45

Tyr

Gly

Ala

Leu

Asp

125

Phe

His

Gln

Gln

Glu

205

Arg

Leu

Phe

Vval

30

Glu

Leu

Leu

Ala

Tyr

110

Gly

Asp

Ala

Gln

Tyr

1390

Gly

Pro

Thr

Leu

15

Lys

Asp

Asn

Gly

Leu

Val

Ser

Ala

Asn

Ala

175

Arg

Pro

Ala

Thr

Arg

Gln

Leu

Gln

Phe

80

Gly

Ala

Asp

Asp

Thr

160

Phe

Val

Thr

His

Gln
240
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Ile Asn Val

Thr Arg Glu

Ala TIle Lys

275

Asp Leu Lys

290

Asp Arg Pro

305

<210> 12
<211> 1461
<212> ADN

ES 2 663 445 T3

Ala Gly Asp Pro Tyr Thr Tyr Asp

245

250

Gly Leu Val Val Asp Ala Val Glu
265

260

Ala Asn Asp Val Glu Gly Pro Phe

280

Leu Thr Arg Leu Val Asp Gly Val

295

Arg Leu Ala Val
310

<213> quiC de Acinetobacter sp. ADP1;

<400> 12

atgaaattaa
gctgeggeag
cgttgggcaa
gctgttggta
tctgtaaaaa
tcaaactata
ggtaccaatg
accctgaaag
aataatttga
acgggtgatg
gataatgtgt
ctgattgcta
gaaattcttt
ggtctacaaa
tctttgggtt
aatcgtattg
aaaaatcaga

gttccaaacc

cttctttacg
aaacttatac
ttgaacaatc
aggcacctta
ttattggtac
tcaagggcga
ttcgtaccat
gtcttgatgt
ttcagcataa
atggtaaagg
ttattgacaa
acaatctgtt
gggggaatga
tcaactgggg
tcaatcttac
gtatcgcaat
tttgggataa

aacgtttagg

cgtatcttta
tgtagatcgt
taatgcaaat
tgtgatcaag
agaatgggat
aggcgaaaaa
gactttacca
tcatcgette
ccgtatttca
taacccaacg
tggcgatggt
tacatcgacc
caatgcagtg
taaacgtaat
aggtgatgga
tcgttctgaa
tggtaaagat

tgcaattgta

ttggcgetgg
tatcaggatg
agcgcacaag
gtggataaac
aaaacgggcg
gcatgtccag
ggtttggttc

tgtattggtg

aataattacg
tctaccacca
cttgaactga
aaagccaatc
gtgggtaaca
tacatcgett
aacatcttcg
aaagatgcaa
atcaaacgct

tttggtgttce

48

Asp Phe Ala

His Thr Asp
270

Ala Glu Met
285

Asp Asn Gln
300

gcttggtaac
atagtgaaaa
agaatcagat
cgttaccacc
aatttattgce
gtgcaaatcc
tacaagatgt
tactggtaaa
gtggcgetgg
ccaataacaa
cgcgtggage
cagagccgtce
aatttgaaaa
ataacgaatt
atagtaacaa
atgcacgtat
gtgaggctgg

ctgcgettga

Tyr Ala
255

Pro Glu

Val Phe

val Vval

atcaggtttt
aggctctttg
tctgattcag
gattaaatca
gattgatggt
aggacaatat
caatggtgtg
tcgttcaage
tgtcatgatc
caaagtattg
agcattcaac
tcaaggcatt
ctattcagat
gaccaataac
agtgcatggc
cacacttacc
tggttcatgt

gcatgaaggt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080
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tttgtaggcet
acacagccaa
ctgactgtca
aacgtagaat
tcaattgttg
agcatgccat
tctgcagtga
<210>13

<211> 1461
<212> ADN

ctcgtggtgg
atcaacaaaa
gtaaaaaaca
tttttggaaa
tagtgacaga
ctgttactge

aaatgagata

ES 2 663 445 T3

cggtgtagtc
ctgtaatgcce
acttacagtt
tcgtaatgca
tcatcaaggt
gaatgtaact

a

attgaacctg
attccgaacc
gaagttaaag
tcttecttecg
cttgcaaaag

gatcacttgg

caaaattaca
aaggtattca
gaacaccaaa
aagctgagca
caaactgggc

gcgccactte

aaaaacatgt
ggcacctaaa
ccagcgttac
atatttaggt
accaaaagtc

agagttaagt

<213> Gen quiC con optimizacién de codones de Acinetobacter sp. ADP1;

<400> 13

atgaaactga
gcagcagcag
cgttgggcaa
gcagttggta
agcgttaaaa
agcaactata
ggcaccaatg
accctgaaag
aataacctga
accggtgatg
gataacgtgt
ctgattgcaa
gaaattctgt
ggcctgcaaa
agcctgggtt
aaccgtattg
aaaaatcaga
gttccgaatc
tttgttggta
acccagccga

ctgacagtta

ccagcctgeg
aaacctatac
ttgaacagag
aagcaccgta
tcattggcac
tcaaaggcga
ttcgtaccat
gtctggatgt
ttcagcataa
atggtaaagg
tcatcgataa
ataacctgtt
ggggtaatga
tcaattgggg
tcaatctgac
gtattgccat
tttgggataa
agcgtctggg
gccgtggegg
accagcagaa

gCaaaaaaca

tgttagccectg
cgttgategt
caatgcaaat
tgttatcaaa
cgagtgggat
aggtgaaaaa
gaccctgcect
tcatcgtttt
tcgtatcage
taatccgacce
tggtgatggt
taccagcaca
taatgcegtg
taaacgtaac
aggtgatggt
tcgtagtgaa
cggcaaagat
tgcaattgtt
tggtgttgtt
ttgtaatgca

gctgaccgtt

ctggcactgg
tatcaggatg
agcgcacaag
gttgataaac
aaaaccggtg
gcatgtccgg
ggtctggttce
tgtattggtg
aacaattatg
agcaccacca
ctggaactga
aaagccaatc
gtgggtaaca
tatatcgecct
aacattttcg
aaagatgcca
atcaaacgtt
tttggtgttc
attgaaccgg
attcctaatc

gaagttaaag

49

gtctggttac
atagcgaaaa
aaaaccagat
cgctgectcee
aatttattgce
gtgcaaatcc
tgcaagatgt
ttctggttaa
gtggtgeccgg
ccaataataa
ccegtggtge
cggaaccgag
aattcgaaaa
ataacgaact
acagcaataa
atgcacgtat
gtgaagccgg
cggcactgga
caaaactgca

agggtattca

gcacccctaa

cagcggtttt
aggtagcctg
tctgattcag
gattaaaagc
aattgatggc
gggtcagtat
taatggtgtt
tcgcagecage
tgttatgatt
caaagttctg
agcatttaat
ccagggtatt
ctattcagat
gaccaataac
agtgcatggt
taccctgacce
tggtagctgt
acatgaaggt
aaaaacctgce
ggcaccgaaa

tcagcgttat

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1461

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260
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aatgtggaat tttttggcaa
agcattgttg ttgttaccga

agcatgccga gcgttaccge

agcgcagtta aaatgcgtta a

<210> 14

<211> 486

<212> PRT
<213> QuiC de Acinetobacter sp. ADP1;

<400> 14

Met

1

Thr

Asp

Ala

Ala

65

Ser

Ala

Pro

Leu

Leu

145

Asn

Gly

Lys

Ser

Asp

Asn

50

Pro

val

Ile

Gly

Pro

130

Asp

Asn

Val

Leu

Gly

Ser

35

Ser

Tyr

Lys

Asp

Ala

115

Gly

vVal

Leu

Met

Thr

Phe

20

Glu

Ala

val

Ile

Gly

100

Asn

Leu

His

Ile

Ile
180

Ser

Ala

Lys

Gln

Ile

Ile

85

Ser

Pro

vVal

Arg

Gln

165

Thr

Leu

Ala

Gly

Glu

Lys

70

Gly

Asn

Gly

Leu

Phe

150

His

Gly

Arg

Ala

Ser

Asn

55

Val

Thr

Tyr

Gln

Gln

135

Cys

Asn

Asp

ES 2 663 445 T3

val

Glu

Leu

40

Gln

Asp

Glu

Ile

Tyr

120

Asp

Ile

Arg

Asp

Ser

Thr

25

Arg

Ile

Lys

Trp

Lys

105

Gly

Val

Gly

Ile

Gly
185

Leu

10

Tyr

Trp

Leu

Pro

Asp

90

Gly

Thr

Asn

Val

Ser

170

Lys

50

Leu

Thr

Ala

Ile

Leu

75

Lys

Glu

Asn

Gly

Leu

155

Asn

Gly

Ala

Val

Ile

Gln

60

Pro

Thr

Gly

val

Val

140

Val

Asn

Asn

Leu

Asp

Glu

45

Ala

Pro

Gly

Glu

Arg

125

Thr

Asn

Tyr

Pro

Gly

Arg

30

Gln

val

Ile

Glu

Lys

110

Thr

Leu

Arg

Gly

Thr
190

Leu

15

Tyr

Ser

Gly

Lys

Phe

95

Ala

Met

Lys

Ser

Gly

175

Ser

tcgtaatgecec agcagcagcg aagcagaaca gtatctgggt
tcatcagggt ctggcaaaag caaattggge tccgaaagtt

aaatgtgaca gatcatctgg gtgcgaccag cgaactgagc

vVal

Gln

Asn

Lys

Ser

80

Ile

Cys

Thr

Gly

Ser

160

Ala

Thr

1320

1380

1440

1461



Thr

Asp

Asn

225

Glu

Asn

Ala

Asp

Ile

305

Lys

Gly

Val

Val

Gln

385

Leu

Asn

Ser

Thr

Gly

210

Leu

Ile

Tyr

Tyr

Gly

290

Ala

Asn

Gly

Pro

Val

370

Gln

Thr

Gln

Glu

Asn

195

Leu

Phe

Leu

Ser

Asn

275

Asn

Ile

Gln

Ser

Ala

355

Ile

Asn

val

Arg

Ala
435

Asn

Glu

Thr

Trp

Asp

260

Glu

Ile

Arg

Ile

Cys

340

Leu

Glu

Cys

Ser

Tyr

420

Glu

Asn

Leu

Ser

Gly

245

Gly

Leu

Phe

Ser

Trp

325

Val

Glu

Pro

Asn

Lys

405

Asn

Gln

Lys

Thr

Thr

230

Asn

Leu

Thr

Asp

Glu

310

Asp

Pro

His

Ala

Ala

390

Lys

vVal

Tyr

Val

Arg

215

Lys

Asp

Gln

Asn

Ser

295

Lys

Asn

Asn

Glu

Lys

375

Ile

Gln

Glu

Leu

ES 2 663 445 T3

Leu

200

Gly

Ala

Asn

Ile

Asn

280

Asn

Asp

Gly

Gln

Gly

360

Leu

Pro

Leu

Phe

Gly
440

Asp

Ala

Asn

Ala

Asn

265

Ser

Lys

Ala

Lys

Arg

345

Phe

Gln

Asn

Thr

Phe

425

Ser

Asn

Ala

Pro

Val

250

Trp

Leu

Val

Asn

Asp

330

Leu

Val

Lys

Gln

val

410

Gly

Ile

51

Val

Phe

Glu

235

Val

Gly

Gly

His

Ala

315

Ile

Gly

Gly

Thr

Gly

395

Glu

Asn

Val

Phe

Asn

220

Pro

Gly

Lys

Phe

Gly

300

Arg

Lys

Ala

Ser

Cys

380

Ile

val

Arg

Val

Ile

205

Leu

Ser

Asn

Arg

Asn

285

Asn

Ile

Arg

Ile

Arg

365

Thr

Gln

Lys

Asn

Val
445

Asp

Ile

Gln

Lys

Asn

270

Leu

Arg

Thr

Cys

Val

350

Gly

Gln

Ala

Gly

Ala

430

Thr

Asn

Ala

Gly

Phe

255

Tyr

Thr

Ile

Leu

Glu

335

Phe

Gly

Pro

Pro

Thr

415

Ser

Asp

Gly

Asn

Ile

240

Glu

Ile

Gly

Gly

Thr

320

Ala

Gly

Gly

Asn

Lys

400

Pro

Ser

His



10

15

ES 2 663 445 T3

Gln Gly Leu Ala Lys Ala Asn Trp Ala Pro Lys Val Ser Met Pro Ser

450

455

460

Val Thr Ala Asn Val Thr Asp His Leu Gly Ala Thr Ser Glu Leu Ser
470

465

Ser Ala Val Lys Met Arg

<210> 15
<211> 9462
<212> ADN

485

<213> Plasmido pAC21;

<220>

<221> rasgo_misc
<222> (5924)..(5924)
<223>nesa,c,g,0t

<400> 15

gttgacagta
agtctgaatg
gaactgctga
tgagaagccce
aaggcgcctg
aatgtcacga
gcgatttgee
gtagaggagc
gtgagttata
tataaattat
cagagggtct
ccacaactca
gtgattaaaa
atgaactagc
gtgtggcact
tcacttataa
tagctaaagc
aaggctttga

tagtttttag

agacgggtaa
acctgtcacg
acagcaaaaa
gtgacgggct
tagtgccatt
aaaagacagc
cgagcttgeg
aaacagcgtt
cacagggctg
aaccacttga
agcagaattt
aaggaaaagg
tcacctagac
gattagtcgce
actcaacccc
ccaatacgct
aaccagagag
gattttccag

tgaagagata

gcctgttgat
ggataatccg
gtcagatagc
tttcttgtat
tacccccatt
gactcaggtg
agggtgctac
tgcgacatcce
ggatctattc
atataaacaa
acaagttttc
actagtaatt
caattgagat
tatgacttaa
acgattgaaa
cagatgatga
ctgatgacga
tggacaaact

ttgcecttate

475

gataccgctg
aagtggtcag
accacatagc
tatgggtagt
cactgccaga
cctgatggtce
ttaagccttt
ttttgtaata
tttttatctt
aaaaaacaca
cagcaaaggt
atcattgact
gtatgtctga
cggagcatga
accctacaag
acatcagtag
gaactgtgga
atgccaagtt

ttttccagtt

52

ccttactggg
actggaaaat
agacccgcca
tteccttgeat
gccgtgageg
ggagacaaaa
agggttttaa
ctgcggaact
tttttattect
caaaggtcta
ctagcagaat
agcccatctce
attagttgtt
aaccaagcta
gaaagaacgg
ggaaaatgct
aatcaggaat
ctcaagcgaa

aaaaaaattc

480

tgcattagcce
cagagggcag
taaaacgccc
gaatccataa
cagcgaactg
ggaatattca
ggtctgtttt
gactaaagta
ttctttatte
gcggaattta
ttacagatac
aattggtata
ttcaaagcaa
attttatgcet
acggtatcgt
tatggtgtat
cctttggtta
aaattagaat

ataaaatata

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140



atctggaaca
taaaagaact
ttaagttcat
ttttgaaacc
agcgaggecg
tcgtaaccga
ttacatcaga
caaaaattca
atctcaatgg
tggctaaata
agactaacaa
atatgcacag
ggtgcattta
acacctaata
ctgagacaac
cttatcgaat
tcatggcaat
ttctgataac
cttgtaaacc
attaattagt
cctgetegeg
ccttgeecte
gcaaacccte
cgccttecag
gccgcegacgg
tgcecgtagaa
gctegttege
gacgcacacc
gtaagctgta
gcageggtgg

tacagtctat

tgttaagtct
aacacaaaag
gttaatgcectt
aataagtaaa
cccgactgat
acttgagaac
ttcctaccta
gctcaccagt
ttcgttctea
cggaaggatc
acaaaagtag
atgaaaacgg
aagctgttca
gaacaggtga
ttgttacagce
caaagctgcce
tctggaagaa
aaactagcaa
gttttgtgaa
aatataatct
caggctgggt
ccgcacgatg
actgatccge
aaaaccgagyg
ccgaggtcett
gaacagcaag
cagccaggac
gtggaaacgg
atgcaagtag
taacggcgca

gcctegggea

ES 2 663 445 T3

tttgaaaaca
aaaactcaca
gaaaataact
gatttaaaca
acgttgattt
aaccagataa
cgtaacggac
tttgaggcaa
tggctcacge
tgaggttcett
aacaactgtt
tgtaaaaaag
ccatgaacag
aaccagtaaa
tcaacagtca
gacaacacgg
atagcgcettt
caccagaaca
aaaattttta
attaaaggtc
gccaagctcet
atcgtgecegt
atgceegtte
atgcgaacca
ccgatctect
gccgecaatg
agaaatgcct
atgaaggcac
cgtatgeget
gtggcggttt

tccaagcage

aatactctat
aggcaaatat
accatgagtt
cttacagcaa
tccaagttga
aaatgaatgg
taagaaaaac
aatttttgag
aaaaacaacg
atggctcttg
caccgttaga
atagatacat
atcgacaatg
acaaagcaac
cacatagaca
gagccagtga
cagccggcaa
gcecegtttge
aaataaaaaa
attcaaaagg
cgggtaacat
gatcgaaatc
catacagaag
cttcatcecgg
gaagccaggg
cctgacgatg
cgacttcget
gaacccagtg
cacgcaactg
tcatggcttg

aagcgcgtta

53

gaggatttat
agagattagc
taaaaggctt
tatgaaattg
actagataga
tgacaaaata
actacacgat
tgacatgcaa
aaccacacta
tatctatcag
tatcaaaggg
cagagctttt
taacagatga
tagaacatga
gcctgaaaca
cgecceteecegt
acctgaagcce
gggcagcaaa
ggggacctct
tcatccaccg
caaggcccga
cagatccttg
ctgggcgaac
ggtcagcacc
cagatccgtg
cgtggagacce
gctgeccaag
gacataagcc
gtccagaacce
ttatgactgt

cgccgtgggt

gagtggttat
cttgatgaat
aaccaatggg
gtggttgata
caaatggatc
ccaacaacca
gctttaactg
agtaagcatg
gagaacatac
tgaagcatca
aaaactgtcc
acgagttttt
acagcatgta
aattgaacac
ggcgatgcectg
ggggaaaaaa
ggatctgcga
acccgttatg
agggtcccca
gatcaattcc
tccttggage
acccgcagtt
aaacgatgct
accggcaagc
cacagcacct
gaaaccttge
gttgcecgggt
tgtteggttc
ttgaccgaac
ttttttgggg

cgatgtttga

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000



tgttatggag
tcatgaggga
tcgagegeca
gcggectgaa
aaacaacgcg
gcgagattct
gttatccagc
gtatcttcga
aacatagcgt
aggatctatt
ctggcgatga
gcaaaatcge
atcagccegt
cctecgegege
tagtcggcaa
actcaagegt
tgcttttatt
aaaggctggc
aaatctagcg
agattatatt
ttcacaaaac
tttceccgact
taggcacccce
ggataacaat
caggtcgact
tcttectgte
ggatggaaga
ggcagccgec
tcctgeggac
ccegteagtg

ccgetacttt

gaactggagg

cagcaacgat
agcggtgatc
tctegaaceg
gccacacagt
gcgagcectttg
ccgegetgta
taagcgcgaa
gccagccacg
tgeccttggta
tgaggcgcta
gcgaaatgta
gccgaaggat
catacttgaa
agatcagttg
ataatgtcta
tagatgcact
atttttaagc
tttttcttgt
agggctttac
actaattaat
ggtttacaag
ggaaagcggg
aggctttaca
ttcacacagg
ctagaggatc
ccttecagge
taatgttett
cgetgegegt
tgttteectge
acaacgaccc
ccagccgatce

gaccaatccce
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gttacgcagce
gccgaagtat
acgttgetgg
gatattgatt
atcaacgacc
gaagtcacca
ctgcaatttg
atcgacattg
ggtccagcgg
aatgaaacct
gtgcttacgt
gtcgetgeeg
gctagacagg
gaagaatttg
acaattcgtt
aagcacataa
gtgcataata
tatcgcaata
taagctgatc
tggggaccct
catacgttgg
cagtgagcgc
ctttatgett
aaacagctat
cccecccgecyg
agtgatccge
tgctacagga
tactaactct
cagtcccatg
gtacagatcg
aataaaactt

aattttgaaa

agggcagtcg
cgactcaact
ccgtacattt
tgectggttac
ttttggaaac
ttgttgtgeca
gagaatggca
atctggctat
cggaggaact
taacgctatg
tgtcecegeat
actgggcaat
cttatcttgg
tccactacgt
caagccgacg
ttgctcacag
agccctacac
gttggcgaag
cggtggatga
agaggtccecce
ccgattcatt
aacgcaatta
ceggcetegta
gaccatgatt
ccgacagagt
attccgttet
aaatcaacaa
ataaatgcag
atgatggcga
accacaatat
ttteceggeat

atatcgaatg

54

ccctaaaaca
atcagaggta
gtacggctcec
ggtgacecgta
ttcggettcee
cgacgacatc
gcgcaatgac
cttgctgaca
ctttgatceg
gaactcgeceg
ttggtacagc
ggagegectg
acaagaagaa
gaaaggcgag
ccgettegeg
ccaaactatc
aaattgggag
taatcgcaac
ccttttgaat
ttttttattt
aatgcagctg
atgtgagtta
tgttgtgtgg
acgccaagcet
aataggtttt
catggcgagg
tatgecgecacce
ggatctcatc
catccgtgge
ggctegtege
tcattggecee

cactaatcat

aagttaaaca
gttggcgtca
gcagtggatg
aggcttgatg
cctggagaga
attccgtgge
attcttgcag
aaagcaagag
gttcctgaac
cccgactggg
gcagtaaccg
ccggeccagt
gatcgcecttgg
atcaccaagg
gcgeggetta
aggtcaagtce
atatatcatg
atccgcatta
gacctttaat
taaaaatttt
gcacgacagg
gctcactcat
aattgtgage
tgcatgecctg
acttaatagc
caacatttecg
agatgccact
aatgacaaca
atggcctttg
ggttaataag
cacggtatge

gtgacggaag

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920



atcacttege
acttttggeg
aaataagatc
ctaaaatgga
aagaacattt
tggatattac
ttattcacat
acggtgagct
ctgaaacgtt
tatattecgeca
ttgagaatat
acgtggccaa
aaggcgacaa
tccatgtcgg
cgtaattttt
tgataataag
gggcagggte
gcggccgcegg
gatattatga
actataaaaa
agtctgcaaa
tccaaacgag
aaagcaggca
catattttag
ggaagaagca
aagtttgcaa
actcaagcgt
catattacac
gttectgaat
tgggacagct

atcgtctttg

agaataaata
aaaatgagac
actaccgggc
gaaaaaaatc
tgaggcattt
ggccttttta
tcttgececege
ggtgatatgg
ttcatecgete
agatgtggcg
gtttttegtc
tatggacaac
ggtgctgatg
cagaatgctt
ttaaggcagt
cggatgaatg
gttaaatagc
accggatccce
tattttctga
atacagagaa
tccttttatg
agtctaatag
agacctaaaa
gtcttttttt
gaccgctaac
aacaagcaac
ttgcgaaaga
gccatgatat
tcgattegte
ggccattaca

cattagccgg
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aatcctggtg
gttgatcgge
gtattttttg
actggatata
cagtcagttg
aagaccgtaa
ctgatgaatg
gatagtgttc
tggagtgaat
tgttacggtg
tcagccaatc
ttecttegece
ccgetggega
aatgaattac
tattggtgcc
gcagaaattc
cgcttatgtce
atcacatata
attgtgatta
tgaaaagaaa
attttctatce
aatgaggtcg
tgtgtaaagg
attgtgcgta
acagtacata
agtattaacc
aacgaaccaa
gctgcaaatc
cacaattaaa
aaacgctgac

agatcctaaa

tcecectgttga
acgtaagagg
agttatcgag
ccaccgttga
ctcaatgtac
agaaaaataa
ctcatccgga
acccttgtta
accacgacga
aaaacctggce
cctgggtgag
ccgttttecac
ttcaggttca
aacagtactg
cttaaacgcce
gaaagcaaat
tattgctggt
cctgecegtte
aaaaggcaac
cagatagatt
aaacaaaaga
aaaagtaaat
gcaaagtgta
actaacttgc
aaaaaggaga
tttactaccg
aagccatata
cctgaacagce
aatatctett
ggcactgtcg

aatgcggatg

55

taccgggaag
ttccaacttt
attttcagga
tatatcccaa
ctataaccag
gcacaagttt
attccgtatg
caccgtttte
ttteeggeag
ctatttcect
tttcaccagt
catgggcaaa
tcatgecegtt
cgatgagtgg
tggtgctacg
tcgacceggt
ttantcggta
actattattt
tttatgccca
ttttagttct
ggaaaataga
cgcgcegggtt
tactttggeg
catcttcaaa
catgaacgat
cactgectgge
aggaaacata
aaaaaaatga
ctgcaaaagg
caaactatca

acacatcgat

ccctgggeca
caccataatg
gctaaggaag
tggcatcgta
accgttcage
tatcecggect
gcaatgaaag
catgagcaaa
tttctacaca
aaagggttta
tttgatttaa
tattatacge
tgtgatggcet
cagggcgggg
cctgaataag
cgtcggttca
ccecggggatce
agtgaaatga
tgcaacagaa
ttaggcccegt
ccagttgcaa
tgttactgat
tcacccctta
caggagggct
gaacatcaaa
aggaggcgca
cggcatttece
aaaatatcaa
cctggacgtt
cggctaccac

ttacatgttc

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780



tatcaaaaag
gacagcgaca
ggttcagcca
aaacattacg
tctttgaaca
tatcaaaatg
ctgagagatc
actggaactg
aaaagcacat
acggctgagt
aaaaaagtga
aacgtcttta
acgattgacg
actggcccat
aacgatgtaa
gtgattacaa
ccgagcttee
gaacaaggac
ggcattttct
cttactatgt
gtcgtaaggt
aggccacgct
cttegtaget
tttecegagtt
gtacggaaaa
tcatctettt
gtcagcagac
gacggcgcett
gcgeccatgg
gagcccatga
tcacctttat

tgaccgaaga

tcggcgaaac
aattcgatgc
catttacatc
gcaaacaaac
tcaacggtgt
tacagcagtt
ctcactacgt
aagatggcta
cattcttecceg
tagcaaacgg
tgaaaccget
aaatgaacgg
gcattacgtc
acaagccgcet
cctttactta
gctatatgac
tgctgaacat
aattaacagt
tttatttctt
tggcactgat
cgttecegetce
gtcatttaaa
gtggtgagcce
aataccgtceg
cttaatcgaa
tctcatectg
caatcacggt
tacggatggce
cttcaatcag
tgaagatcat
aaccgaactt

aagatttgaa
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ttctattgac
aaatgattct
tgacggaaaa
actgacaact
agaggattat
catcgatgaa
agaagataaa
ccaaggcgaa
tcaagaaagt
cgctecteggt
gattgcatct
caaatggtac
taacgatatt
gaacaaaact
ctcacacttce
aaacagagga
caaaggcaag
taacaaataa
ccatttaaat
gagggtgtca
cacttcactg
ttcecgttttt
agcggtgetg
gcaatacctg
gacgaaccac
agttacggat
aacaaacacg
atacatcggce
gtcgaggatg
gctgagagta
cagaatcaga

gatagccacg

agctggaaaa
atcctaaaag
atccgtttat
gcacaagtta
aaatcaatct
ggcaactaca
ggccacaaat
gaatctttat
caaaaacttc
atgattgagc
aacacagtaa
ctgttcactg
tacatgcttg
ggccttgtgt
gctgtaccte
ttctacgecag
aaaacatctg
aaacgcaaaa
ggatgcatgc
gtgaagtgcet
aacggcaatc
ccagttcaaa
gctecteccee
acattaatac
agttaataac
taaaacagtt
ttatccagac
aacaggcaca
ttcgggttgg
ttcagtttac
ccattcaagce

agtgcgatga

56

acgctggeceg
accaaacaca
tctacactga
acgtatcage
ttgacggtga
gctcaggcga
acttagtatt
ttaacaaagc
tgcaaagcga
taaacgatga
cagatgaaat
actccegegg
gttatgtttc
taaaaatgga
aagcgaaagg
acaaacaatc
ttgtcaaaga
gaaaatgcca
gctagcggag
tcagcctegt
cgagggtgtg
tgcaattgcc
atttacggat
ttcacagtceg
caaaacaacc
tgtatacgat
gaccacggta
gcagggatgc
cgtaggcaac
ccagcgacac
cttccagegt

tggaagccge

cgtctttaaa
agaatggtca
tttcetceggt
atcagacagc
cggaaaaacg
caaccatacg
tgaagcaaac
atactatggc
taaaaaacgc
ttacacactg
tgaacgcgeg
atcaaaaatg
taattcttta
tcttgatccet
aaacaatgtc
aacgtttgeg
cagcatcctt
atatcctatt
tgtatactgg
gagcgggacg
gatccaatta
ttcaatgcac
aagaatgcat
ctggcatcga
ggaaattcat
gttcaggatg
tttegecaga
gataatcggt
aacccaggtg
tttggttttg
ccccagatag

atattccagt

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700



10

gtaatcgcga
agcactggaa
cagctaaagg
tgggaacatt
gaaaccacga
cccagccaga
acctggtcga
ctggcgataa
gttttacaac
catccceccett
cagttgcgceca
tgcggtattt

ttaagccagce

<210> 16
<211>9430
<212> ADN

acgttgtttt
tattctgege
caaagaacat
tacgttcggt
aggaagagac
cagtgatcag
taactgcaga
acggccatac
gtcgtgactg
tcgeccagetg
gcctgaatgg
cacaccgcat

cccgacaccce

<213> Plasmido pAC19;

<400> 16

gttgacagta
agtctgaatg
gaactgctga
tgagaagccce
aaggcgcectg
aatgtcacga
gcgatttgece
gtagaggagc
gtgagttata
tataaattat
cagagggtct
ccacaactca
gtgattaaaa
atgaactagc

gtgtggcact

agacgggtaa
acctgtcacg
acagcaaaaa
gtgacgggct
tagtgccatt
aaaagacagc
cgagcttgeg
aaacagcgtt
cacagggctg
aaccacttga
agcagaattt
aaggaaaagg
tcacctagac
gattagtcgce

actcaacccc
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ggtaccggtc
tttggcttece
caccactgca
gaagtcgcga
gattggcgag
gataccgtca
gttccagtaa
caggtagctc
ggaaaaccct
gcgtaatage
cgaatggcge
atggtgcact

gccaacaccc

gcctgttgat
ggataatccg
gtcagatagc
tttcttgtat
tacccccatt
gactcaggtg
agggtgctac
tgcgacatcce
ggatctattc
atataaacaa
acaagttttc
actagtaatt
caattgagat
tatgacttaa

acgattgaaa

atggacgcaa
gccatgttgg
accatcagca
ccgaagtctt
aagttaaagg
tgaccggtta
gggatcagcg
agggtaccga
ggcgttacce
gaagaggccc
ctgatgcggt
ctcagtacaa

gctgacgaat

gataccgcectg
aagtggtcag
accacatagce
tatgggtagt
cactgccaga
cctgatggtce
ttaagccettt
ttttgtaata
tttttatectt
aaaaaacaca
cagcaaaggt
atcattgact
gtatgtctga
cggagcatga

accctacaag

57

agtggttagce
ccggagacag
tgctggcacg
tctcatactc
agaaaaccat
acgacagcga
acaaagaaat
gctcgaattce
aacttaatcg
gcaccgatcg
attttctect
tctgectectga

tc

ccttactggg
actggaaaat
agacccgcca
tteccttgecat
gcecgtgageg
ggagacaaaa
agggttttaa
ctgcggaact
tttttattcet
caaaggtcta
ctagcagaat
agcccatctce
attagttgtt
aaccaagcta

gaaagaacgg

cagataagaa
agtaaacagg
agaaatgatt
ttcacgttta
gatggaaatc
accgaggtca
cagcaccagg
actggccegtce
ccttgcagca
cccttceccaa
tacgcatctg

tgccgecatag

tgcattagcce
cagagggcag
taaaacgccce
gaatccataa
cagcgaactg
ggaatattca
ggtctgtttt
gactaaagta
ttctttatte
gcggaattta
ttacagatac
aattggtata
ttcaaagcaa
attttatgct

acggtatcgt

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9462

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900



tcacttataa
tagctaaagc
aaggctttga
tagtttttag
atctggaaca
taaaagaact
ttaagttcat
ttttgaaacc
agcgaggccg
tcgtaaccga
ttacatcaga
caaaaattca
atctcaatgg
tggctaaata
agactaacaa
atatgcacag
ggtgcattta
acacctaata
ctgagacaac
cttatcgaat
tcatggcaat
ttctgataac
cttgtaaacc
attaattagt
cctgetegeg
ccttgeecte
gcaaaccctc
cgcettecag
gccgegacgyg
tgccgtagaa

gctegttege

ccaatacgct
aaccagagag
gattttccag
tgaagagata
tgttaagtcet
aacacaaaag
gttaatgcett
aataagtaaa
cccgactgat
acttgagaac
ttcctaccta
gctcaccagt
ttegttetea
cggaaggatc
acaaaagtag
atgaaaacgg
aagctgttca
gaacaggtga
ttgttacagc
caaagctgcec
tctggaagaa
aaactagcaa
gttttgtgaa
aatataatct
caggctgggt
ccgcacgatg
actgatccge
aaaaccgagg
ccgaggtett
gaacagcaag

cagccaggac
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cagatgatga
ctgatgacga
tggacaaact
ttgccttate
tttgaaaaca
aaaactcaca
gaaaataact
gatttaaaca
acgttgattt
aaccagataa
cgtaacggac
tttgaggcaa
tggctcacge
tgaggttctt
aacaactgtt
tgtaaaaaag
ccatgaacag
aaccagtaaa
tcaacagtca
gacaacacgg
atagecgettt
caccagaaca
aaaattttta
attaaaggtc
gccaagctct
atcgtgecegt
atgcccgttce
atgcgaacca
ccgatctect
gccgceccaatg

agaaatgcct

acatcagtag
gaactgtgga
atgccaagtt
ttttccagtt
aatactctat
aggcaaatat
accatgagtt
cttacagcaa
tccaagttga
aaatgaatgg
taagaaaaac
aatttttgag
aaaaacaacg
atggctcttg
caccgttaga
atagatacat
atcgacaatg
acaaagcaac
cacatagaca
gagccagtga
cagccggcaa
gcecegtttge
aaataaaaaa
attcaaaagg
cgggtaacat
gatcgaaatc
catacagaag
cttcatcegg
gaagccaggg
cctgacgatg

cgacttcget

58

ggaaaatgct
aatcaggaat
ctcaagcgaa
aaaaaaattc
gaggatttat
agagattagc
taaaaggctt
tatgaaattg
actagataga
tgacaaaata
actacacgat
tgacatgcaa
aaccacacta
tatctatcag
tatcaaaggg
cagagctttt
taacagatga
tagaacatga
gcctgaaaca
cgcctecegt
acctgaagcce
gggcagcaaa
ggggacctct
tcatccaccg
caaggcccga
cagatccttg
ctgggcgaac
ggtcagcacc
cagatcegtg
cgtggagacc

gctgcecccaag

tatggtgtat
cctttggtta
aaattagaat
ataaaatata
gagtggttat
cttgatgaat
aaccaatggg
gtggttgata
caaatggatc
ccaacaacca
gctttaactg
agtaagcatg
gagaacatac
tgaagcatca
aaaactgtcc
acgagttttt
acagcatgta
aattgaacac
ggcgatgctg
ggggaaaaaa
ggatctgcga
acccgttatg
agggtcccca
gatcaattcc
tccttggage
acccgcagtt
aaacgatgct
accggcaagc
cacagcacct
gaaaccttge

gttgecegggt

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760



gacgcacacc
gtaagctgta
gcagcggtgg
tacagtctat
tgttatggag
tcatgaggga
tcgagcgeca
gcggcectgaa
aaacaacgcg
gcgagattct
gttatccage
gtatcttcga
aacatagcgt
aggatctatt
ctggcgatga
gcaaaatcgce
atcagcccgt
cctegegege
tagtcggcaa
actcaagcgt
tgcttttatt
aaaggctggc
aaatctagcg
agattatatt
ttcacaaaac
tttceccgact
taggcaccce
ggataacaat
caggtcgact
tcttectgte
ggatggaaga

ggcagccgec

gtggaaacgg
atgcaagtag
taacggecgceca
gcctecgggea
cagcaacgat
agcggtgatc
tctcgaaccg
gccacacagt
gcgagetttg
ccgegcetgta
taagcgcgaa
gccagccacg
tgccttggta
tgaggcgcta
gcgaaatgta
gccgaaggat
catacttgaa
agatcagttg
ataatgtcta
tagatgcact
atttttaagc
tttttettgt
agggctttac
actaattaat
ggtttacaag
ggaaagcggg
aggctttaca
ttcacacagg
ctagaggatc
ccttccagge

taatgttcett

cgctgegegt
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atgaaggcac
cgtatgcget
gtggcggttt
tccaagcagce
gttacgcagc
gccgaagtat
acgttgctgg
gatattgatt
atcaacgacc
gaagtcacca
ctgcaatttg
atcgacattg
ggtccagcgg
aatgaaacct
gtgcttacgt
gtcgetgeeg
gctagacagg
gaagaatttg
acaattcgtt
aagcacataa
gtgcataata
tatcgcaata
taagctgatc
tggggaccct
catacgttgg
cagtgagcgce
ctttatgcett
aaacagctat
ccecececgecg
agtgatccge
tgctacagga

tactaactct

gaacccagtg
cacgcaactg
tcatggcttg
aagcgcgtta
agggcagtcg
cgactcaact
ccgtacattt
tgctggttac
ttttggaaac
ttgttgtgca
gagaatggca
atctggctat
cggaggaact
taacgctatg
tgtccegeat
actgggcaat
cttatcttgg
tccactacgt
caagccgacg
ttgctcacag
agccctacac
gttggcgaag
cggtggatga
agaggtcccc
ccgattcatt
aacgcaatta
ccggetegta
gaccatgatt
ccgacagagt
attcegttcet
aaatcaacaa

ataaatgcag

59

gacataagcc
gtccagaacc
ttatgactgt
cgcegtgggt
ccctaaaaca
atcagaggta
gtacggctcc
ggtgaccgta
ttcggettce
cgacgacatc
gcgcaatgac
cttgctgaca
ctttgatccg
gaactcgceg
ttggtacage
ggagcgcctg
acaagaagaa
gaaaggcgag
ccgettegeg
ccaaactatc
aaattgggag
taatcgcaac
ccttttgaat
ttttttattt
aatgcagctg
atgtgagtta
tgttgtgtgg
acgccaagcet
aataggtttt
catggcgagg
tatgcgcace

ggatctcatc

tgttcggtte
ttgaccgaac
ttttttgggg
cgatgtttga
aagttaaaca
gttggcgtca
gcagtggatg
aggcttgatg
cctggagaga
attcegtgge
attcttgcag
aaagcaagag
gttcctgaac
cccgactggg
gcagtaaccg
ccggeccagt
gatcgettgg
atcaccaagg
gcgeggetta
aggtcaagtc
atatatcatg
atccgcatta
gacctttaat
taaaaatttt
gcacgacagg
gctcactcat
aattgtgagc
tgcatgcctg
acttaatagc
caacatttcg
agatgccact

aatgacaaca

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680



tecectgeggac
cccgtcagtg
ccgctacttt
gaactggagg
tcggattgcece
tttacgcact
aaaatatatc
tttagtaaaa
tcagttcata
gccgcaccca
acgcgttcaa
gaagcgatac
gcaagatcac
aggttgtctt
ggaacgcctt
atgcgttcga
agtctgtcaa
ccttcagtece
acaccatcge
atatgcgcaa
tccagetttt
acttcaccat
agtttttcac
gttgtttctt
gcatgecgttce
aaggctaccc
tataattggt
acttctggga
cgaagcgagc
aaccgtggtt

taaccaagat

tgtttectge
acaacgaccc
ccagccgatce
gaccaatccce
gttcagtgaa
acgtactgceg
aaaagttaat
aatataaaaa
atattaaaaa
acagtccagg
agcgtecettt
gaagaccgac
cagcgatagce
taccttccaa
caatggcagce
tagaaacgcg
gcggagcaaa
gcaacagatg
taggaagcgce
ccgegtggge
cattcagagt
gaaccgggcc
cgaaacgttc
ctccaagaga
caccgatgtc
aacaggtaaa
taagacttat
gcgccacatce
aacaatcaag
gaaagtctga

attagctaac
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cagtcccatg
gtacagatcg
aataaaactt
aattttgaaa
gtggagcgga
atggcttcaa
aataatatta
aggccacctc
atattattca
ctgcggataa
tgaaacaaag
accaccgcca
gccaaggctce
agccatctge
cagtgcttecg
gcggaaacgt
gtcgatatga
ggcaacaccc
ttcatcagga
aaccgcgccg
agctggtcett
agcccatgca
ccaagctaac
aagaacccga
aatcgcaaca
ataagtccgce
ctaaaaaaga
tcctegattt
ccacctaaga
ttcaatgctg

cattgtcecgg

atgatggcga
accacaatat
tttceggeat
atatcgaatg
acgaccttac
tttccagegg
ttcttactta
ccgattttat
acttcagaat
gtaatcaact
cgctgacgga
ataacaacac
aagcagaagc
cataatttaa
tagatattac
tcacgtaaac
ccgecttecag
aagcccgtte
ccacaaatat
aagtcattga
aatacccaag
atagctgcgg
tgcaagctag
ccattgectta
atttccataa
ccgetttata
caaaaggatt
catccaggct
tacttaatgce
gagaaccatc

taacagcgat

60

catccgtgge
ggctecgtcege
tcattggccce
cactaatcat
gaccgtccceg
gagggcggat
agactttttt
cggaaggcag
atttgttgge
taaccggaat
aaccagattc
tggttgcacc
gatccaaagc
tatcatccag
caagacccgg
gtgccagaat
tttcgatgac
ccggaccaag
gatccagata
tcagaacatg
ggttattggt
cacgtggcag
catgttctge
cttccgeaat
taattccttt
ccatcgttgt
cagccaaagc
ccgacctttg
tgcgaaaacg
ggcaacctta

aggcatagct

atggcctttg
ggttaataag
cacggtatgce
atccacaccc
ctcacgaggc
ccactaatac
gtcttcattt
cctcttaaat
ataggcagct
cttggacatg
tggcaaatgg
ctgtgccaaa
ggcttcagca
caagctgaac
gccagaaata
tttgtcttca
gaaataacgg
aatagtgata
agaagaatcc
cgtatcgatg
aagttttaaa
aggacgaccc
cgttttaaaa
agagaaacgc
ctgaaatcag
aaacaaaaag
aagtttaact
gtttceggceca
agataggaga
aacaggaagt

gcgeccttga

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540



tggaactcgg
agactgcaat
aacagcagcc
gtttacggce
caccgataga
tctgeggtge
atacaccggce
tggctttatce
ccagacgagc
gcgtateegg
ccggagacca
accaggtaaa
ccatctgacc
aaacgacacc
aaccaccggt
aaatggaact
gcaaagaacc
ccgcagecgt
ttgcagcgat
ctagtcgegt
agcgtcctge
tgcaaaattt
cgctettgtg
tggttaaaag
acagtcacag
agttcaaatg
tctececccat
attaatactt
ttaataacca
aaacagtttg
atccagacga

caggcacagc

gaacatttct
ataaagaagc
taaaacagcc
gaagcggtca
gatggtctge
ataatacagc
aaaaacaacg
aaagccagct
aaggattttg
tgcggttaac
gcaccaacca
gatataaccg
acgtttgtct
gatacctaaa
tccaaataat
catcaacaat
ggtaacacaa
agcagacagg
aaccgctgaa
gactagaccc
tgttgttaag
ttcaggaatt
ctgttaggat
gaaacaaaaa
ccacttttge
caattgcctt
ttacggataa
cacagtcgct
aaacaaccgg
tatacgatgt
ccacggtatt

agggatgcga
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gacagaacaa
acagaagcca
atcattgcag
acaacacggg
aataatgccg
acggcgttaa
gtgataccaa
ttaatctttt
ctagcctcgg
agcagcaata
ctggcattaa
gttaaagcac
ggcggagcaa
ccggcaagaa
ttttecggtta
ccgeccgegac
ccgaccaaaa
tgacgagggg
tcgtaaccga
tgactacttt
attattatac
ttagcagagg
atctttcttg
gaccgtttte
accaattaag
caatgcacct
gaatgcattt
ggcatcgagt
aaattcattc
tcaggatggt
tcgeccagaga

taatcggtgce

cccagcagac
aaggcaaaac
ccataccgag
aagcaatcat
tatcagctcc
taccgactaa
aagcaaacaa
gaatcgtcag
aatgacgtcc
agaaggcaat
cccaatcgat
ccgtcacaat
tttcagcaat
accggaaaaa
acgcagcacc
gaccgaagcg
cagcaacaac
caataaaatg
aaagcaagcc
cagaactcat
cacaccttgt
ttgttctgga
gaagctaggt
acacaaaacg
gccacgcetgt
tcgtagetgt
tcecgagttaa
acggaaaact
atctctttte
cagcagacca
cggcgcecttta

gcccatgget

61

agggccccat
accaccgact
agcaccccaa
ggtgaagatg
aaaacctaaa
ctgctggaag
acctgegetg
attaggatcg
cttcatcacc
accgatcagg
agaaccgaaa
ggccatctge
ataggttggg
gcaaaaaatt
aaaaccggcg
aataccaatc
gaccatccca
gatatcaacc
gcctatageca
ggcgattcct
agataaagtc
tgtagaacaa
aggcctcgag
gtecttttteg
catttaaact
ggtgagccag
taccgtcgge
taatcgaaga
tcatcctgag
atcacggtaa
cggatggcat

tcaatcaggt

gacataccaa
ttgaaccaga
ataagcagag
aagttcacaa
ttctggaaca
gcagcaacgg
cttttgtcca
gcttgeggtt
aaccaatgcg
ccttetgaag
tgagccagta
tgaccagaaa
gtcaaggttg
tgtaaagccg
gcgacgaaac
cagccagaca
gaaagggaag
ggtgtaccga
gcgattaggg
ctcecctcetag
aacaactttt
aacatctttce
ttatggcagt
atttcttttt
ccgtttttee
cggtgctgge
aatacctgac
cgaaccacag
ttacggatta
caaacacgtt
acatcggcaa

cgaggatgtt

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460



10

15

20

25

30

35

40

cgggttggeg
cagtttacce
attcaagcct
tgcgatgatg
ggacgcaaag
catgttggce
catcagcatg
gaagtctttc
gttaaaggag
accggttaac
gatcagcgac
ggtaccgagc
cgttacccaa
agaggcccgce
gatgcggtat
cagtacaatc

tgacgaattc

<210>17
<211> 5768
<212> ADN

taggcaacaa
agcgacactt
tccagegtcee
gaagccgcat
tggttagcca
ggagacagag
ctggcacgag
tcatactctt
aaaaccatga
gacagcgaac
aaagaaatca
tcgaattcac
cttaatcgece
accgatcgece
tttctectta

tgctctgatg

<213> Plasmido pMH17F;

<400> 17

gttgacagta
agtctgaatg
gaactgctga
tgagaagccce
aaggcgcctg
aatgtcacga
gcgatttgece
gtagaggagc
gtgagttata
tataaattat

cagagggtct

agacgggtaa
acctgtcacg
acagcaaaaa
gtgacgggct
tagtgccatt
aaaagacagc
cgagcttgeg
aaacagcgtt
cacagggctg
aaccacttga

agcagaattt
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cccaggtgga
tggttttgte
ccagatagtg
attccagtgt
gataagaaag
taaacaggca
aaatgatttg
cacgtttaga
tggaaatccce
cgaggtcaac
gcaccaggct
tggcegtegt
ttgcagcaca
cttcccaaca
cgcatctgtg

ccgcatagtt

gcccatgatg
acctttataa
accgaagaaa
aatcgcgaac
cactggaata
gctaaaggca
ggaacattta
aaccacgaag
cagccagaca
ctggtcgata
ggcgataaac
tttacaacgt
tccececttte
gttgcgecage
cggtatttca

aagccagccce

aagatcatgc
ccgaacttca
gatttgaaga
gttgttttgg
ttctgegett
aagaacatca
cgtteggtga
gaagagacga
gtgatcagga
actgcagagt
ggccatacca
cgtgactggg
gccagctgge
ctgaatggeg
caccgcatat

cgacacccge

tgagagtatt
gaatcagacc
tagccacgag
taccggtcat
tggcttcege
ccactgcaac
agtcgecgacce
ttggcgagaa
taccgtcatg
tccagtaagg
ggtagctcag
aaaaccctgg
gtaatagcga
aatggcgcect
ggtgcactct

caacacccgce

gcectgttgat
ggataatccg
gtcagatagc
tttettgtat
tacccccatt
gactcaggtg
agggtgctac
tgcgacatce
ggatctattc
atataaacaa

acaagttttce

gataccgctg
aagtggtcag
accacatagc
tatgggtagt
cactgccaga
cctgatggtce
ttaagccettt
ttttgtaata
tttttatctt
aaaaaacaca

cagcaaaggt

62

ccttactggg
actggaaaat
agacccgcca
ttecttgeat
gcegtgageg
ggagacaaaa
agggttttaa
ctgcggaact
tttttattcet
caaaggtcta

ctagcagaat

tgcattagcce
cagagggcag
taaaacgccce
gaatccataa
cagcgaactg
ggaatattca
ggtctgtttt
gactaaagta
ttctttattce
gcggaattta

ttacagatac

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9430

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660



ccacaactca
gtgattaaaa
atgaactagc
gtgtggcact
tcacttataa
tagctaaage
aaggctttga
tagtttttag
atctggaaca
taaaagaact
ttaagttcat
ttttgaaacc
agcgaggccg
tcgtaaccga
ttacatcaga
caaaaattca
atctcaatgg
tggctaaata
agactaacaa
atatgcacag
ggtgcattta
acacctaata
ctgagacaac
cttatcgaat
tcatggcaat
ttctgataac
cttgtaaacc
attaattagt
cctgetegeg
ccttgececte

gcaaaccctce

aaggaaaagg
tcacctagac
gattagtcge
actcaacccc
ccaatacgct
aaccagagag
gattttccag
tgaagagata
tgttaagtct
aacacaaaag
gttaatgctt
aataagtaaa
cccgactgat
acttgagaac
ttcctaccta
gctcaccagt
ttcgttctcea
cggaaggatc
acaaaagtag
atgaaaacgg
aagctgttca
gaacaggtga
ttgttacagce
caaagctgcc
tctggaagaa
aaactagcaa
gttttgtgaa
aatataatct
caggctgggt
ccgcacgatg

actgatcege
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actagtaatt
caattgagat
tatgacttaa
acgattgaaa
cagatgatga
ctgatgacga
tggacaaact
ttgeccttatce
tttgaaaaca
aaaactcaca
gaaaataact
gatttaaaca
acgttgattt
aaccagataa
cgtaacggac
tttgaggcaa
tggctcacge
tgaggttctt
aacaactgtt
tgtaaaaaag
ccatgaacag
aaccagtaaa
tcaacagtca
gacaacacgg
atagcgcettt
caccagaaca
aaaattttta
attaaaggtc
gccaagctct
atcgtgccegt

atgcccegttce

atcattgact
gtatgtctga
cggagcatga
accctacaag
acatcagtag
gaactgtgga
atgccaagtt
tttteccagtt
aatactctat
aggcaaatat
accatgagtt
cttacagcaa
tccaagttga
aaatgaatgg
taagaaaaac
aatttttgag
aaaaacaacg
atggctcttg
caccgttaga
atagatacat
atcgacaatg
acaaagcaac
cacatagaca
gagccagtga
cagccggcaa
gcecegtttge
aaataaaaaa
attcaaaagg
cgggtaacat
gatcgaaatc

catacagaag

63

agcccatctce
attagttgtt
aaccaagcta
gaaagaacgg
ggaaaatgct
aatcaggaat
ctcaagcgaa
aaaaaaattc
gaggatttat
agagattagc
taaaaggctt
tatgaaattg
actagataga
tgacaaaata
actacacgat
tgacatgcaa
aaccacacta
tatctatcag
tatcaaaggg
cagagctttt
taacagatga
tagaacatga
gcctgaaaca
cgccteeegt
acctgaagcce
gggcagcaaa
ggggacctct
tcatccaceg
caaggcccga
cagatccttg

ctgggcgaac

aattggtata
ttcaaagcaa
attttatgcet
acggtatcgt
tatggtgtat
cctttggtta
aaattagaat
ataaaatata
gagtggttat
cttgatgaat
aaccaatggg
gtggttgata
caaatggatc
ccaacaacca
gctttaactg
agtaagcatg
gagaacatac
tgaagcatca
aaaactgtcc
acgagttttt
acagcatgta
aattgaacac
ggcgatgectg
ggggaaaaaa
ggatctgecga
acccgttatg
agggtcccca
gatcaattcc
tccttggage
acccgecagtt

aaacgatgct

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520



cgccttecag
gccgegacgg
tgccgtagaa
gectegttege
gacgcacacc
gtaagctgta
gcageggtgg
tacagtctat
tgttatggag
tcatgaggga
tcgagegeca
gcggectgaa
aaacaacgcg
gcgagattct
gttatccagc
gtatcttega
aacatagcgt
aggatctatt
ctggcgatga
gcaaaatcge
atcagcccgt
cctcgecgege
tagtcggcaa
actcaagegt
tgcttttatt
aaaggctggce
aaatctagcg
agattatatt
ttcacaaaac
tttcecgact
taggcacccc

tacctagaga

aaaaccgagg
ccgaggtett
gaacagcaag
cagccaggac
gtggaaacgg
atgcaagtag
taacggcgeca
gcctegggea
cagcaacgat
agcggtgatc
tctegaaceg
gccacacagt
gcgagctttg
ccgegetgta
taagcgcgaa
gccagccacg
tgeccttggta
tgaggcgcta
gcgaaatgta
gccgaaggat
catacttgaa
agatcagttg
ataatgtcta
tagatgcact
atttttaagc
tttttecttgt
agggctttac
actaattaat
ggtttacaag
ggaaagcggg
aggctttaca

gggtgagaat
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atgcgaacca
ccgatctect
gccgecaatg
agaaatgcct
atgaaggcac
cgtatgcgcet
gtggeggttt
tccaagecage
gttacgcagc
gccgaagtat
acgttgetgg
gatattgatt
atcaacgacc
gaagtcacca
ctgcaatttg
atcgacattg
ggtccagcgg
aatgaaacct
gtgcttacgt
gtcgectgeeg
gctagacagg
gaagaatttg
acaattcgtt
aagcacataa
gtgcataata
tatcgcaata
taagctgatc
tggggaccct
catacgttgg
cagtgagcgc
ctttatgett

tgccgaacat

cttcatcegg
gaagccaggg
cctgacgatg
cgactteget
gaacccagtg
cacgcaactg
tcatggcttg
aagcgegtta
agggcagtcg
cgactcaact
ccgtacattt
tgctggttac
ttttggaaac
ttgttgtgca
gagaatggca
atctggctat
cggaggaact
taacgctatg
tgtccegeat
actgggcaat
cttatcttgg
tccactacgt
caagccgacg
ttgctcacag
agccctacac
gttggcgaag
cggtggatga
agaggtccce
ccgattcatt
aacgcaatta
ccggetegta

gcgcataagt

64

ggtcagcacc
cagatccgtg
cgtggagacc
gctgeccaag
gacataagcc
gtccagaacc
ttatgactgt
cgccgtgggt
ccctaaaaca
atcagaggta
gtacggctce
ggtgaccgta
ttecggcttcee
cgacgacatc
gcgcaatgac
cttgctgaca
ctttgatceg
gaactcgccg
ttggtacage
ggagegectg
acaagaagaa
gaaaggcgag
ccgettegeg
ccaaactatc
aaattgggag
taatcgcaac
ccttttgaat
ttttttattt
aatgcagctg
atgtgagtta
tgttgtgtgg

ttececeggaca

accggcaagc
cacagcacct
gaaaccttge
gttgcegggt
tgtteggtte
ttgaccgaac
ttttttgggg
cgatgtttga
aagttaaaca
gttggcgtca
gcagtggatg
aggcttgatg
cctggagaga
attccgtgge
attcttgeag
aaagcaagag
gttcctgaac
cccgactggg
gcagtaaccg
ccggeccagt
gatcgcttgg
atcaccaagg
gcgeggcetta
aggtcaagtce
atatatcatg
atccgcatta
gacctttaat
taaaaatttt
gcacgacagg
gctcactcat
aattgtgagt

gatttcaggt

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

4380

4440



10

15

20

25

30

35

40

45

ggtcagcagce
tttgatgagce
attgggetgg
cgaaccgtceg
cctgatgaat
atccattaat
cttgatttga
cttcgcaacg
caaacaacag
tctggcagtt
ttcacttctg
ttcttttcta
ggggacctca
ttgatgecctg
ggcgtttcac
gcaaattctg
tcttetetea
gctcgagete
ttacccaact
aggcccgcac
tgecggtattt
gtacaatctg

acgaattc

aacgcgttge
caacgtcggce
cgcagtcggg
ctgaccgggt
tttttgegeca
tgaatgttag
tgtctggcag
ttcaaatccg
ataaaacaaa
ccctactcete
agttcggcat
atctgccgaa
cccttaccaa
gcagttcecct
ttctgagtte
ttttatcaga
tcecggataac
gaattcactg
taatcgectt
cgatcgccect
tctecttacg

ctctgatgee
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cattgcgegt
gctcgatccect
tatgacaatg
aatttttatg
tcctaaatca
ttcgaaaagce
tttatggcgg
ctcceggegg
aggcccagtce
gcatggggag
ggggtcaggt
ctttaaccta
gggtgcgetce
actctcgcat
ggcatggggt
cegettetge
aatttcacac
gcegtegttt
gcagcacatc
tcccaacagt
catctgtgeg

gcatagttaa

tcgectgtgta
gagatggtga
ttgtgtgtaa
gatcgtgggyg
gagcgtacga
aaaaaggcca
gcgtectgee
atttgtccta
ttccgactga
accccacact
gggaccaccg
aaaagtggtg
taccaactga
ggggagaccc
caggtgggac
gttctgattt
aggaaacagc
tacaacgtcg
cccctttege
tgcgcagect
gtatttcaca

gccagccecg

65

tgaagccgaa
aagaggtgct
cacatgagat
aaatagtgga
gggcattttt
tcctttegga
cgccacccte
ctcgggagag
gcecttttgtt
accatcggeg
cgctactgee
ctgataccca
gccatatcag
cacactacca
caccgcgcta
aatctgtatc
tatgaccatg
tgactgggaa
cagctggegt
gaatggcgaa
ccgcatatgg

acacccgcca

aattatgttg
ggatacgatg
ggggtttgeca
gcaagctgca
atcgcaggta
tggccttteg
cgggcegttg
tgttcaccga
ttatttgatg
ctacggecggt
gccagacaaa
gagtcgaact
cacgctaaat
tcggegetac
cggccgecag
aggctgaaaa
attacgccaa
aaccctggeg
aatagcgaag
tggcgectga
tgcactctca

acacccgetg

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5768



10

15

20

<210> 18
<211> 1053
<212> ADN

ES 2 663 445 T3

<213> Regiodn codificante del gen aroG de tipo salvaje;

<400> 18

atgaattatc
gcattgctgg
aaagcgatcc
tgctcaattce
gaagagctga
acggtgggct
gacggtctge
gcaggtgagt
gcaattggcg
tgtcecggteg
aatgccgeeg
gtgaatacca
tacagcgcga
caggtgatga
gtttgtgcetg
gtggaaagcc
ggtaagagca
ctggcgaatg
<210> 19

<211> 8820
<212> ADN

agaacgacga
aaaaattccc
ataagatcct
atgatcctgt
aagatgagct
ggaaagggct
gtatagccceg
ttctcgatat
cacgtaccac
gcttcaaaaa
gtgcgecegcea
gcggtaacgg
agcacgttge
tcgatttcag
acgtttgcca
atctggtgga
tcaccgatge

cagtaaaagc

<213> Plasmido pMH28F;

<220>

<221> rasgo_misc

<222> (5894).

(5894)

<223>nesa,c,g,0t

<400> 19

tttacgcatc
cgctactgaa
gaaaggtaat
cgcggcaaaa
ggaaatcgta
gattaacgat
taaattgctg
gatcacccca
cgaatcgcag
tggcaccgac
ctgcttectg
cgattgccat
tgaagtgaaa
ccatgctaac
gcagattgcc
aggcaatcag
ctgcatcgge

gcgtecgeggg

aaagaaatca
aatgccgecga
gatgatcgcce
gagtatgcca
atgcgegtcet
ccgcatatgg
cttgatatta
caatatctcg
gtgcaccgeg
ggtacgatta
tcecgtaacga
atcattctge
gaagggctga
tcgtccaaac
ggtggcgaaa
agcctcgaga
tgggaagata

taa

66

aagagttact
atacggttgce
tgttggttgt
ctcgettget
attttgaaaa
ataatagctt
acgacagcgg
ctgacctgat
aactggcatc
aagtggctat
aatgggggca
gcggeggtaa
acaaagcagg
aattcaaaaa
aggccattat
gcggggagece

ccgatgcetcet

tcectectgte
ccatgccecga
gattggccca
ggcgctgegt
gcecgegtacce
ccagatcaac
tctgeccageg
gagctgggge
agggctttct
cgatgccatt
ttcggegatt
agagcctaac
cctgeccagcea
gcagatggat
tggcgtgatg
gctggectac

gttacgtcaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1053



gttgacagta
agtctgaatg
gaactgctga
tgagaagccce
aaggcgcectg
aatgtcacga
gcgatttgece
gtagaggagc
gtgagttata
tataaattat
cagagggtct

ccacaactca

agacgggtaa
acctgtcacg
acagcaaaaa
gtgacgggct
tagtgccecatt
aaaagacagc
cgagcttgeg
aaacagcgtt
cacagggctg
aaccacttga
agcagaattt

aaggaaaagqg
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gcectgttgat
ggataatccg
gtcagatagc
tttcttgtat
taccecccatt
gactcaggtg
agggtgctac
tgcgacatcc
ggatctattc
atataaacaa
acaagttttc

actagtaatt

gataccgcectg
aagtggtcag
accacatagc
tatgggtagt
cactgccaga
cctgatggte
ttaagccecttt
ttttgtaata
tttttatctt
aaaaaacaca
cagcaaaggt

atcattgact

67

ccttactggg
actggaaaat
agacccgcca
ttccttgeat
gcegtgageg
ggagacaaaa
agggttttaa
ctgcggaact
tttttattcet
caaaggtcta
ctagcagaat

agcccatctce

tgcattagcce
cagagggcag
taaaacgccc
gaatccataa
cagcgaactg
ggaatattca
ggtctgtttt
gactaaagta
ttectttatte
gcggaattta
ttacagatac

aattggtata

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720



gtgattaaaa
atgaactagc
gtgtggcact
tcacttataa
tagctaaagce
aaggctttga
tagtttttag
atctggaaca
taaaagaact
ttaagttcat
ttttgaaacc
agcgaggcecg
tcgtaaccga
ttacatcaga
caaaaattca
atctcaatgg
tggctaaata
agactaacaa
atatgcacag
ggtgcattta
acacctaata
ctgagacaac
cttatcgaat
tcatggcaat
ttctgataac
cttgtaaacc
attaattagt
cctgetegeg
ccttgececte
gcaaacccte

cgccttecag

tcacctagac
gattagtcgce
actcaacccc
ccaatacgcet
aaccagagag
gattttccag
tgaagagata
tgttaagtct
aacacaaaag
gttaatgectt
aataagtaaa
cccgactgat
acttgagaac
ttcctaccta
gctcaccagt
ttcgttctcea
cggaaggatc
acaaaagtag
atgaaaacgg
aagctgttca
gaacaggtga
ttgttacagc
caaagctgcc
tctggaagaa
aaactagcaa
gttttgtgaa
aatataatct
caggctgggt
ccgcacgatg
actgatccge

aaaaccgagg
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caattgagat
tatgacttaa
acgattgaaa
cagatgatga
ctgatgacga
tggacaaact
ttgccttatce
tttgaaaaca
aaaactcaca
gaaaataact
gatttaaaca
acgttgattt
aaccagataa
cgtaacggac
tttgaggcaa
tggctcacge
tgaggttctt
aacaactgtt
tgtaaaaaag
ccatgaacag
aaccagtaaa
tcaacagtca
gacaacacgg
atagcgettt
caccagaaca
aaaattttta
attaaaggtc
gccaagctcet
atcgtgecegt
atgcccgtte

atgcgaacca

gtatgtctga
cggagcatga
accctacaag
acatcagtag
gaactgtgga
atgccaagtt
tttteccagtt
aatactctat
aggcaaatat
accatgagtt
cttacagcaa
tccaagttga
aaatgaatgg
taagaaaaac
aatttttgag
aaaaacaacg
atggctcttg
caccgttaga
atagatacat
atcgacaatg
acaaagcaac
cacatagaca
gagccagtga
cagccggcaa
gcecegtttge
aaataaaaaa
attcaaaagg
cgggtaacat
gatcgaaatc
catacagaag

cttcatcecgg

68

attagttgtt
aaccaagcta
gaaagaacgg
ggaaaatgct
aatcaggaat
ctcaagcgaa
aaaaaaattc
gaggatttat
agagattagc
taaaaggctt
tatgaaattg
actagataga
tgacaaaata
actacacgat
tgacatgcaa
aaccacacta
tatctatcag
tatcaaaggg
cagagctttt
taacagatga
tagaacatga
gcctgaaaca
cgccteeegt
acctgaagcc
gggcagcaaa
ggggacctct
tcatccacecg
caaggcccga
cagatccttg
ctgggcgaac

ggtcagcacc

ttcaaagcaa
attttatgcet
acggtatcgt
tatggtgtat
cctttggtta
aaattagaat
ataaaatata
gagtggttat
cttgatgaat
aaccaatggg
gtggttgata
caaatggatc
ccaacaacca
gctttaactg
agtaagcatg
gagaacatac
tgaagcatca
aaaactgtcc
acgagttttt
acagcatgta
aattgaacac
ggcgatgetg
ggggaaaaaa
ggatctgcga
acccgttatg
agggtcccca
gatcaattcc
tccttggage
acccgcecagtt
aaacgatgct

accggcaagc

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580



gccgcgacgg
tgccgtagaa
gctegttege
gacgcacacc
gtaagctgta
gcagcggtgg
tacagtctat
tgttatggag
tcatgaggga
tcgagcgeca
gcggectgaa
aaacaacgcg
gcgagattct
gttatccagc
gtatcttcga
aacatagcgt
aggatctatt
ctggcgatga
gcaaaatcgc
atcagcceegt
cctegegege
tagtcggcaa
actcaagcgt
tgettttatt
aaaggctggce
aaatctagcg
agattatatt
ttcacaaaac
tttcecgact
taggcacccce
tacctagaga

ggtcagcage

ccgaggtcett
gaacagcaag
cagccaggac
gtggaaacgg
atgcaagtag
taacggcgca
gcctegggea
cagcaacgat
agcggtgatc
tctcgaaccg
gccacacagt
gcgagcetttg
ccgcgetgta
taagcgcgaa
gccagccacg
tgccttggta
tgaggcgcta
gcgaaatgta
gccgaaggat
catacttgaa
agatcagttg
ataatgtcta
tagatgcact
atttttaage
tttttcttgt
agggctttac
actaattaat
ggtttacaag
ggaaagcggg
aggctttaca
gggtgagaat

aacgegttge
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ccgatctect
gccgcecaatg
agaaatgcct
atgaaggcac
cgtatgcgcet
gtggcggttt
tccaagcage
gttacgcage
gccgaagtat
acgttgctgg
gatattgatt
atcaacgacc
gaagtcacca
ctgcaatttg
atcgacattg
ggtccagcegg
aatgaaacct
gtgcttacgt
gtcgetgeeg
gctagacagg
gaagaatttg
acaattcgtt
aagcacataa
gtgcataata
tatcgcaata
taagctgatc
tggggaccct
catacgttgg
cagtgagcgce
ctttatgett
tgccgaacat

cattgecgegt

gaagccaggyg
cctgacgatg
cgactteget
gaacccagtg
cacgcaactg
tcatggcttg
aagcgcegtta
agggcagtceg
cgactcaact
ccgtacattt
tgctggttac
ttttggaaac
ttgttgtgca
gagaatggca
atctggctat
cggaggaact
taacgctatg
tgtcccgeat
actgggcaat
cttatcttgg
tccactacgt
caagccgacg
ttgctcacag
agccctacac
gttggcgaag
cggtggatga
agaggtccec
ccgattcatt
aacgcaatta
ccggetegta
gcgcataagt

tegetgtgta

69

cagatccgtg
cgtggagacc
gctgeccaag
gacataagce
gtccagaacc
ttatgactgt
cgcegtgggt
ccctaaaaca
atcagaggta
gtacggctcc
ggtgaccgta
tteggettec
cgacgacatc
gcgcaatgac
cttgctgaca
ctttgatcceg
gaactcgeceg
ttggtacagc
ggagcgcctg
acaagaagaa
gaaaggcgag
ccgecttcgeg
ccaaactatc
aaattgggag
taatcgcaac
ccttttgaat
ttttttattt
aatgcagctg
atgtgagtta
tgttgtgtgg
ttceecggaca

tgaagccgaa

cacagcacct
gaaaccttgc
gttgcegggt
tgtteggtte
ttgaccgaac
ttttttgggg
cgatgtttga
aagttaaaca
gttggcgtca
gcagtggatg
aggcttgatg
cctggagaga
attccgtgge
attcttgcag
aaagcaagag
gttcctgaac
cccgactggg
gcagtaaccg
ccggcccagt
gatcgcttgg
atcaccaagg
gcgcggctta
aggtcaagtc
atatatcatg
atccgcatta
gacctttaat
taaaaatttt
gcacgacagg
gctcactcat
aattgtgagt
gatttcaggt

aattatgttg

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500



tttgatgagc
attgggctgg
cgaaccgtecg
cctgatgaat
atccattaat
cttgatttga
cttcgcaacg
tcecectgttga
acgtaagagg
agttatcgag
ccaccgttga
ctcaatgtac
agaaaaataa
ctcatccgga
acccttgtta
accacgacga
aaaacctggce
cctgggtgag
ccgttttcac
ttcaggttca
aacagtactg
cttaaacgcce
gaaagcaaat
tattgctggt
cctgeegtte
aaaaggcaac
cagatagatt
aaacaaaaga
aaaagtaaat
gcaaagtgta

actaacttgc

caacgtcggce
cgcagtcggg
ctgaccgggt
tttttgcgea
tgaatgttag
tgtctggcag
ttcaaatccg
taccgggaag
ttccaacttt
attttcagga
tatatcccaa
ctataaccag
gcacaagttt
attccgtatg
caccgttttce
ttteceggcag
ctatttcect
tttcaccagt
catgggcaaa
tcatgecegtt
cgatgagtgg
tggtgctacg
tcgacceggt
ttantcggta
actattattt
tttatgcccea
ttttagttct
ggaaaataga
cgegegggtt
tactttggcg

catcttcaaa

ES 2 663 445 T3

gctcgatcct
tatgacaatg
aatttttatg
tcctaaatca
ttecgaaaagce
tttatggcgg
gtgacggaag
ccctgggeca
caccataatg
gctaaggaag
tggcatcgta
accgttcage
tatceggect
gcaatgaaag
catgagcaaa
tttctacaca
aaagggttta
tttgatttaa
tattatacgc
tgtgatggcet
cagggcgggg
cctgaataag
cgtcggttca
ccecggggatce
agtgaaatga
tgcaacagaa
ttaggccegt
ccagttgcaa
tgttactgat
tcacccctta

caggagggct

gagatggtga
ttgtgtgtaa
gatcgtgggg
gagcgtacga
aaaaaggcca
gcgtecetgee
atcacttcge
acttttggcg
aaataagatc
ctaaaatgga
aagaacattt
tggatattac
ttattcacat
acggtgagct
ctgaaacgtt
tatattcgeca
ttgagaatat
acgtggccaa
aaggcgacaa
tccatgtcgg
cgtaattttt
tgataataag
gggcagggtc
gcggcecgegyg
gatattatga
actataaaaa
agtctgcaaa
tccaaacgag
aaagcaggca
catattttag

ggaagaagca

70

aagaggtgct
cacatgagat
aaatagtgga
gggcattttt
teectttegga
cgccacccte
agaataaata
aaaatgagac
actaccgggce
gaaaaaaatc
tgaggcattt
ggccttttta
tettgeecege
ggtgatatgg
ttcatecgete
agatgtggcg
gtttttegte
tatggacaac
ggtgctgatg
cagaatgcectt
ttaaggcagt
cggatgaatg
gttaaatagc
accggatcce
tattttctga
atacagagaa
tccttttatg
agtctaatag
agacctaaaa
gtettttttt

gaccgctaac

ggatacgatg
ggggtttgca
gcaagctgca
atcgcaggta
tggccettteg
cgggcegttg
aatcctggtg
gttgatcggce
gtattttttg
actggatata
cagtcagttg
aagaccgtaa
ctgatgaatg
gatagtgttc
tggagtgaat
tgttacggtg
tcagccaatc
ttecttegece
ccgctggcga
aatgaattac
tattggtgcee
gcagaaattc
cgcttatgte
atcacatata
attgtgatta
tgaaaagaaa
attttctatc
aatgaggtcg
tgtgtaaagg
attgtgcgta

acagtacata

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360



aaaaaggaga
tttactaccg
aagccatata
cctgaacagce
aatatctctt
ggcactgtcg
aatgcggatg
agctggaaaa
atcctaaaag
atccgtttat
gcacaagtta
aaatcaatct
ggcaactaca
ggccacaaat
gaatctttat
caaaaacttc
atgattgagc
aacacagtaa
ctgttcactg
tacatgcttg
ggccttgtgt
gctgtaccte
ttctacgecag
aaaacatctg
aaacgcaaaa
ggatgcatgce
gtgaagtgct
agataaaaca
ttecectacte
tgagttecgge
taatctgeceg

cacccttacc

catgaacgat
cactgctggce
aggaaacata
aaaaaaatga
ctgcaaaagg
caaactatca
acacatcgat
acgctggeceg
accaaacaca
tctacactga
acgtatcagce
ttgacggtga
gctcaggcga
acttagtatt
ttaacaaagc
tgcaaagcga
taaacgatga
cagatgaaat
actcccgegg
gttatgtttc
taaaaatgga
aagcgaaagg
acaaacaatc
ttgtcaaaga
gaaaatgcca
gctageggag
tccteeegge
aaaggcccag
tcgecatgggg
atggggtcag

aactttaacc

aagggtgcgce

ES 2 663 445 T3

gaacatcaaa
aggaggcgca
cggcatttece
aaaatatcaa
cctggacgtt
cggctaccac
ttacatgttce
cgtctttaaa
agaatggtca
tttecteeggt
atcagacagc
cggaaaaacg
caaccatacg
tgaagcaaac
atactatggc
taaaaaacgce
ttacacactg
tgaacgcgeg
atcaaaaatg
taattcttta
tcttgatcct
aaacaatgtc
aacgtttgeg
cagcatcctt
atatcctatt
tgtatactgg
ggatttgtcc
tcttecgact
agaccccaca
gtgggaccac
taaaaagtgg

tctaccaact

aagtttgcaa
actcaagcgt
catattacac
gttcctgaat
tgggacagct
atcgtctttg
tatcaaaaag
gacagcgaca
ggttcagcca
aaacattacg
tctttgaaca
tatcaaaatg
ctgagagatc
actggaactg
aaaagcacat
acggctgagt
aaaaaagtga
aacgtcttta
acgattgacg
actggcccat
aacgatgtaa
gtgattacaa
ccgagettee
gaacaaggac
ggcattttct
cttactatgt
tactcgggag
gagccttttg
ctaccatcgg
cgcgcetactg
tgctgatacc

gagccatatc

7

aacaagcaac
ttgcgaaaga
gccatgatat
tcgattegte
ggccattaca
cattagecegg
tcggcgaaac
aattcgatgc
catttacatc
gcaaacaaac
tcaacggtgt
tacagcagtt
ctcactacgt
aagatggcta
cattctteceg
tagcaaacgg
tgaaaccget
aaatgaacgg
gcattacgtce
acaagccgcet
cctttactta
gctatatgac
tgctgaacat
aattaacagt
tttatttctt
tggcactgat
agtgttcacc
ttttatttga
cgctacggeg
ccgccagaca
cagagtcgaa

agcacgctaa

agtattaacc
aacgaaccaa
gctgcaaatc
cacaattaaa
aaacgctgac
agatcctaaa
ttctattgac
aaatgattct
tgacggaaaa
actgacaact
agaggattat
catcgatgaa
agaagataaa
ccaaggcgaa
tcaagaaagt
cgctecteggt
gattgcatct
caaatggtac
taacgatatt
gaacaaaact
ctcacacttc
aaacagagga
caaaggcaag
taacaaataa
ccatttaaat
gagggtgtca
gacaaacaac
tgtctggcag
gtttcactte
aattctttte
ctggggacct

atttgatgcce

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280
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tggcagttce
acttctgagt
tgttttatca
catccggata
tcgaattcac
cttaatcgce
accgatcgcece
tttctectta
tgctctgatg
<210> 20

<211> 4774
<212> ADN

ctactctecge
tcggcatggg
gaccgcttet
acaatttcac
tggcegtegt
ttgcagcaca
cttcccaaca
cgcatctgtg

ccgcatagtt

<213> Plasmido pCL1921;

<400> 20
gttgacagta

agtctgaatg
gaactgctga
tgagaagccce
aaggcgcecctg
aatgtcacga
gcgatttgee
gtagaggagc
gtgagttata
tataaattat
cagagggtct
ccacaactca
gtgattaaaa
atgaactagc
gtgtggcact
tcacttataa
tagctaaagc
aaggctttga

tagtttttag

agacgggtaa
acctgtcacg
acagcaaaaa
gtgacgggct
tagtgccatt
aaaagacagc
cgagcttgeg
aaacagcgtt
cacagggctg
aaccacttga
agcagaattt
aaggaaaagg
tcacctagac
gattagtcge
actcaacccc
ccaatacgct
aaccagagag
gattttccag

tgaagagata

ES 2 663 445 T3

atggggagac
gtcaggtggg
gcgttcectgat
acaggaaaca
tttacaacgt
tcceecttte
gttgecgecage
cggtatttca

aagccagccc

gcctgttgat
ggataatccg
gtcagatagc
tttecttgtat
tacccccatt
gactcaggtg
agggtgctac
tgcgacatcce
ggatctattc
atataaacaa
acaagttttc
actagtaatt
caattgagat
tatgacttaa
acgattgaaa
cagatgatga
ctgatgacga
tggacaaact

ttgeccttatce

cccacactac
accaccgcge
ttaatctgta
gctatgacca
cgtgactggg
gccagectgge
ctgaatggcg
caccgcatat

cgacacccge

gataccgcectg
aagtggtcag
accacatagce
tatgggtagt
cactgccaga
cctgatggtce
ttaagccttt
ttttgtaata
tttttatctt
aaaaaacaca
cagcaaaggt
atcattgact
gtatgtctga
cggagcatga
accctacaag
acatcagtag
gaactgtgga
atgccaagtt

ttttccagtt

72

catcggceget
tacggcegece
tcaggctgaa
tgattacgcc
aaaaccctgg
gtaatagcga
aatggcgcecet
ggtgcactct

caacacccgce

ccttactggg
actggaaaat
agacccgcca
tteccttgecat
gcecgtgageg
ggagacaaaa
agggttttaa
ctgcggaact
tttttattct
caaaggtcta
ctagcagaat
agcccatctce
attagttgtt
aaccaagcta
gaaagaacgg
ggaaaatgct
aatcaggaat
ctcaagcgaa

aaaaaaattc

acggcgtttce
aggcaaattc
aatcttctct
aagctcgagce
cgttacccaa
agaggcccgce
gatgcggtat
cagtacaatc

tgacgaattc

tgcattagcce
cagagggcag
taaaacgccce
gaatccataa
cagcgaactg
ggaatattca
ggtctgtttt
gactaaagta
ttctttattce
gcggaattta
ttacagatac
aattggtata
ttcaaagcaa
attttatgcet
acggtatcgt
tatggtgtat
cctttggtta
aaattagaat

ataaaatata

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140



atctggaaca
taaaagaact
ttaagttcat
ttttgaaacc
agcgaggccg
tcgtaaccga
ttacatcaga
caaaaattca
atctcaatgg
tggctaaata
agactaacaa
atatgcacag
ggtgcattta
acacctaata
ctgagacaac
cttatcgaat
tcatggcaat
ttctgataac
cttgtaaacc
attaattagt
cctgetegeg
ccttgeecte
gcaaaccctce
cgccttecag
gccgegacgg
tgccgtagaa
gctegttege
gacgcacacc
gtaagctgta
gcagcggtgg

tacagtctat

tgttaagtct
aacacaaaag
gttaatgcett
aataagtaaa
cccgactgat
acttgagaac
ttcctaccta
gctcaccagt
ttegttctea
cggaaggatc
acaaaagtag
atgaaaacgg
aagctgttca
gaacaggtga
ttgttacage
caaagctgcc
tctggaagaa
aaactagcaa
gttttgtgaa
aatataatct
caggctgggt
ccgcacgatg
actgatccge
aaaaccgagg
ccgaggtett
gaacagcaag
cagccaggac
gtggaaacgg
atgcaagtag
taacggcgceca

gcctegggea

ES 2 663 445 T3

tttgaaaaca
aaaactcaca
gaaaataact
gatttaaaca
acgttgattt
aaccagataa
cgtaacggac
tttgaggcaa
tggctcacge
tgaggttett
aacaactgtt
tgtaaaaaag
ccatgaacag
aaccagtaaa
tcaacagtca
gacaacacgg
atagcgcettt
caccagaaca
aaaattttta
attaaaggtc
gccaagctct
atcgtgcecegt
atgcccgtte
atgcgaacca
ccgatctect
gccgccaatg
agaaatgcct
atgaaggcac
cgtatgceget
gtggcggttt

tccaagcagce

aatactctat
aggcaaatat
accatgagtt
cttacagcaa
tccaagttga
aaatgaatgg
taagaaaaac
aatttttgag
aaaaacaacg
atggctcttg
caccgttaga
atagatacat
atcgacaatg
acaaagcaac
cacatagaca
gagccagtga
cagccggcaa
gcecegtttge
aaataaaaaa
attcaaaagg
cgggtaacat
gatcgaaatc
catacagaag
cttcatcegg
gaagccaggg
cctgacgatg
cgacttcget
gaacccagtg
cacgcaactg
tcatggcttg

aagcgcgtta

73

gaggatttat
agagattagc
taaaaggctt
tatgaaattg
actagataga
tgacaaaata
actacacgat
tgacatgcaa
aaccacacta
tatctatcag
tatcaaaggg
cagagctttt
taacagatga
tagaacatga
gcctgaaaca
cgcctecegt
acctgaagcc
gggcagcaaa
ggggacctct
tcatccaccg
caaggcccga
cagatccttg
ctgggcgaac
ggtcagcacc
cagatccgtg
cgtggagacc
gctgecccaag
gacataagcc
gtccagaacc
ttatgactgt

cgccgtgggt

gagtggttat
cttgatgaat
aaccaatggg
gtggttgata
caaatggatc
ccaacaacca
gctttaactg
agtaagcatg
gagaacatac
tgaagcatca
aaaactgtcc
acgagttttt
acagcatgta
aattgaacac
ggcgatgetg
ggggaaaaaa
ggatctgcga
acccgttatg
agggtcccca
gatcaattcc
tccttggage
acccgcagtt
aaacgatgct
accggcaagce
cacagcacct
gaaaccttgce
gttgccgggt
tgttcggtte
ttgaccgaac
ttttttgggg

cgatgtttga

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000



tgttatggag
tcatgaggga
tcgagcegeca
gcggectgaa
aaacaacgcg
gcgagattct
gttatccage
gtatcttcga
aacatagcgt
aggatctatt
ctggcgatga
gcaaaatcgce
atcagececcegt
cctegegege
tagtcggcaa
actcaagcgt
tgcttttatt
aaaggctggce
aaatctagcg
agattatatt
ttcacaaaac
ttteececgact
taggcacccce
ggataacaat
caggtcgact
acgtcgtgac
tttegecage
cagcctgaat
ttcacaccge

gccccgacac

cagcaacgat
agcggtgatc
tctcgaaccg
gccacacagt
gcgagcetttg
ccgegetgta
taagcgcgaa
gccagccacg
tgeccttggta
tgaggcgcta
gcgaaatgta
gccgaaggat
catacttgaa
agatcagttg
ataatgtcta
tagatgcact
atttttaagc
tttttettgt
agggctttac
actaattaat
ggtttacaag

ggaaagcggyg

aggctttaca
ttcacacagg
ctagaggatc
tgggaaaacc
tggcgtaata
ggcgaatggc
atatggtgca

ccgccaacac

ES 2 663 445 T3

gttacgcage
gccgaagtat
acgttgctgg
gatattgatt
atcaacgacc
gaagtcacca
ctgcaatttg
atcgacattg
ggtccagcgg
aatgaaacct
gtgcttacgt
gtecgetgeeg
gctagacagg
gaagaatttg
acaattcgtt
aagcacataa
gtgcataata
tatcgcaata
taagctgatc
tggggaccct
catacgttgg
cagtgagecgce
ctttatgett
aaacagctat
ccegggtace
ctggcgttac
gcgaagaggc
gcctgatgeg
ctctcagtac

ccgectgacga

agggcagtcg
cgactcaact
ccgtacattt
tgectggttac
ttttggaaac
ttgttgtgca
gagaatggca
atctggctat
cggaggaact
taacgctatg
tgtcecegeat
actgggcaat
cttatcttgg
tccactacgt
caagccgacg
ttgctcacag
agccctacac
gttggcgaag
cggtggatga
agaggtcccce
ccgattcatt
aacgcaatta
ccggectegta
gaccatgatt
gagctcgaat
ccaacttaat
ccgcaccgat
gtattttctce
aatctgctcet

attc

74

ccctaaaaca
atcagaggta
gtacggctce
ggtgaccgta
ttecggettee
cgacgacatc
gcgcaatgac
cttgctgaca
ctttgatccg
gaactcgecg
ttggtacage
ggagcgcctg
acaagaagaa
gaaaggcgag
ccgettegeg
ccaaactatc
aaattgggag
taatcgcaac
ccttttgaat
ttttttattt
aatgcagctg
atgtgagtta
tgttgtgtgg
acgccaagct
tcactggceceg
cgccttgecag
cgccecttece
cttacgcatc

gatgccgeat

aagttaaaca
gttggecgtca
gcagtggatg
aggcttgatg
cctggagaga
attccgtgge
attcttgcag
aaagcaagag
gttcctgaac
cccgactggg
gcagtaaccg
ccggceccagt
gatcgettgg
atcaccaagg
gcgeggcetta
aggtcaagtc
atatatcatg
atccgcatta
gacctttaat
taaaaatttt
gcacgacagg
gctcactcat
aattgtgagc
tgcatgecctg
tcgttttaca
cacatccceccee
aacagttgecg
tgtgcggtat

agttaagcca

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4774
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<210> 21
<211> 6432
<212> ADN

<213> Plasmido pMG27;

<400> 21
gttgacagta

agtctgaatg
gaactgctga
tgagaagccc
aaggcgcctg
aatgtcacga
gcgatttgece
gtagaggagc
gtgagttata
tataaattat
cagagggtct
ccacaactca
gtgattaaaa
atgaactagce
gtgtggcact
tcacttataa
tagctaaagce
aaggctttga
tagtttttag
atctggaaca
taaaagaact
ttaagttcat
ttttgaaacc
agcgaggccg
tcgtaaccga
ttacatcaga
caaaaattca
atctcaatgg
tggctaaata

agactaacaa

ctggcgatga

agacgggtaa
acctgtcacg
acagcaaaaa
gtgacgggct
tagtgccatt
aaaagacagc
cgagcttgeg
aaacagcgtt
cacagggctg
aaccacttga
agcagaattt
aaggaaaagg
tcacctagac
gattagtcge
actcaacccc
ccaatacgcect
aaccagagag
gattttccag
tgaagagata
tgttaagtct
aacacaaaag
gttaatgctt
aataagtaaa
cccgactgat
acttgagaac
ttcctaccta
gctcaccagt
ttcgttctca
cggaaggatc

acaaaagtag

gcgaaatgta

ES 2 663 445 T3

gcctgttgat
ggataatccg
gtcagatagce
tttecttgtat
tacccccatt
gactcaggtg
agggtgctac
tgcgacatcc
ggatctattc
atataaacaa
acaagttttc
actagtaatt
caattgagat
tatgacttaa
acgattgaaa
cagatgatga
ctgatgacga
tggacaaact
ttgeccttate
tttgaaaaca
aaaactcaca
gaaaataact
gatttaaaca
acgttgattt
aaccagataa
cgtaacggac
tttgaggcaa
tggctcacge
tgaggttctt

aacaactgtt

gataccgcetg
aagtggtcag
accacatagc
tatgggtagt
cactgccaga
cctgatggtce
ttaagccttt
ttttgtaata
tttttatctt
aaaaaacaca
cagcaaaggt
atcattgact
gtatgtctga
cggagcatga
accctacaag
acatcagtag
gaactgtgga
atgccaagtt
ttttccagtt
aatactctat
aggcaaatat
accatgagtt
cttacagcaa
tccaagttga
aaatgaatgg
taagaaaaac
aatttttgag
aaaaacaacg
atggctcttg

caccgttaga

ccttactggg
actggaaaat
agacccgcca
ttccttgeat
gcegtgageg
ggagacaaaa
agggttttaa
ctgcggaact
tttttattct
caaaggtcta
ctagcagaat
agcccatctc
attagttgtt
aaccaagcta
gaaagaacgg
ggaaaatgct
aatcaggaat
ctcaagcgaa
aaaaaaattc
gaggatttat
agagattagce
taaaaggctt
tatgaaattg
actagataga
tgacaaaata
actacacgat
tgacatgcaa
aaccacacta
tatctatcag

tatcaaaggg

tgcattagcce
cagagggcag
taaaacgccce
gaatccataa
cagcgaactg
ggaatattca
ggtctgtttt
gactaaagta
ttectttattce
gcggaattta
ttacagatac
aattggtata
ttcaaagcaa
attttatgcet
acggtatcgt
tatggtgtat
cctttggtta
aaattagaat
ataaaatata
gagtggttat
cttgatgaat
aaccaatggg
gtggttgata
caaatggatc
ccaacaacca
gctttaactg
agtaagcatg
gagaacatac
tgaagcatca

aaaactgtcc

gtgcttacgt tgtcccgcecat ttggtacage gcagtaaccg

75

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800
3660



gcaaaatcgc
atcagcccegt
cctegegege
tagtecggcaa
actcaagcegt
tgcttttatt
aaaggctggce
aaatctagcg
agattatatt
ttcacaaaac
tttceecgact
taggcacccce
ggataacaat
caggtcgacc
tattttacct
tgacecgecacce
agtatctgga
atattggtgc
ataacattaa
gtgcagcact
ttaaaaaacc
tttttctgge
cccegattga
atgcaagcct
gcatgttcct
gtaaaccgcet
gttttgaage
gtcagegtcec
ccgaaattgt
ccaattcagg

tgcecggttat

ttggtccggg

gccgaaggat
catacttgaa
agatcagttg
ataatgtcta
tagatgcact
atttttaagc
tttttettgt
agggctttac
actaattaat
ggtttacaag
ggaaagcggg
aggctttaca
ttcacacagg
gttaaatcta
ctggeggtga
gattcaggat
aaccgatcat
cggtggcacc
aggttatccg
gctgetgggt
ggttgcaccg
agatgatccg
tgcaggtceg
gaccgatgtt
ggcagcaggt
gccgattacce
accgaccacce
ggttgaactg
tattgaaggt
tcatgcaatg
taaagttaaa

tgaagaacat

ES 2 663 445 T3

gtcgetgeeg
gctagacagg
gaagaatttg
acaattcgtt
aagcacataa
gtgcataata
tatcgcaata
taagctgatc
tggggaccct
catacgttgg
cagtgagcgce
ctttatgett
aaacagctat
tcaccgcaag
taatggttgc
ctgegtgatg
ccggttgatce
gttaaacgtc
cacagccgta
tgtgaagcaa
gtggttgttc
gattttgatc
tttttttgte
accattcatc
cgccatattg
attaatatgg
cegtttggtt
gttcagggtg
gaactgctge
ccggaattte
gccgttacca

accaccctgg

actgggcaat
cttatcttgg
tccactacgt
caagccgacg
ttgctcacag
agccctacac
gttggcgaag
cggtggatga
agaggtccce
ccgattcatt
aacgcaatta
ccggetegta
gaccatgatt
ggataaatat
atgtactaat
caattgcecet
cgaatgcaga
cgacccgtat
tteotggttgg
gtcagectgge
cggcaagcag
tgcgtaccct
tgggtctgge
gtectgtgtgt
aagtttttcg
gtectggacce
ataatgaact
ttagegttece
ctggtgtteg
cgggttattg
tgcgcaataa

caggtctgec

76

ggagcgectg
acaagaagaa
gaaaggcgag
ccgettegeg
ccaaactatc
aaattgggag
taatcgcaac
ccttttgaat
ttttttattt
aatgcagctg
atgtgagtta
tgttgtgtgg
acgccaagct
ctaacaccgt
ctagataagg
gctgcaacag
actggcaggce
tggtccggea
tatgcatgca
actggaagtt
cgcaccgtgt
gctgecctgea
cctggcaage
tcagggtegt
tcagaaagca
agcaatctat
gggtgttgee
ggaaaaagca
tgttcgtgaa
tggtggtgca
cgcaattctg

gaccgaagca

ccggeccagt
gatcgcttgg
atcaccaagg
gcgeggetta
aggtcaagtc
atatatcatg
atccgcatta
gacctttaat
taaaaatttt
gcacgacagg
gctcactcat
aattgtgage
tgcatgecctg
gcgtgttgac
aatatagcca
catgataatc
gtttatecgtce
atgatgttta
agccgtcage
ggtaaagcag
caagagcaga
cataccaata
gatccggtgg
gatgaactga
gaagcagcag
attggcgecat
ggtgcactge
attgcacgtg
gatcagcata
aatccgagece
caaaccctgg

agcatttgga

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580



10

atgcagttga
gtggtaaatt
agggtcaggce
tggatgagga
tgcagggtga
gccagacacc
ttgattgtac
ttgatccgeg
caaaataagc
cgggtaccga
ggcgttaccce
gaagaggccce
ctgatgcggt
ctcagtacaa
gctgacgaat
<210> 22

<211>7294
<212> ADN

agcagcaatt
tctgggtatt
agccctgcetg
tgtggacatt
tgttagcatt
ggaatattca
cgttcegtgg
tcegtttgea
taataacagg
gctcgaatte
aacttaatcg
gcaccgateg
attttctecct
tctgectetga

tec

<213> Plasmido pMG31;

<400> 22

gttgacagta
agtctgaatg
gaactgctga
tgagaagccce
aaggcgcctg
aatgtcacga
gcgatttgee
gtagaggagc
gtgagttata
tataaattat
cagagggtct
ccacaactca

gtgattaaaa

agacgggtaa
acctgtcacg
acagcaaaaa
gtgacgggct
tagtgccatt
aaaagacagc
cgagcttgeg
aaacagcgtt
cacagggctg
aaccacttga
agcagaattt
aaggaaaagg

tcacctagac

ES 2 663 445 T3

ccgggtttte
ctgcaagtga
gcgetggecaa
tttgatagtg
accaccattc
ccgagcattce
gcactgaaaa
cctgaatatt
cctgetggta
actggccgte
ccttgcageca
cccttceccaa
tacgcatctg

tgccgecatag

gcectgttgat
ggataatccg
gtcagatagce
tttecttgtat
tacccccatt
gactcaggtg
agggtgctac
tgcgacatcce
ggatctattc
atataaacaa
acaagttttc
actagtaatt

caattgagat

tgcaaaatgt
aaaaacgtca
cctatagcga
atgatattct
cgggtattcg
gtggtaatgg
gccattttga
ttgcacgtct
atcgcaggaa
gttttacaac
catccccctt
cagttgcgca
tgcggtattt

ttaagccage

gataccgcectg
aagtggtcag
accacatagce
tatgggtagt
cactgccaga
cctgatggte
ttaagccettt
ttttgtaata
tttttatctt
aaaaaacaca
cagcaaaggt
atcattgact

gtatgtctga

77

ttatgcccat
gcectgecgat
actgaaaaat
gtgggcaatg
cggtcatcag
tattagctgce
acgtgcaccg
ggaaaaaaat
tttttatttg
gtegtgactg
tcgeccagetg
gcctgaatgg
cacaccgcat

cccgacaccce

ccttactggg
actggaaaat
agacccgcca
ttccttgeat
gccgtgageg
ggagacaaaa
agggttttaa
ctgcggaact
tttttattct
caaaggtcta
ctagcagaat
agcccatctce

attagttgtt

accgcaggcg
gaaggtcgtc
atcattctgg
accacccgta
ctggacccga
aaaaccatct
tttgcagatg
cagggcagcg
gatggatccc
ggaaaaccct
gcgtaatagce
cgaatggcge
atggtgcact

gccaacaccc

tgcattagcce
cagagggcag
taaaacgccce
gaatccataa
cagcgaactg
ggaatattca
ggtctgtttt
gactaaagta
ttctttattc
gcggaattta
ttacagatac
aattggtata

ttcaaagcaa

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6432

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780



atgaactagc
gtgtggcact
tcacttataa
tagctaaagce
aaggctttga
tagtttttag
atctggaaca
taaaagaact
ttaagttcat
ttttgaaacc
agcgaggccg
tcgtaaccga
ttacatcaga
caaaaattca
atctcaatgg
tggctaaata
agactaacaa
atatgcacag
ggtgcattta
acacctaata
ctgagacaac
cttatcgaat
tcatggcaat
ttctgataac
cttgtaaacc
attaattagt
cctgectegeg
ccttgeecte
gcaaaccctc
cgccttecag

gccgegacgg

gattagtcgce
actcaacccc
ccaatacgct
aaccagagag
gattttccag
tgaagagata
tgttaagtct
aacacaaaag
gttaatgctt
aataagtaaa
cccgactgat
acttgagaac
ttcctaccta
gctcaccagt
ttcgttcteca
cggaaggatc
acaaaagtag
atgaaaacgg
aagctgttca
gaacaggtga
ttgttacage
caaagctgcecce
tctggaagaa
aaactagcaa
gttttgtgaa
aatataatct
caggctgggt
ccgcacgatg
actgatccge
aaaaccgagg

ccgaggtctt

ES 2 663 445 T3

tatgacttaa
acgattgaaa
cagatgatga
ctgatgacga
tggacaaact
ttgcecttate
tttgaaaaca
aaaactcaca
gaaaataact
gatttaaaca
acgttgattt
aaccagataa
cgtaacggac
tttgaggcaa
tggctcacge
tgaggttctt
aacaactgtt
tgtaaaaaag
ccatgaacag
aaccagtaaa
tcaacagtca
gacaacacgg
atagcgettt
caccagaaca
aaaattttta
attaaaggtc
gccaagctct
atcgtgecegt
atgcccgtte
atgcgaacca

ccgatctect

cggagcatga
accctacaag
acatcagtag
gaactgtgga
atgccaagtt
ttttccagtt
aatactctat
aggcaaatat
accatgagtt
cttacagcaa
tccaagttga
aaatgaatgg
taagaaaaac
aatttttgag
aaaaacaacg
atggctcttg
caccgttaga
atagatacat
atcgacaatg
acaaagcaac
cacatagaca
gagccagtga
cagccggcaa
gccegtttge
aaataaaaaa
attcaaaagg
cgggtaacat
gatcgaaatc
catacagaag
cttcatcecgg

gaagccaggg

78

aaccaagcta
gaaagaacgg
ggaaaatgct
aatcaggaat
ctcaagcgaa
aaaaaaattc
gaggatttat
agagattagc
taaaaggctt
tatgaaattg
actagataga
tgacaaaata
actacacgat
tgacatgcaa
aaccacacta
tatctatcag
tatcaaaggg
cagagctttt
taacagatga
tagaacatga
gcctgaaaca
cgccteeegt
acctgaagcc
gggcagcaaa
ggggacctct
tcatccaccg
caaggcccga
cagatccttg
ctgggcgaac
ggtcagcacc

cagatcecgtg

attttatgct
acggtatcgt
tatggtgtat
cctttggtta
aaattagaat
ataaaatata
gagtggttat
cttgatgaat
aaccaatggg
gtggttgata
caaatggatc
ccaacaacca
gctttaactg
agtaagcatg
gagaacatac
tgaagcatca
aaaactgtcc
acgagttttt
acagcatgta
aattgaacac
ggcgatgctg
ggggaaaaaa
ggatctgcga
acccgttatg
agggtcccca
gatcaattcc
tccttggage
acccgcagtt
aaacgatgct
accggcaagc

cacagcacct

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640



tgcecgtagaa
gctegttege
gacgcacacc
gtaagctgta
gcagcggtgg
tacagtctat
tgttatggag
tcatgaggga
tcgagcgeca
gcggcctgaa
aaacaacgcg
gcgagattct
gttatccage
gtatcttcga
aacatagcgt
aggatctatt
ctggcgatga
gcaaaatcgc
atcagccegt
cctegegege
tagtcggcaa
actcaagcgt
tgecttttatt
aaaggctggc
aaatctagcg
agattatatt
ttcacaaaac
tttecccgact
taggcacccce
ggataacaat

gacagctatg

cttgaggggt

gaacagcaag
cagccaggac
gtggaaacgg
atgcaagtag
taacggcgca
gcctcecgggea
cagcaacgat
agcggtgatc
tctcgaaccg
gccacacagt
gcgagcetttg
ccgegetgta
taagcgcgaa
gccagccacg
tgcettggta
tgaggcgcta
gcgaaatgta
gccgaaggat
catacttgaa
agatcagttg
ataatgtcta
tagatgcact
atttttaagc
tttttettgt
agggctttac
actaattaat
ggtttacaag
ggaaagcggg
aggctttaca
ttcacacagg

gttcactgtc

acaaagaggt

ES 2 663 445 T3

gccgecaatg
agaaatgcct
atgaaggcac
cgtatgegcet
gtggcggttt
tccaagcagce
gttacgcage
gccgaagtat
acgttgctgg
gatattgatt
atcaacgacc
gaagtcacca
ctgcaatttg
atcgacattg
ggtccagcgg
aatgaaacct
gtgcttacgt
gtcgctgeeg
gctagacagg
gaagaatttg
acaattcgtt
aagcacataa
gtgcataata
tatcgcaata
taagctgatc
tggggaccct
catacgttgg
cagtgagcgce
ctttatgett
aaacagctat
caccaaccaa

gtccctagaa

cctgacgatg
cgacttcget
gaacccagtg
cacgcaactg
tcatggcttg
aagcgcgtta
agggcagtcg
cgactcaact
ccgtacattt
tgctggttac
ttttggaaac
ttgttgtgeca
gagaatggca
atctggctat
cggaggaact
taacgctatg
tgtcccgecat
actgggcaat
cttatecttgg
tccactacgt
caagccgacg
ttgctcacag
agccctacac
gttggcgaag
cggtggatga
agaggtccce
ccgattceatt
aacgcaatta
ccggetegta
gaccatgatt
aactgtgctc

gagatccacg

79

cgtggagacc
gctgcccaag
gacataagcc
gtccagaacc
ttatgactgt
cgcecgtgggt
ccctaaaaca
atcagaggta
gtacggctcc
ggtgaccgta
tteggettec
cgacgacatc
gcgcaatgac
cttgctgaca
ctttgatceg
gaactcgeeg
ttggtacagce
ggagcgcctg
acaagaagaa
gaaaggcgag
ccgcttegeg
ccaaactatc
aaattgggag
taatcgcaac
ccttttgaat
ttttttattt
aatgcagctg
atgtgagtta
tgttgtgtgg
acgccaagcect
agtaccgcca

ctgtgtaaaa

gaaaccttge
gttgccgggt
tgtteggtte
ttgaccgaac
ttttttgggg
cgatgtttga
aagttaaaca
gttggegtca
gcagtggatg
aggcttgatg
cctggagaga
attcegtgge
attcttgcag
aaagcaagag
gttecctgaac
cccgactggyg
gcagtaaccg
ccggecccagt
gatecgettgg
atcaccaagg
gcgeggcetta
aggtcaagtc
atatatcatg
atccgcatta
gacctttaat
taaaaatttt
gcacgacagg
gctcactcat
aattgtgagc
tgctattgac
atatttctece

attttacaaa

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560



aaggtattga
cctgttetge
caggattttc
caaattattc
agcgacgaat
ggtctgcetga
gatgcagcac
gcgggtgeac
cataccctga
aaagttgaaa
gaacagcagg
gttcgtacca
ctgaaccaac
gatggtcacc
gattttgecat
gaagcaatta
ctgacccgtce
taatacacca
atttcaggga
aaaattctga
caatttgcat
ctgctgaatg
cagctggecg
gatgttgcag
cgtetgtttg
caacagctga
attgatcaga
gttccgaaac
ggtaaaaccce
gcactggcac

caccatcagc

ctttcectac
agaggaggaa
tgcgtgttge
atcgtgttct
attgggcagg
gtcecgggtet
tgggtattga
cggaaagcgt
ttctgcatgg
tttggcatge
cctttaatat
ttctgectge
tgggtecgtca
gtaaactgac
atgccaccceg
aagccaatga
tggttgatgg
aaatggttca
agggtggaga
gcgttetgece
gcgatcegac
aactgattgg
aacataaaca
cagttgatga
ttcatagegt
ttgaagatgce
ttccggatca
tggatatttg
tgctgatcga
aggtgccgag

tgaaacaact

ES 2 663 445 T3

agggtgtgta
tatagccatg
aagcggtctg
gagcgacctg
cgttgcatat
gggttttgat
aaatgcaaca
tggttatgca
caccattttt
aaacaccaaa
gcgtcgtage
cggttatggt
tggtaatecgt
cacccagatt
tgaaggtctg
tgtggaaggt
tgttgataat
aaattatcag
caattacgtg
gaatcaggca
cattaccgtt
caccgatatc
ggatcaggtt
tcgtcatgeca
tcgtgaaggt
cgatcatagce
gaccatcctg
ggcagttagce
aaaaagcggt
cgcacgtacc

gctgctggat

ataatttaat

gaagtgaaaa
gaacaagagg
tataaagcaa
ctgaatcage
cattatctgg
ccgegtacca
cgcatggatg
gatgcagatg
ggcttttata
attattaccg
tgtecctecegg
ccggcacata
aatgttgccg
gttgttgatg
ccttttgeecg
caggttgtgg
gcgagtgatc
gataatcaga
ggtcagctgg
attggcaaat
tttagegttg
cgttggetgg
tttgaagcag
gaactggatg
cgtcgtcaga
acacagatta
gcaacccgte
attggtgcac
tatgaaaaaa

cagaaacatg

80

tacaggcggg

tcttcaacac
gtggtaatcc
ttgaagatct
tgggtgcaaa
atatgcgtat
ttgaaggtcce
atggtagcga
gtaaaccgcet
gccattttga
atgagaatgg
aaggtccgac
ttcattattt
gtgatccgta
cagttgaaca
aaatggtgtt
atcgtecegeg
atgatcactg
tcatccaaga
cacgtectggt
ataaccatgg
cagataaacg
atgcacctgg
tttggaccca
caaccgaaca
ccattectggt
aaaccagcat
atcgtcaggg
tgegecatac
atcgtetget

ttctgcaaca

ggcaaccccg
ccaggatgtt
gcgtgttaaa
gaatatcacc
tcaagaagca
ggatgcagaa
gctgtatgtt
tccgaatggt
gccgaatgeca
tccgaceggt
tcagtatcgt
ccagcaactg
tgttagecgeca
tacctatgat
taccgatceg
tgatctgaaa
tctggcagtt
gcctgttttt
aaccgtggat
gcgtctgatg
taaaagccgt
tgaaaccatt
tctggatgee
ggcagatatt
ccatctgetg
tctgacccag
tgcacagcag
cattgaaaac
cctggaacag
gtcagatctg

actgcaacag

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420



10

15

20

25

30

35

40

acacagcaac
cgtgttgatc
agctttgcaa
gcatatagcce
ctgecectgegg
ggtatcagcg
cagcgtcetge
gcagcaaaaa
ctgcaacaaa
ttggtcgact
acgtcgtgac
tttegecage
cagcctgaat
ttcacaccge
gccccgacac
<210> 23

<211> 8952
<212> ADN

agcagctgca
tggaaccgat
ccatgtttaa
gtgcatgcat
aacagcagac
ttaaatttcg
aacgtgaatt
ttgaacagac
tggaaagcgce
ctagaggatc
tgggaaaacc
tggcgtaata
ggcgaatgge
atatggtgca

ccgccaacac

<213> Plasmido pMG33;

<400> 23

gttgacagta
agtctgaatg
gaactgctga
tgagaagccce
aaggcgectg
aatgtcacga
gcgatttgee
gtagaggagc
gtgagttata
tataaattat
cagagggtct

ccacaactca

agacgggtaa
acctgtcacg
acagcaaaaa
gtgacgggct
tagtgccatt
aaaagacagc
cgagcttgceg
aaacagcgtt
cacagggctg
aaccacttga
agcagaattt

aaggaaaagqg

ES 2 663 445 T3

tgattttgat
tgtgaatatt
aaacaccgca
tgaaatcaac
caccattaaa
tgatcagctg
tcgtttcetat
catgcgtcag
agcataaaaa
ccecgggtacce
ctggecgttac
gcgaagaggce
gcctgatgeg
ctctcagtac

ccgctgacga

gcectgttgat
ggataatccg
gtcagatagc
tttcttgtat
tacccccatt
gactcaggtg
agggtgctac
tgcgacatcce
ggatctattc
atataaacaa
acaagttttc

actagtaatt

accggtctga
gatggtcagg
gcaaaacagc
agccatctga
agcattgata
cgtgcectgt
tttgaaaaaa
cagggctgta
cacggacgcce
gagctcgaat
ccaacttaat
ccgcaccgat
gtattttctce
aatctgctct

attc

gataccgctg
aagtggtcag
accacatagc
tatgggtagt
cactgccaga
cctgatggtce
ttaagccettt
ttttgtaata
tttttatctt
aaaaaacaca

cagcaaaggt

atcattgact

81

ttaacattct
atcaagcact
agcgtgccaa
ttegecatgg
ccgtgattgt
tttataccga
gtgceggteg
ttcagaatge
gcaaacggcg
tcactggeceg
cgccttgeag
cgcecttece
cttacgcatc

gatgccgcecat

ccttactggg
actggaaaat
agacccgcca
tteccttgeat
gccgtgageg
ggagacaaaa
agggttttaa
ctgcggaact
tttttattcet
caaaggtcta
ctagcagaat

agcccatcte

ggacaaaatt
gaatccggat
agttcagatt
tgttgttggt
tgcegtgttt
taccgaacgt
catgattctg
catgatggca
tccgaatttce
tcgttttaca
cacatcccce
aacagttgcg
tgtgcggtat

agttaagcca

tgcattagcce
cagagggcag
taaaacgccce
gaatccataa
cagcgaactg
ggaatattca
ggtctgtttt
gactaaagta
ttctttatte
gcggaattta
ttacagatac

aattggtata

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7294

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720



atgaactagc
gtgtggcact
tcacttataa
tagctaaagc
aaggctttga
tagtttttag
atctggaaca
taaaagaact
ttaagttcat
ttttgaaacc
agcgaggccg
tcgtaaccga
ttacatcaga
caaaaattca
atctcaatgg
tggctaaata
agactaacaa
atatgcacag
ggtgcattta
acacctaata
ctgagacaac
cttatcgaat
tcatggcaat
ttctgataac
cttgtaaacc
attaattagt
cctgetegeg
ccttgeecte
gcaaacccte
cgccttecag
gccgegacgg

tgccgtagaa

gattagtcge
actcaacccce
ccaatacgct
aaccagagag
gattttccag
tgaagagata
tgttaagtct
aacacaaaag
gttaatgctt
aataagtaaa
cccgactgat
acttgagaac
ttcctaccta
gctcaccagt
ttcgttctea
cggaaggatc
acaaaagtag
atgaaaacgg
aagctgttca
gaacaggtga
ttgttacage
caaagctgce
tctggaagaa
aaactagcaa
gttttgtgaa
aatataatct
caggctgggt
ccgcacgatg
actgatcecge
aaaaccgagg
ccgaggtcett

gaacagcaag
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tatgacttaa
acgattgaaa
cagatgatga
ctgatgacga
tggacaaact
ttgccttatce
tttgaaaaca
aaaactcaca
gaaaataact
gatttaaaca
acgttgattt
aaccagataa
cgtaacggac
tttgaggcaa
tggctcacge
tgaggttctt
aacaactgtt
tgtaaaaaag
ccatgaacag
aaccagtaaa
tcaacagtca
gacaacacgg
atagcgettt
caccagaaca
aaaattttta
attaaaggtc
gccaagctct
atcgtgecegt
atgcccegtte
atgcgaacca
ccgatctect

gccgceccaatg

cggagcatga
accctacaag
acatcagtag
gaactgtgga
atgccaagtt
ttttccagtt
aatactctat
aggcaaatat
accatgagtt
cttacagcaa
tccaagttga
aaatgaatgg
taagaaaaac
aatttttgag
aaaaacaacg
atggctcttg
caccgttaga
atagatacat
atcgacaatg
acaaagcaac
cacatagaca
gagccagtga
cagccggcaa
gcecegtttge
aaataaaaaa
attcaaaagg
cgggtaacat
gatcgaaatc
catacagaag
cttcatcecgg
gaagccaggg

cctgacgatg

82

aaccaagcta
gaaagaacgg
ggaaaatgct
aatcaggaat
ctcaagcgaa
aaaaaaattc
gaggatttat
agagattagc
taaaaggctt
tatgaaattg
actagataga
tgacaaaata
actacacgat
tgacatgcaa
aaccacacta
tatctatcag
tatcaaaggg
cagagctttt
taacagatga
tagaacatga
gcctgaaaca
cgccteeegt
acctgaagcc
gggcagcaaa
ggggacctct
tcatccaccg
caaggcccga
cagatccttg
ctgggcgaac
ggtcagcacc
cagatccegtg

cgtggagacc

attttatgct
acggtatcgt
tatggtgtat
cctttggtta
aaattagaat
ataaaatata
gagtggttat
cttgatgaat
aaccaatggg
gtggttgata
caaatggatc
ccaacaacca
gctttaactg
agtaagcatg
gagaacatac
tgaagcatca
aaaactgtcc
acgagttttt
acagcatgta
aattgaacac
ggcgatgetg
ggggaaaaaa
ggatctgcga
acccgttatg
agggtcccca
gatcaattcc
tccttggage
acccgecagtt
aaacgatgct
accggcaagc
cacagcacct

gaaaccttge

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700



gctegttege
gacgcacacce
gtaagctgta
gcagcggtgg
tacagtctat
tgttatggag
tcatgaggga
tcgagecgeca
gcggectgaa
aaacaacgcg
gcgagattct
gttatccage
gtatcttcga
aacatagcgt
aggatctatt
ctggcgatga
gcaaaatcgce
atcagccegt
cctcgegege
tagtcggcaa
actcaagcegt
tgcttttatt
aaaggctggc
aaatctagcg
agattatatt
ttcacaaaac
tttceccgact
taggcaccce
ggataacaat
gacagctatg

cttgaggggt

cagccaggac
gtggaaacgg
atgcaagtag
taacggcgca
gcctegggea
cagcaacgat
agcggtgatc
tctcgaaceg
gccacacagt
gcgagcetttg
ccgcegctgta
taagcgcgaa
gccagccacg
tgccttggta
tgaggcgcta
gcgaaatgta
gccgaaggat
catacttgaa
agatcagttg
ataatgtcta
tagatgcact
atttttaagce
tttttcttgt
agggctttac
actaattaat
ggtttacaag
ggaaagcggg
aggctttaca
ttcacacagg
gttcactgtc

acaaagaggt
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agaaatgcct
atgaaggcac
cgtatgecgcet
gtggcggttt
tccaagecage
gttacgcagce
gccgaagtat
acgttgetgg
gatattgatt
atcaacgacc
gaagtcacca
ctgcaatttg
atcgacattg
ggtccagcegg
aatgaaacct
gtgcttacgt
gtcgectgeeg
gctagacagg
gaagaatttg
acaattcgtt
aagcacataa
gtgcataata
tatcgcaata
taagctgatc
tggggaccct
catacgttgg
cagtgagcgce
ctttatgett
aaacagctat
caccaaccaa

gtccctagaa

cgactteget
gaacccagtg
cacgcaactg
tcatggecttg
aagcgegtta
agggcagtcg
cgactcaact
ccgtacattt
tgctggttac
ttttggaaac
ttgttgtgca
gagaatggca
atctggectat
cggaggaact
taacgctatg
tgtccegeat
actgggcaat
cttatcttgg
tccactacgt
caagccgacg
ttgctcacag
agccctacac
gttggcgaag
cggtggatga
agaggtcccce
ccgattcatt
aacgcaatta
ccggctegta
gaccatgatt
aactgtgctc

gagatccacg

83

gctgecceccaag
gacataagcc
gtccagaacc
ttatgactgt
cgecgtgggt
ccctaaaaca
atcagaggta
gtacggctce
ggtgaccgta
ttcggettee
cgacgacatc
gcgcaatgac
cttgctgaca
ctttgateceg
gaactcgccg
ttggtacage
ggagcgectg
acaagaagaa
gaaaggcgag
ccgettegeg
ccaaactatce
aaattgggag
taatcgcaac
ccttttgaat
ttttttattt
aatgcagctg
atgtgagtta
tgttgtgtgg
acgccaagct
agtaccgcca

ctgtgtaaaa

gttgccgggt
tgtteggtte
ttgaccgaac
ttttttgggg
cgatgtttga
aagttaaaca
gttggcgtca
gcagtggatg
aggcttgatg
cctggagaga
attccgtgge
attcttgcecag
aaagcaagag
gttcctgaac
cccgactggg
gcagtaaccg
ccggecccagt
gatcgettgg
atcaccaagg
gcgeggcetta
aggtcaagtc
atatatcatg
atccgcatta
gacctttaat
taaaaatttt
gcacgacagg
gctcactcat
aattgtgagce
tgctattgac
atatttctcc

attttacaaa

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560



aaggtattga
cctgttectge
caggattttc
caaattattc
agcgacgaat
ggtctgectga
gatgcagcac
gcgggtgeac
cataccctga
aaagttgaaa
gaacagcagg
gttcgtacca
ctgaaccaac
gatggtcacc
gattttgecat
gaagcaatta
ctgacccgte
taatacacca
atttcaggga
aaaattctga
caatttgcat
ctgctgaatg
cagctggecg
gatgttgcag
cgtctgtttg
caacagctga
attgatcaga
gttecegaaac
ggtaaaaccc
gcactggcac
caccatcagc

acacagcaac

ctttcectac
agaggaggaa
tgegtgttge
atcgtgttet
attgggcagg
gtcegggtet
tgggtattga
cggaaagcgt
ttctgcatgg
tttggcatgce
cctttaatat
ttetgeectge
tgggtcgtca
gtaaactgac
atgccaccceg
aagccaatga
tggttgatgg
aaatggttca
agggtggaga
gegttetgee
gcgatccgac
aactgattgg
aacataaaca
cagttgatga
ttcatagcgt
ttgaagatgc
ttececggateca
tggatatttg
tgctgatcga
aggtgccgag
tgaaacaact

agcagctgca
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agggtgtgta
tatagccatg
aagcggtetg
gagcgacctg
cgttgcatat
gggttttgat
aaatgcaaca
tggttatgca
caccattttt
aaacaccaaa
gcgtegtage
cggttatggt
tggtaatcgt
cacccagatt
tgaaggtctg
tgtggaaggt
tgttgataat
aaattatcag
caattacgtg
gaatcaggca
cattaccgtt
caccgatatc
ggatcaggtt
tegtcatgea
tcgtgaaggt
cgatcatage
gaccatcctg
ggcagttagce
aaaaagcggt
cgcacgtacc
gctgetggat

tgattttgat

ataatttaat
gaagtgaaaa
gaacaagagg
tataaagcaa
ctgaatcagc
cattatctgg
ccgegtacea
cgcatggatg
gatgcagatg
ggcttttata
attattaccg
tgtccteecgg
ccggcacata
aatgttgccg
gttgttgatg
ccttttgeeg
caggttgtgg
gcgagtgatc
gataatcaga
ggtcagetgg
attggcaaat
tttagcgttg
cgttggetgg
tttgaagcag
gaactggatg
cgtcgtcaga
acacagatta
gcaacccgtce
attggtgcac
tatgaaaaaa
cagaaacatg

accggtctga

84

tacaggcggg
tcttcaacac
gtggtaatcc
ttgaagatct
tgggtgcaaa
atatgcgtat
ttgaaggtcc
atggtagcga
gtaaaccgct
gccattttga
atgagaatgg
aaggtccgac
ttcattattt
gtgatccgta
cagttgaaca
aaatggtgtt
atcgtececgeg
atgatcactg
tcatccaaga
cacgtetggt
ataaccatgg
cagataaacg
atgcacctgg
tttggaccca
caaccgaaca
ccattctggt
aaaccagcat
atcgtcaggg
tgcgccatac
atcgtcetget
ttctgcaaca

ttaacattct

ggcaacccceg
ccaggatgtt
gcgtgttaaa
gaatatcacc
tcaagaagca
ggatgcagaa
gctgtatgtt
tccgaatggt
gccgaatgca
tcecgaceggt
tcagtatcgt
ccagcaactg
tgttagcgca
tacctatgat
taccgatceg
tgatctgaaa
tctggcagtt
gcectgttttt
aaccgtggat
gcgtctgatg
taaaagccgt
tgaaaccatt
tctggatgee
ggcagatatt
ccatctgctg
tctgacccag
tgcacagcag
cattgaaaac
cctggaacag
gtcagatctg
actgcaacag

ggacaaaatt

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480



cgtgttgatc
agctttgcaa
gcatatagcce
ctgeetgegg
ggtatcagcg
cagcgtctge
gcagcaaaaa
ctgcaacaaa
ttggtcgacc
tattttacct
tgaccgcacce
agtatctgga
atattggtge
ataacattaa
gtgcagcact
ttaaaaaacc
tttttcetgge
ccececgattga
atgcaagcct
gcatgttcct
gtaaaccgcect
gttttgaagce
gtcagcgtcce
ccgaaattgt
ccaattcagg
tgeceggttat
ttggtccggyg
atgcagttga
gtggtaaatt
agggtcaggc

tggatgagga

tggaaccgat
ccatgtttaa
gtgcatgcat
aacagcagac
ttaaatttcg
aacgtgaatt
ttgaacagac
tggaaagcgce
gttaaatcta
ctggcggtga
gattcaggat
aaccgatcat
cggtggcacce
aggttatccg
gctgetgggt
ggttgcaccg
agatgatccg
tgcaggtceg
gaccgatgtt
ggcagcaggt
gccgattace
accgaccacc
ggttgaactg
tattgaaggt
tcatgcaatg
taaagttaaa
tgaagaacat
agcagcaatt
tctgggtatt
agccctgetg

tgtggacatt
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tgtgaatatt
aaacaccgca
tgaaatcaac
caccattaaa
tgatcagctg
tcgtttetat
catgecgtcag
agcataaaaa
tcaccgcaag
taatggttgce
ctgcgtgatg
cceggttgate
gttaaacgtc
cacagccgta
tgtgaagcaa
gtggttgtte
gattttgatc
tttttttgte
accattcatc
cgccatattg
attaatatgg
cegtttggtt
gttcagggtg
gaactgctgce
ccggaattte
gccgttacca
accaccctgg
ccgggtttte
ctgcaagtga
gcgctggecaa

tttgatagtg

gatggtcagg
gcaaaacagc
agccatctga
agcattgata
cgtgccctgt
tttgaaaaaa
cagggctgta
cacggacgcce
ggataaatat
atgtactaat
caattgcect
cgaatgcaga
cgacccgtat
ttctggttgg
gtcagctgge
cggcaagcag
tgcgtacccet
tgggtctgge
gtctgtgtgt
aagtttttcg
gtctggacce
ataatgaact
ttagecgttcee
ctggtgttcg
cgggttattg
tgcgcaataa
caggtctgcece
tgcaaaatgt
aaaaacgtca
cctatagega

atgatattct

85

atcaagcact
agcgtgccaa
ttcgecatgg
ccgtgattgt
tttataccga
gtgeceggteg
ttcagaatgce
gcaaacggcg
ctaacaccgt
ctagataagg
gctgcaacag
actggcaggce
tggtcecggea
tatgcatgca
actggaagtt
cgcaccgtgt
gctgectgea
cctggcaagce
tcagggtcgt
tcagaaagca
agcaatctat
gggtgttgec
ggaaaaagca
tgttcgtgaa
tggtggtgca
cgcaattctg
gaccgaagca
ttatgcccat
gcctgecgat
actgaaaaat

gtgggcaatg

gaatccggat
agttcagatt
tgttgttggt
tgcegtgttt
taccgaacgt
catgattctg
catgatggca
tccgaattte
gcgtgttgac
aatatagcca
catgataatc
gtttategte
atgatgttta
agccgtcage
ggtaaagcag
caagagcaga
cataccaata
gatccggtgg
gatgaactga
gaagcagcag
attggcgcat
ggtgcactge
attgcacgtg
gatcagcata
aatccgagcecce
caaaccctgg
agcatttgga
accgcaggcg
gaaggtcgtce
atcattctgg

accacccgta

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6300

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340



10

tgcagggtga
gccagacacc
ttgattgtac
ttgatccgeg
caaaataagc
cgggtaccga
ggcgttacce
gaagaggccc
ctgatgcggt
ctcagtacaa
gctgacgaat
<210> 24

<211> 10630
<212> ADN

tgttagcatt
ggaatattca
cgtteegtgg
tcegtttgea
taataacagg
gctcgaatte
aacttaatcg
gcaccgatcg
attttctecct
tctgetetga

tc

<213> Plasmido pMG37;

<400> 24

gttgacagta
agtctgaatg
gaactgctga
tgagaagccce
aaggcgcctg
aatgtcacga
gcgatttgee
gtagaggagc
gtgagttata
tataaattat
cagagggtct
ccacaactca
gtgattaaaa
atgaactagc
gtgtggcact
tcacttataa

tagctaaagce

agacgggtaa
acctgtcacg
acagcaaaaa
gtgacgggct
tagtgccatt
aaaagacagc
cgagcttgceg
aaacagcgtt
cacagggctg
aaccacttga
agcagaattt
aaggaaaagg
tcacctagac
gattagtcge
actcaaccce
ccaatacgct

aaccagagag
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accaccattc
ccgagcattc
gcactgaaaa
cctgaatatt
cctgetggta
actggcegtce
ccttgcageca
cccttceccaa
tacgcatctg

tgcecgeatag

gcectgttgat
ggataatccg
gtcagatagc
tttecttgtat
tacccccatt
gactcaggtg
agggtgctac
tgcgacatcc
ggatctattc
atataaacaa
acaagttttc
actagtaatt
caattgagat
tatgacttaa
acgattgaaa
cagatgatga

ctgatgacga

cgggtattcg
gtggtaatgg
gccattttga
ttgcacgtct
atcgcaggaa
gttttacaac
catcccccett
cagttgcgca
tgecggtattt

ttaagccage

gataccgcectg
aagtggtcag
accacatagc
tatgggtagt
cactgccaga
cctgatggtce
ttaagccettt
ttttgtaata
tttttatctt
aaaaaacaca
cagcaaaggt
atcattgact
gtatgtctga
cggagcatga
accctacaag
acatcagtag

gaactgtgga

86

cggtcatcag
tattagctgce
acgtgcaccg
ggaaaaaaat
tttttatttg
gtcgtgactg
tcgeccagetg
gcctgaatgg
cacaccgcat

cccgacaccee

ccttactggg
actggaaaat
agacccgcca
ttccttgeat
gccgtgageg
ggagacaaaa
agggttttaa
ctgcggaact
tttttattct
caaaggtcta
ctagcagaat
agcccatctce
attagttgtt
aaccaagcta
gaaagaacgg
ggaaaatgct

aatcaggaat

ctggacccga
aaaaccatct
tttgcagatg
cagggcagcg
gatggatccc
ggaaaaccct
gcgtaatage
cgaatggcge
atggtgcact

gccaacaccce

tgcattagcce
cagagggcag
taaaacgccc
gaatccataa
cagcgaactg
ggaatattca
ggtctgtttt
gactaaagta
ttctttattc
gcggaattta
ttacagatac
aattggtata
ttcaaagcaa
attttatgcect
acggtatcgt
tatggtgtat

cctttggtta

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

8952

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020



aaggctttga
tagtttttag
atctggaaca
taaaagaact
ttaagttcat
ttttgaaacc
agcgaggccg
tcgtaaccga
ttacatcaga
caaaaattca
atctcaatgg
tggctaaata
agactaacaa
atatgcacag
ggtgcattta
acacctaata
ctgagacaac
cttatcgaat
tcatggcaat
ttctgataac
cttgtaaacc
attaattagt
cctgetegeg
ccttgeecte
gcaaaccctce
cgccttecag
gccgcgacgg
tgccgtagaa
gctegttege
gacgcacacc
gtaagctgta

gcageggtgg

gattttccag
tgaagagata
tgttaagtct
aacacaaaag
gttaatgctt
aataagtaaa
cccgactgat
acttgagaac
ttcctaccta
gctcaccagt
ttcgttecteca
cggaaggatc
acaaaagtag
atgaaaacgg
aagctgttca
gaacaggtga
ttgttacagce
caaagctgcce
tctggaagaa
aaactagcaa
gttttgtgaa
aatataatct
caggctgggt
ccgcacgatg
actgatccge
aaaaccgagg
ccgaggtett
gaacagcaag
cagccaggac
gtggaaacgg
atgcaagtag

taacggcgca
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tggacaaact
ttgccttate
tttgaaaaca
aaaactcaca
gaaaataact
gatttaaaca
acgttgattt
aaccagataa
cgtaacggac
tttgaggcaa
tggctcacge
tgaggttctt
aacaactgtt
tgtaaaaaag
ccatgaacag
aaccagtaaa
tcaacagtca
gacaacacgg
atagcgcettt
caccagaaca
aaaattttta
attaaaggtc
gccaagctct
atcgtgeccgt
atgcccgtte
atgcgaacca
ccgatctcect
gccgccaatg
agaaatgcct
atgaaggcac
cgtatgcgcet

gtggeggttt

atgccaagtt
ttttccagtt
aatactctat
aggcaaatat
accatgagtt
cttacagcaa
tccaagttga
aaatgaatgg
taagaaaaac
aatttttgag
aaaaacaacg
atggctcttg
caccgttaga
atagatacat
atcgacaatg
acaaagcaac
cacatagaca
gagccagtga
cagccggcaa
gcecegtttge
aaataaaaaa
attcaaaagg
cgggtaacat
gatcgaaatc
catacagaag
cttcatcegg
gaagccaggg
cctgacgatg
cgacttecget
gaacccagtg
cacgcaactg

tcatggettg

87

ctcaagcgaa
aaaaaaattc
gaggatttat
agagattagc
taaaaggctt
tatgaaattg
actagataga
tgacaaaata
actacacgat
tgacatgcaa
aaccacacta
tatctatcag
tatcaaaggg
cagagctttt
taacagatga
tagaacatga
gcctgaaaca
cgccteceegt
acctgaagcc
gggcagcaaa
ggggacctct
tcatccaccg
caaggcccga
cagatccttg
ctgggcgaac
ggtcagcacc
cagatcecgtg
cgtggagacc
gctgecccaag
gacataagcc
gtccagaacc

ttatgactgt

aaattagaat
ataaaatata
gagtggttat
cttgatgaat
aaccaatggg
gtggttgata
caaatggatc
ccaacaacca
gctttaactg
agtaagcatg
gagaacatac
tgaagcatca
aaaactgtcc
acgagttttt
acagcatgta
aattgaacac
ggcgatgctg
ggggaaaaaa
ggatctgcga
acccgttatg
agggtcccca
gatcaattcc
tccttggage
acccgcagtt
aaacgatgct
accggcaagce
cacagcacct
gaaaccttge
gttgccgggt
tgttecggttc
ttgaccgaac

ttttttgggg

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940



tacagtctat
tgttatggag
tcatgaggga
tcgagecgeca
gcggectgaa
aaacaacgcg
gcgagattct
gttatccage
gtatcttcga
aacatagcgt
aggatctatt
ctggcgatga
gcaaaatcgce
atcagcecegt
cctegegege
tagtcggcaa
actcaagcgt
tgcttttatt
aaaggctggc
aaatctagcg
agattatatt
ttcacaaaac
tttceecgact
taggcacccce
ggataacaat
gacagctatg
cttgaggggt
aaggtattga
cctgttetge
caggattttc

caaattattc

gcctegggea
cagcaacgat
agcggtgatc
tctcgaaceg
gccacacagt
gcgagctttg
ccgegetgta
taagecgcecgaa
gccagccacg
tgccttggta
tgaggcgcta
gcgaaatgta
gccgaaggat
catacttgaa
agatcagttg
ataatgtcta
tagatgcact
atttttaagc
tttttcttgt
agggctttac
actaattaat
ggtttacaag
ggaaagcggyg
aggctttaca
ttcacacagg
gttcactgtc
acaaagaggt
ctttcectac
agaggaggaa
tgcgtgttge

atcgtgttet
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tccaagcagce
gttacgcage
gccgaagtat
acgttgctgg
gatattgatt
atcaacgacc
gaagtcacca
ctgcaatttg
atcgacattg
ggtccagcgg
aatgaaacct
gtgcttacgt
gtecgectgecg
gctagacagg
gaagaatttg
acaattcgtt
aagcacataa
gtgcataata
tatcgcaata
taagctgatc
tggggaccct
catacgttgg
cagtgagcgce
ctttatgcett
aaacagctat
caccaaccaa
gtccctagaa
agggtgtgta
tatagccatg
aagcggtctg

gagcgacctg

aagcgcgtta
agggcagtcg
cgactcaact
ccgtacattt
tgctggttac
ttttggaaac
ttgttgtgceca
gagaatggca
atctggctat
cggaggaact
taacgctatg
tgtceccgeat
actgggcaat
cttatcttgg
tccactacgt
caagccgacg
ttgctcacag
agccctacac
gttggcgaag
cggtggatga
agaggtcccce
ccgattcatt
aacgcaatta
ccggctegta
gaccatgatt
aactgtgctc
gagatccacg
ataatttaat
gaagtgaaaa
gaacaagagg

tataaagcaa
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cgceegtgggt
ccctaaaaca
atcagaggta
gtacggctce
ggtgacecgta
ttecggcttce
cgacgacatc
gcgcaatgac
cttgctgaca
ctttgatccg
gaactcgccg
ttggtacagce
ggagcgcctg
acaagaagaa
gaaaggcgag
ccgettegeg
ccaaactatc
aaattgggag
taatcgcaac
ccttttgaat
ttttttattt
aatgcagctg
atgtgagtta
tgttgtgtgg
acgccaagct
agtaccgcca
ctgtgtaaaa
tacaggcggg
tcttcaacac
gtggtaatcc

ttgaagatct

cgatgtttga
aagttaaaca
gttggcgtca
gcagtggatg
aggcttgatg
cctggagaga
attccgtgge
attcttgecag
aaagcaagag
gttcctgaac
cccgactggg
gcagtaaccg
ccggcccagt
gatcgettgg
atcaccaagg
gcgeggctta
aggtcaagtc
atatatcatg
atccgcatta
gacctttaat
taaaaatttt
gcacgacagg
gctcactcat
aattgtgagce
tgctattgac
atatttctcce
attttacaaa
ggcaaccccg
ccaggatgtt
gcgtgttaaa

gaatatcacc

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800



agcgacgaat
ggtctgctga
gatgcagcac
gcgggtgcac
cataccctga
aaagttgaaa
gaacagcagg
gttcgtacca
ctgaaccaac
gatggtcacc
gattttgecat
gaagcaatta
ctgacccgte
taatacacca
atttcaggga
aaaattctga
caatttgcat
ctgctgaatg
cagctggecg
gatgttgcag
cgtctgtttg
caacagctga
attgatcaga
gttecegaaac
ggtaaaaccc
gcactggcac
caccatcagce
acacagcaac
cgtgttgatc
agctttgcaa
gcatatagcc

ctgecctgegg

attgggcagg
gtcecgggtcet
tgggtattga
cggaaagcgt
ttctgcatgg
tttggcatgce
cctttaatat
ttectgectge
tgggtcgtca
gtaaactgac
atgccaccceg
aagccaatga
tggttgatgg
aaatggttca
agggtggaga
gegttetgee
gcgatccgac
aactgattgg
aacataaaca
cagttgatga
ttcatagcgt
ttgaagatgc
ttccggatca
tggatatttg
tgctgatcga
aggtgccgag
tgaaacaact
agcagctgca
tggaaccgat
ccatgtttaa
gtgcatgcat

aacagcagac
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cgttgcatat
gggttttgat
aaatgcaaca
tggttatgca
caccattttt
aaacaccaaa
gcgtegtage
cggttatggt
tggtaatcgt
cacccagatt
tgaaggtctg
tgtggaaggt
tgttgataat
aaattatcag
caattacgtg
gaatcaggca
cattaccgtt
caccgatatc
ggatcaggtt
tcgtcatgeca
tcgtgaaggt
cgatcatagc
gaccatcctg
ggcagttagce
aaaaagcggt
cgcacgtacce
gctgetggat
tgattttgat
tgtgaatatt
aaacaccgca
tgaaatcaac

caccattaaa

ctgaatcagc
cattatctgg
ccgegtacea
cgcatggatg
gatgcagatg
ggcttttata
attattaccg
tgtccteegg
ccggcacata
aatgttgcceg
gttgttgatg
ccttttgeeg
caggttgtgg
gcgagtgatc
gataatcaga
ggtcagetgg
attggcaaat
tttagcgttg
cgttggctgg
tttgaagcag
gaactggatg
cgtcgtcaga
acacagatta
gcaacccegte
attggtgcac
tatgaaaaaa
cagaaacatg
accggtctga
gatggtcagg
gcaaaacagc
agccatctga

agcattgata
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tgggtgcaaa
atatgcgtat
ttgaaggtcc
atggtagcga
gtaaaccgct
gccattttga
atgagaatgg
aaggtccgac
ttcattattt
gtgatccgta
cagttgaaca
aaatggtgtt
atcgteccegeg
atgatcactg
tcatccaaga
cacgtctggt
ataaccatgg
cagataaacg
atgcacctgg
tttggaccca
caaccgaaca
ccattctggt
aaaccagcat
atcgtcaggg
tgcgccatac
atcgtctget
ttctgcaaca
ttaacattct
atcaagcact
agcgtgccaa
ttegecatgg

ccgtgattgt

tcaagaagca
ggatgcagaa
gctgtatgtt
tececgaatggt
gccgaatgea
tcecgacceggt
tcagtatcgt
ccagcaactg
tgttagcgca
tacctatgat
taccgatceg
tgatctgaaa
tctggcagtt
gcetgttttt
aaccgtggat
gcgtcectgatg
taaaagccgt
tgaaaccatt
tctggatgee
ggcagatatt
ccatctgcectg
tctgacccag
tgcacagcag
cattgaaaac
cctggaacag
gtcagatctg
actgcaacag
ggacaaaatt
gaatccggat
agttcagatt
tgttgttggt

tgcegtgttt

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720



ggtatcagcg
cagcgtcetge
gcagcaaaaa
ctgcaacaaa
ttggtegace
tattttacct
tgaccgcacc
agtatctgga
atattggtgce
ataacattaa
gtgcagcact
ttaaaaaacc
tttttetgge
ccccgattga
atgcaagcct
gcatgttcct
gtaaaccgcect
gttttgaagce
gtcagcgtcc
ccgaaattgt
ccaattcagg
tgcecggttat
ttggtccggg
atgcagttga
gtggtaaatt
agggtcagge
tggatgagga
tgcagggtga
gccagacace
ttgattgtac

ttgatccgeg

ttaaatttcg
aacgtgaatt
ttgaacagac
tggaaagcgce
gttaaatcta
ctggcggtga
gattcaggat
aaccgatcat
cggtggcacc
aggttatcceg
gctgctgggt
ggttgcaccg
agatgatcceg
tgcaggtccg
gaccgatgtt
ggcagcaggt
gccgattacce
accgaccacc
ggttgaactg
tattgaaggt
tcatgcaatg
taaagttaaa
tgaagaacat
agcagcaatt
tctgggtatt
agccctgetg
tgtggacatt
tgttagcatt
ggaatattca
cgttcegtgg

tcegtttgea
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tgatcagctg
tcgtttectat
catgcgtcag
agcataaaaa
tcaccgecaag
taatggttge
ctgcgtgatg
ccggttgatc
gttaaacgtc
cacagccgta
tgtgaagcaa
gtggttgttc
gattttgatc
tttttttgte
accattcatc
cgccatattg
attaatatgg
cecgtttggtt
gttcagggtg
gaactgctge
ccggaattte
gcegttacca
accaccctgg
ccgggtttte
ctgcaagtga
gcgctggcaa
tttgatagtg
accaccattc
ccgageatte
gcactgaaaa

cctgaatatt

cgtgecectgt
tttgaaaaaa
cagggctgta
cacggacgcc
ggataaatat
atgtactaat
caattgcceccet
cgaatgcaga
cgacccgtat
ttectggttgg
gtcagctgge
cggcaagcag
tgegtacect
tgggtcetgge
gtctgtgtgt
aagttttteg
gtctggacce
ataatgaact
ttagcgttcc
ctggtgttcg
cgggttattg
tgcgcaataa
caggtctgcee
tgcaaaatgt
aaaaacgtca
cctatagega
atgatattct
cgggtattecg
gtggtaatgg
gccattttga

ttgcacgtct
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tttataccga
gtgceggteg
ttcagaatgc
gcaaacggcg
ctaacaccgt
ctagataagg
gctgcaacag
actggcaggce
tggtceggea
tatgcatgca
actggaagtt
cgcaccgtgt
gctgectgea
cctggcaage
tcagggtcgt
tcagaaagca
agcaatctat
gggtgttgee
ggaaaaagca
tgttcgtgaa
tggtggtgcea
cgcaattctg
gaccgaagca
ttatgcccat
gcctgeegat
actgaaaaat
gtgggcaatg
cggtcatcag
tattagetge
acgtgcaccg

ggaaaaaaat

taccgaacgt
catgattctg
catgatggca
tccgaatttce
gegtgttgac
aatatagcca
catgataatc
gtttatcgtc
atgatgttta
agccgtcage
ggtaaagcag
caagagcaga
cataccaata
gatccggtgg
gatgaactga
gaagcagcag
attggcgcecat
ggtgcactgce
attgcacgtg
gatcagcata
aatccgagcce
caaaccctgg
agcatttgga
accgcaggcg
gaaggtcgtce
atcattctgg
accacccgta
ctggacccga
aaaaccatct
tttgcagatg

cagggcagcg

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580



caaaataagc
cctacctage
acatccagaa
tctacaaggt
ctaatgaaac
tttgcagcag
ctgcgttggg
caggcagttg
agcagcgtta
ggcagcaact
tatggcacca
gttaccctga
agcaataacc
attaccggtg
ctggataacg
aatctgattg
attgaaattc
gatggcctge
aacagcctgg
ggtaaccgta
accaaaaatc
tgtgttcega
ggttttgttg
tgcacccage
aaactgacag
tataatgtgg
ggtagcattg
gttagcatge
agcagcgcag
ggtaccgagce
cgttacccaa

agaggcccge

taataacagg
ttccaagaaa
caacctctge
gtggtataat
tgaccagcct
cagaaaccta
caattgaaca
gtaaagcacc
aaatcattgg
atatcaaagg
atgttecgtac
aaggtctgga
tgattcagca
atgatggtaa
tgttcatcga
caaataacct
tgtggggtaa
aaatcaattg
gtttcaatct
ttggtattge
agatttggga
atcagcgtct
gtagcegtgg
cgaaccagca
ttagcaaaaa
aattttttgg
ttgttgttac
cgagcgttac
ttaaaatgcg
tcgaattcac
cttaatcgcece

accgatcgcece
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cctgetggta
gatatcctaa
taaaattcct
aatcttaaca
gcgtgttage
taccgttgat
gagcaatgca
gtatgttatc
caccgagtgg
cgaaggtgaa
catgaccctg
tgttcatcgt
taatcgtatc
aggtaatccg
taatggtgat
gtttaccage
tgataatgce
gggtaaacgt
gacaggtgat
cattcgtagt
taacggcaaa
gggtgcaatt
cggtggtgtt
gaattgtaat
acagctgacc
caatcgtaat
cgatcatcag
cgcaaatgtg
ttaaatgcat
tggcegtegt
ttgcagcaca

cttcccaaca

atcgcaggaa
cagcacaaga
gaaaaatttt
acagcaggac
ctgctggcecac
cgttatcagg
aatagcgcac
aaagttgata
gataaaaccg
aaagcatgtc
cctggtectgg
ttttgtattg
agcaacaatt
accagcacca
ggtctggaac
acaaaagcca
gtggtgggta
aactatatcg
ggtaacattt
gaaaaagatg
gatatcaaac
gtttttggtg
gttattgaac
gcaattccta
gttgaagtta
gccagcagca
ggtctggcaa
acagatcatc
gcgegecegeg
tttacaacgt
tccececttte

gttgcgecage
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tttttatttg
gcggaaagat
gcaaaaagtt
gctcececgggt
tgggtctggt
atgatagcga
aagaaaacca
aaccgcectgece
gtgaatttat
cgggtgcaaa
ttctgcaaga
gtgttctggt
atggtggtgce
ccaccaataa
tgacccgtgg
atccggaacc
acaaattcga
cctataacga
tcgacagcaa
ccaatgcacg
gttgtgaagce
ttceggeact
cggcaaaact
atcagggtat
aaggcacccce
gcgaagcaga
aagcaaattg
tgggtgcgac
ttcgegegge
cgtgactggg
gccagetgge

ctgaatggcg

gatggatccg
gttttgttect
gttgacttta
tgaggaaaac
taccagecggt
aaaaggtagc
gattctgatt
tccgattaaa
tgcaattgat
tccgggtcag
tgttaatggt
taatcgcage
cggtgttatg
taacaaagtt
tgcagcattt
gagccagggt
aaactattca
actgaccaat
taaagtgcat
tattaccctg
cggtggtage
ggaacatgaa
gcaaaaaacc
tcaggcaccg
taatcagcgt
acagtatctg
ggctccgaaa
cagcgaactg
gctttttttt
aaaaccctgg
gtaatagcga

aatggcgect

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9300

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500



10

gatgcggtat tttctcctta cgcatctgtg cggtatttca caccgcatat ggtgcactct
cagtacaatc tgctctgatg ccgcatagtt aagccagccc cgacacccgce caacacccge

tgacgaatte

<210> 25
<211> 6452
<212> ADN

<213> Plasmido pMG39;

<400> 25

gttgacagta
agtctgaatg
gaactgctga
tgagaagccce
aaggcgcectg
aatgtcacga
gcgatttgee
gtagaggagc
gtgagttata
tataaattat
cagagggtct
ccacaactca
gtgattaaaa
atgaactagc
gtgtggcact
tcacttataa
tagctaaagce
aaggctttga
tagtttttag
atctggaaca
taaaagaact
ttaagttcat
ttttgaaacc
agcgaggccg

tcgtaaccga

agacgggtaa
acctgtcacg
acagcaaaaa
gtgacgggct
tagtgccatt
aaaagacagc
cgagcttgeg
aaacagcgtt
cacagggctg
aaccacttga
agcagaattt
aaggaaaagg
tcacctagac
gattagtcgce
actcaacccce
ccaatacgcect
aaccagagag
gattttccag
tgaagagata
tgttaagtct
aacacaaaag
gttaatgcett
aataagtaaa
cccgactgat

acttgagaac
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gcectgttgat
ggataatccg
gtcagatagc
tttecttgtat
tacccccatt
gactcaggtg
agggtgctac
tgcgacatcce
ggatctattc
atataaacaa
acaagttttc
actagtaatt
caattgagat
tatgacttaa
acgattgaaa
cagatgatga
ctgatgacga
tggacaaact
ttgececttatce
tttgaaaaca
aaaactcaca
gaaaataact
gatttaaaca
acgttgattt

aaccagataa

gataccgcetg
aagtggtcag
accacatagc
tatgggtagt
cactgccaga
cctgatggtc
ttaagccttt
ttttgtaata
tttttatctt
aaaaaacaca
cagcaaaggt
atcattgact
gtatgtctga
cggagcatga
accctacaag
acatcagtag
gaactgtgga
atgccaagtt
ttttccagtt
aatactctat
aggcaaatat
accatgagtt
cttacagcaa
tccaagttga

aaatgaatgg

92

ccttactggg
actggaaaat
agacccgcca
ttcecttgeat
gccgtgageg
ggagacaaaa
agggttttaa
ctgcggaact
tttttattet
caaaggtcta
ctagcagaat
agcccatctce
attagttgtt
aaccaagcta
gaaagaacgg
ggaaaatgct
aatcaggaat
ctcaagcgaa
aaaaaaattc
gaggatttat
agagattagc
taaaaggctt
tatgaaattg
actagataga

tgacaaaata

tgcattagcce
cagagggcag
taaaacgccc
gaatccataa
cagcgaactg
ggaatattca
ggtctgtttt
gactaaagta
ttectttatte
gcggaattta
ttacagatac
aattggtata
ttcaaagcaa
attttatgcect
acggtatcgt
tatggtgtat
cctttggtta
aaattagaat
ataaaatata
gagtggttat
cttgatgaat
aaccaatggg
gtggttgata
caaatggatc

cCaacaacca

10560

10620

10630

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500



ttacatcaga
caaaaattca
atctcaatgg
tggctaaata
agactaacaa
atatgcacag
ggtgcattta
acacctaata
ctgagacaac
cttatcgaat
tcatggcaat
ttctgataac
cttgtaaacc
attaattagt
cctgectegeg
ccttgeecte
gcaaaccctc
cgccttecag
gcegegacgg
tgccgtagaa
gctegttege
gacgcacacc
gtaagctgta
gcagcggtgg
tacagtctat
tgttatggag
tcatgaggga
tcgagcgcecca
gcggcectgaa
aaacaacgcg

gcgagattct

ttcctaccta
gctcaccagt
ttegttcetca
cggaaggatc
acaaaagtag
atgaaaacgg
aagctgttca
gaacaggtga
ttgttacagce
caaagctgcce
tctggaagaa
aaactagcaa
gttttgtgaa
aatataatct
caggctgggt
ccgcacgatg
actgatcecge
aaaaccgagg
ccgaggtcett
gaacagcaag
cagccaggac
gtggaaacgg
atgcaagtag
taacggcgca
gcctegggea
cagcaacgat
agcggtgatc
tctcgaaccg
gccacacagt
gcgagcetttg

ccgegetgta
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cgtaacggac
tttgaggcaa
tggctcacge
tgaggttctt
aacaactgtt
tgtaaaaaag
ccatgaacag
aaccagtaaa
tcaacagtca
gacaacacgg
atagcgcettt
caccagaaca
aaaattttta
attaaaggtc
gccaagctct
atcgtgecegt
atgcccgtte
atgcgaacca
ccgatctecet
gccgccaatg
agaaatgcct
atgaaggcac
cgtatgecget
gtggcggttt
tccaagcage
gttacgcagce
gccgaagtat
acgttgctgg
gatattgatt
atcaacgacc

gaagtcacca

taagaaaaac
aatttttgag
aaaaacaacg
atggctcttg
caccgttaga
atagatacat
atcgacaatg
acaaagcaac
cacatagaca
gagccagtga
cagccggcaa
gcecegtttge
aaataaaaaa
attcaaaagg
cgggtaacat
gatcgaaatc
catacagaag
cttcatcecgg
gaagccaggg
cctgacgatg
cgactteget
gaacccagtg
cacgcaactg
tcatggcecttg
aagcgcgtta
agggcagtcg
cgactcaact
ccgtacattt
tgctggttac
ttttggaaac

ttgttgtgca
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actacacgat
tgacatgcaa
aaccacacta
tatctatcag
tatcaaaggg
cagagctttt
taacagatga
tagaacatga
gcctgaaaca
cgccteceegt
acctgaagcc
gggcagcaaa
ggggacctct
tcatccaccg
caaggcccga
cagatccttg
ctgggcgaac
ggtcagcacc
cagatcecgtg
cgtggagacc
gctgcccaag
gacataagcc
gtccagaacc
ttatgactgt
cgcegtgggt
ccctaaaaca
atcagaggta
gtacggctcce
ggtgaccgta
ttcggecttcee

cgacgacatc

gctttaactg
agtaagcatg
gagaacatac
tgaagcatca
aaaactgtcc
acgagttttt
acagcatgta
aattgaacac
ggcgatgctg
ggggaaaaaa
ggatctgcga
acccgttatg
agggtcccca
gatcaattcc
tccttggage
acccgcagtt
aaacgatgct
accggcaagc
cacagcacct
gaaaccttgce
gttgccgggt
tgtteggttce
ttgaccgaac
ttttttgggg
cgatgtttga
aagttaaaca
gttggcgtca
gcagtggatg
aggcttgatg
cctggagaga

attccgtgge

1560

1620

1680

1740

1800

1860

13920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360



gttatccage
gtatcttcga
aacatagcgt
aggatctatt
ctggcgatga
gcaaaatcgc
atcagccegt
cctegegege
tagtcggcaa
actcaagcgt
tgettttatt
aaaggctggce
aaatctagcg
agattatatt
ttcacaaaac
ttteceecgact
taggcacccce
ggataacaat
caggtcgact
gagcggaaag
ttgcaaaaag
acgctcccgg
actgggtctg
ggatgatagce
acaagaaaac
taaaccgctg
cggtgaattt
tecegggtgea
ggttctgcaa
tggtgttctg
ttatggtggt

caccaccaat

taagcgecgaa
gccagccacg
tgeccttggta
tgaggecgecta
gcgaaatgta
gccgaaggat
catacttgaa
agatcagttg
ataatgtcta
tagatgcact
atttttaage
tttttettgt
agggctttac
actaattaat
ggtttacaag
ggaaagcggg
aggctttaca
ttcacacagg
ctagaggatc
atgttttgtt
ttgttgactt
gttgaggaaa
gttaccagceg
gaaaaaggta
cagattctga
cctccgatta
attgcaattg
aatcecgggtce
gatgttaatg
gttaatcgca
gceggtgtta

aataacaaag

ES 2 663 445 T3

ctgcaatttg
atcgacattg
ggtccagegg
aatgaaacct
gtgcttacgt
gtcgetgecg
gctagacagg
gaagaatttg
acaattcgtt
aagcacataa
gtgcataata
tatcgcaata
taagctgatc
tggggaccct
catacgttgg
cagtgagcgce
ctttatgcett
aaacagctat
cgcctaccta
ctacatccag
tatctacaag
acctaatgaa
gttttgecage
gcctgegttg
ttcaggcagt
aaagcagcgt
atggcagcaa
agtatggcac
gtgttaccct
gcagcaataa
tgattaccgg

ttctggataa

gagaatggca
atctggctat
cggaggaact
taacgctatg
tgtccegeat
actgggcaat
cttatcttgg
tccactacgt
caagccgacg
ttgctcacag
agccctacac
gttggcgaag
cggtggatga
agaggtcccecc
ccgattcatt
aacgcaatta
ccggcetegta
gaccatgatt
gcttccaaga
aacaacctct
gtgtggtata
actgaccagc
agcagaaacc
ggcaattgaa
tggtaaagca
taaaatcatt
ctatatcaaa
caatgttegt
gaaaggtctg
cctgattcag
tgatgatggt

cgtgttecate
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gcgcaatgac
cttgctgaca
ctttgatceg
gaactcgeeg
ttggtacagce
ggagcgectg
acaagaagaa
gaaaggcgag
ccgettegeg
ccaaactatc
aaattgggag
taatcgcaac
ccttttgaat
ttttttattt
aatgcagctg
atgtgagtta
tgttgtgtgg
acgccaagct
aagatatcct
gctaaaattc
ataatcttaa
ctgcgtgtta
tataccgttg
cagagcaatg
ccgtatgtta
ggcaccgagt
ggcgaaggtg
accatgacce
gatgttcatc
cataatcgta
aaaggtaatc

gataatggtg

attcttgecag
aaagcaagag
gttecctgaac
cccgactggg
gcagtaaccg
ccggcccagt
gatcgettgg
atcaccaagg
gcgcggctta
aggtcaagtc
atatatcatg
atccgcatta
gacctttaat
taaaaatttt
gcacgacagg
gctcactcat
aattgtgage
tgcatgcctg
aacagcacaa
ctgaaaaatt
caacagcagg
gcctgetgge
atcgttatca
caaatagecge
tcaaagttga
gggataaaac
aaaaagcatg
tgecetggtet
gtttttgtat
tcagcaacaa
cgaccagcac

atggtctgga

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280



10

15

20

25

30

35

40

45

actgacccgt
caatccggaa
taacaaattc
cgcctataac
tttecgacage
tgccaatgca
acgttgtgaa
tgttceggea
accggcaaaa
taatcagggt
taaaggcacc
cagcgaagca
aaaagcaaat
tctgggtgeg
cgttegegeg
gtecgtgactg
tcgecagetg
gcctgaatgg
cacaccgcat
cccgacacce
<210> 26

<211> 10012
<212> ADN

ggtgcagcat
ccgagccagg
gaaaactatt
gaactgacca
aataaagtgce
cgtattaccce
gccggtggta
ctggaacatg
ctgcaaaaaa
attcaggcac
cctaatcage
gaacagtatc
tgggctccga
accagcgaac
gcgetttttt
ggaaaaccct
gcgtaatage
cgaatggege
atggtgcact

gccaacaccc

<213> Plasmido pMG47F;

<400> 26

gttgacagta
agtctgaatg
gaactgctga
tgagaagccce
aaggcgcctg
aatgtcacga
gcgatttgece

gtagaggagc

agacgggtaa
acctgtcacg
acagcaaaaa
gtgacgggct
tagtgccatt
aaaagacagc
cgagcttgeg

aaacagcgtt
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ttaatctgat
gtattgaaat
cagatggcct
ataacagcct
atggtaaccg
tgaccaaaaa
gctgtgttece
aaggttttgt
cctgcaccca
cgaaactgac
gttataatgt
tgggtagcat
aagttagcat
tgagcagcgce
ttggtaccga
ggcgttaccce
gaagaggccc
ctgatgeggt
ctcagtacaa

gctgacgaat

gcectgttgat
ggataatccg
gtcagatagc
tttcttgtat
tacccccatt
gactcaggtg
agggtgctac

tgcgacatcce

tgcaaataac
tctgtggggt
gcaaatcaat
gggtttcaat
tattggtatt
tcagatttgg
gaatcagcgt
tggtagcegt
gccgaaccag
agttagcaaa
ggaatttttt
tgttgttgtt
gccgagegtt
agttaaaatg
gctcgaattce
aacttaatcg
gcaccgatcg
attttctecct
tctgctcectga

tc

gataccgctg
aagtggtcag
accacatagc
tatgggtagt
cactgccaga
cctgatggtce
ttaagcettt

ttttgtaata
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ctgtttacca
aatgataatg
tggggtaaac
ctgacaggtg
gccattcgta
gataacggca
ctgggtgcaa
ggcggtggtyg
cagaattgta
aaacagctga
ggcaatcgta
accgatcatc
accgcaaatg
cgttaaatgce
actggcegte
ccttgcageca
ccctteccaa
tacgcatctg

tgccgcecatag

ccttactggg
actggaaaat
agacccgcca
ttccttgeat
gcegtgageg
ggagacaaaa
agggttttaa

ctgcggaact

gcacaaaagc
ccgtggtggg
gtaactatat
atggtaacat
gtgaaaaaga
aagatatcaa
ttgtttttgg
ttgttattga
atgcaattcc
ccgttgaagt
atgccagcag
agggtctgge
tgacagatca
atgcgegecg
gttttacaac
catcccectt
cagttgcgca
tgecggtattt

ttaagccagce

tgcattagcce
cagagggcag
taaaacgccce
gaatccataa
cagcgaactg
ggaatattca
ggtctgtttt

gactaaagta

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6452

60

120

180

240

300

360

420

480



gtgagttata
tataaattat
cagagggtct
ccacaactca
gtgattaaaa
atgaactagc
gtgtggcact
tcacttataa
tagctaaagce
aaggctttga
tagtttttag
atctggaaca
taaaagaact
ttaagttcat
ttttgaaacc
agcgaggcecg
tcgtaaccga
ttacatcaga
caaaaattca
atctcaatgg
tggctaaata
agactaacaa
atatgcacag
ggtgcattta
acacctaata
ctgagacaac
cttatcgaat
tcatggcaat
ttctgataac
cttgtaaacc

attaattagt

cacagggctg
aaccacttga
agcagaattt
aaggaaaagg
tcacctagac
gattagtcge
actcaacccce
ccaatacgct
aaccagagag
gattttccag
tgaagagata
tgttaagtct
aacacaaaag
gttaatgcett
aataagtaaa
cccgactgat
acttgagaac
ttcctaccta
gctcaccagt
ttcgttctca
cggaaggatc
acaaaagtag
atgaaaacgg
aagctgttca
gaacaggtga
ttgttacagce
caaagctgcecce
tctggaagaa
aaactagcaa
gttttgtgaa

aatataatct
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ggatctattc
atataaacaa
acaagttttc
actagtaatt
caattgagat
tatgacttaa
acgattgaaa
cagatgatga
ctgatgacga
tggacaaact
ttgccttatce
tttgaaaaca
aaaactcaca
gaaaataact
gatttaaaca
acgttgattt
aaccagataa
cgtaacggac
tttgaggcaa
tggctcacge
tgaggttctt
aacaactgtt
tgtaaaaaag
ccatgaacag
aaccagtaaa
tcaacagtca
gacaacacgg
atagcgettt
caccagaaca
aaaattttta

attaaaggtc

tttttatctt
aaaaaacaca
cagcaaaggt
atcattgact
gtatgtctga
cggagcatga
accctacaag
acatcagtag
gaactgtgga
atgccaagtt
ttttccagtt
aatactctat
aggcaaatat
accatgagtt
cttacagcaa
tccaagttga
aaatgaatgg
taagaaaaac
aatttttgag
aaaaacaacg
atggctcttg
caccgttaga
atagatacat
atcgacaatg
acaaagcaac
cacatagaca
gagccagtga
cagccggcaa
gcecegtttge
aaataaaaaa

attcaaaagg

96

tttttattct
caaaggtcta
ctagcagaat
agcccatctce
attagttgtt
aaccaagcta
gaaagaacgg
ggaaaatgct
aatcaggaat
ctcaagcgaa
aaaaaaattc
gaggatttat
agagattagc
taaaaggctt
tatgaaattg
actagataga
tgacaaaata
actacacgat
tgacatgcaa
aaccacacta
tatctatcag
tatcaaaggg
cagagctttt
taacagatga
tagaacatga
gcctgaaaca
cgcctecegt
acctgaagcc
gggcagcaaa
ggggacctct

tcatccaccg

ttectttatte
gcggaattta
ttacagatac
aattggtata
ttcaaagcaa
attttatgcet
acggtatcgt
tatggtgtat
cctttggtta
aaattagaat
ataaaatata
gagtggttat
cttgatgaat
aaccaatggg
gtggttgata
caaatggatc
ccaacaacca
gctttaactg
agtaagcatg
gagaacatac
tgaagcatca
aaaactgtcc
acgagttttt
acagcatgta
aattgaacac
ggcgatgcetg
ggggaaaaaa
ggatctgcga
acccgttatg
agggtcccca

gatcaattcc

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



cctgetegeg
ccttgecectce
gcaaacccte
cgecctteecag
gccgcgacgg
tgccgtagaa
gctegttege
gacgcacacc
gtaagctgta
gcagcggtgg
tacagtctat
tgttatggag
tcatgaggga
tcgagecgeca
gcggcectgaa
aaacaacgcg
gcgagattct
gttatccagc
gtatcttcga
aacatagegt
aggatctatt
ctggcgatga
gcaaaatcgc
atcagceegt
cctegegege
tagtcggcaa
actcaagegt
tgettttatt
aaaggctggc
aaatctagcg
agattatatt

ttcacaaaac

caggctgggt
ccgcacgatg
actgatcege
aaaaccgagg
ccgaggtett
gaacagcaag
cagccaggac
gtggaaacgg
atgcaagtag
taacggcgceca
gcctegggea
cagcaacgat
agcggtgatc
tctcgaaccg
gccacacagt
gcgagcetttg
ccgegetgta
taagcgcgaa
gccagccacg
tgeccttggta
tgaggcgcta
gcgaaatgta
gccgaaggat
catacttgaa
agatcagttg
ataatgtcta
tagatgcact
atttttaage
tttttcttgt
agggctttac
actaattaat

ggtttacaag
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gccaagctct
atcgtgeegt
atgcecegtte
atgcgaacca
ccgatctcect
gccgccaatg
agaaatgcct
atgaaggcac
cgtatgcgcet
gtggeggttt
tccaagcage
gttacgcagce
gccgaagtat
acgttgectgg
gatattgatt
atcaacgacc
gaagtcacca
ctgcaatttg
atcgacattg
ggtccagegg
aatgaaacct
gtgcttacgt
gtcgetgeeg
gctagacagg
gaagaatttg
acaattcgtt
aagcacataa
gtgcataata
tatcgcaata
taagctgatc
tggggaccct

catacgttgg

cgggtaacat
gatcgaaatc
catacagaag
cttcatcegg
gaagccaggg
cctgacgatg
cgacttcget
gaacccagtg
cacgcaactg
tcatggcttg
aagcgegtta
agggcagteg
cgactcaact
ccgtacattt
tgctggttac
ttttggaaac
ttgttgtgceca
gagaatggca
atctggctat
cggaggaact
taacgctatg
tgtccecgeat
actgggcaat
cttatcettgg
tccactacgt
caagccgacg
ttgctcacag
agccctacac
gttggcgaag
cggtggatga
agaggtccee

ccgattcatt
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caaggcccga
cagatccttg
ctgggcgaac
ggtcagcacce
cagatccgtg
cgtggagacc
gctgeccaag
gacataagcce
gtccagaacc
ttatgactgt
cgcegtgggt
ccctaaaaca
atcagaggta
gtacggctcc
ggtgaccgta
tteggettee
cgacgacatc
gcgcaatgac
cttgctgaca
ctttgatceg
gaactcgeceg
ttggtacagc
ggagcgcctg
acaagaagaa
gaaaggcgag
ccgettegeg
ccaaactatc
aaattgggag
taatcgcaac
ccttttgaat
ttttttattt

aatgcagcetg

tcecttggage
acccgcagtt
aaacgatgcet
accggcaagce
cacagcacct
gaaaccttgc
gttgcegggt
tgtteggtte
ttgaccgaac
ttttttgggg
cgatgtttga
aagttaaaca
gttggcgtca
gcagtggatg
aggcttgatg
cctggagaga
attcegtgge
attcttgcag
aaagcaagag
gttcctgaac
cccgactggg
gcagtaaccg
ccggeccagt
gatcgcettgg
atcaccaagg
gcgeggetta
aggtcaagtc
atatatcatg
atccgcatta
gacctttaat

taaaaatttt

gcacgacagg

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

4200

4260



tttceegact
taggcacccce
ggataacaat
gacagctatg
cttgaggggt
aaggtattga
cctgttetge
caggattttc
caaattattc
agcgacgaat
ggtctgectga
gatgcagcac
gcgggtgeac
cataccctga
aaagttgaaa
gaacagcagg
gttcgtacca
ctgaaccaac
gatggtcacc
gattttgcat
gaagcaatta
ctgaccegtce
taatacacca
atttcaggga
aaaattctga
caatttgcat
ctgctgaatg
cagctggecg
gatgttgcag
cgtctgtttg

caacagctga

ggaaagcggg
aggctttaca
ttcacacagg
gttcactgtc
acaaagaggt
ctttcectac
agaggaggaa
tgcgtgttge
atcgtgttct
attgggcagg
gtcegggtcet
tgggtattga
cggaaagcgt
ttctgcatgg
tttggcatgce
cctttaatat
ttctgeetge
tgggtcgtca
gtaaactgac
atgccaccceg
aagccaatga
tggttgatgg
aaatggttca
agggtggaga
gcgttctgee
gcgatccgac
aactgattgg
aacataaaca
cagttgatga
ttcatagcegt

ttgaagatgc
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cagtgagcge
ctttatgcett
aaacagctat
caccaaccaa
gtcecctagaa
agggtgtgta
tatagccatg
aagcggtctg
gagcgacctg
cgttgcatat
gggttttgat
aaatgcaaca
tggttatgca
caccattttt
aaacaccaaa
gcgtegtage
cggttatggt
tggtaatcgt
cacccagatt
tgaaggtctg
tgtggaaggt
tgttgataat
aaattatcag
caattacgtg
gaatcaggca
cattaccgtt
caccgatatc
ggatcaggtt
tcgtcatgceca
tcgtgaaggt

cgatcatage

aacgcaatta
ccggctegta
gaccatgatt
aactgtgctc
gagatccacg
ataatttaat
gaagtgaaaa
gaacaagagg
tataaagcaa
ctgaatcagce
cattatctgg
ccgcgtacca
cgcatggatg
gatgcagatg
ggcttttata
attattaccg
tgtcctecgg
ccggcacata
aatgttgceg
gttgttgatg
ccttttgeceg
caggttgtgg
gcgagtgatc
gataatcaga
ggtcagctgg
attggcaaat
tttagcgttg
cgttggctgg
tttgaagcag
gaactggatg

cgtcgtcaga
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atgtgagtta
tgttgtgtgg
acgccaagct
agtaccgcca
ctgtgtaaaa
tacaggcggg
tcttcaacac
gtggtaatcc
ttgaagatct
tgggtgcaaa
atatgcgtat
ttgaaggtcc
atggtagcga
gtaaaccgct
gccattttga
atgagaatgg
aaggtccgac
ttcattattt
gtgatccgta
cagttgaaca
aaatggtgtt
atcgtcegeg
atgatcactg
tcatccaaga
cacgtctggt
ataaccatgg
cagataaacg
atgcacctgg
tttggaccca
caaccgaaca

ccattctggt

gctcactcat
aattgtgagc
tgctattgac
atatttctce
attttacaaa
ggcaaccccg
ccaggatgtt
gcgtgttaaa
gaatatcacc
tcaagaagca
ggatgcagaa
gctgtatgtt
tccgaatggt
gccgaatgceca
tccgaceggt
tcagtatcgt
ccagcaactg
tgttagcgca
tacctatgat
taccgatccg
tgatctgaaa
tctggcagtt
gcectgttttt
aaccgtggat
gcgtctgatg
taaaagccgt
tgaaaccatt
tctggatgece
ggcagatatt
ccatctgctg

tctgacccag

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



attgatcaga
gttccgaaac
ggtaaaaccc
gcactggcac
caccatcagce
acacagcaac
cgtgttgatc
agctttgcaa
gcatatagcc
ctgcetgegg
ggtatcagcg
cagcgtctge
gcagcaaaaa
ctgcaacaaa
ttggtcgacc
tattttacct
tgaccgcacce
agtatctgga
atattggtgce
ataacattaa
gtgcagcact
ttaaaaaacc
tttttetgge
ccececgattga
atgcaagcct
gcatgttcct
gtaaaccgct
gttttgaagc
gtcagegtcece
ccgaaattgt
ccaattcagg

tgccggttat

ttcecggatca
tggatatttg
tgctgatcga
aggtgccgag
tgaaacaact
agcagctgca
tggaaccgat
ccatgtttaa
gtgcatgcat
aacagcagac
ttaaatttceg
aacgtgaatt
ttgaacagac
tggaaagcge
gttaaatcta
ctggcggtga
gattcaggat
aaccgatcat
cggtggcacce
aggttatccg
gctgctgggt
ggttgcaccg
agatgatccg
tgcaggtccg
gaccgatgtt
ggcagcaggt
gccgattace
accgaccacce
ggttgaactg
tattgaaggt
tcatgcaatg

taaagttaaa
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gaccatcctg
ggcagttagc
aaaaagcggt
cgcacgtacce
gctgctggat
tgattttgat
tgtgaatatt
aaacaccgca
tgaaatcaac
caccattaaa
tgatcagctg
tcgtttctat
catgcgtcag
agcataaaaa
tcaccgcaag
taatggttge
ctgcegtgatg
ccggttgate
gttaaacgtc
cacagccgta
tgtgaagcaa
gtggttgtte
gattttgatc
tttttttgte
accattcatc
cgccatattg
attaatatgg
cegtttggtt
gttcagggtg
gaactgctgce
ccggaattte

gccgttacca

acacagatta
gcaacccgte
attggtgcac
tatgaaaaaa
cagaaacatg
accggtctga
gatggtcagg
gcaaaacagc
agccatctga
agcattgata
cgtgcectgt
tttgaaaaaa
cagggctgta
cacggacgcc
ggataaatat
atgtactaat
caattgccect
cgaatgcaga
cgacccgtat
ttctggttgg
gtcagctgge
cggcaagcag
tgcgtaccet
tgggtctgge
gtctgtgtgt
aagtttttcg
gtctggacce
ataatgaact
ttagegttecce
ctggtgtteg
cgggttattg

tgcgcaataa
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aaaccagcat
atcgtcaggg
tgcgeccatac
atcgtctget
ttctgcaaca
ttaacattct
atcaagcact
agcgtgccaa
ttcgeccatgg
ccgtgattgt
tttataccga
gtgceggteg
ttcagaatgc
gcaaacggcg
ctaacaccgt
ctagataagg
gctgcaacag
actggcaggc
tggtceggea
tatgcatgca
actggaagtt
cgcaccgtgt
gctgectgea
cctggcaage
tcagggtcgt
tcagaaagca
agcaatctat
gggtgttgece
ggaaaaagca
tgttcgtgaa
tggtggtgca

cgcaattctg

tgcacagcag
cattgaaaac
cctggaacag
gtcagatctg
actgcaacag
ggacaaaatt
gaatccggat
agttcagatt
tgttgttggt
tgcegtgttt
taccgaacgt
catgattctg
catgatggca
tccgaattte
gcgtgttgac
aatatagcca
catgataatc
gtttatecgte
atgatgttta
agccgtcage
ggtaaagcag
caagagcaga
cataccaata
gatccggtgg
gatgaactga
gaagcagcag
attggcgcat
ggtgcactge
attgcacgtg
gatcagcata
aatccgagcce

caaaccctgg

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040



ttggteccggg
atgcagttga
gtggtaaatt
agggtcaggc
tggatgagga
tgcagggtga
gccagacacc
ttgattgtac
ttgatcecgeg
caaaataagc
cctacctage
acatccagaa
tctacaaggt
ctaatgaaat
attgttcagt
cagaatctgt
aaaaccctgg
gaaaaaacca
aaaattcgta
gagtatgtga
ctgctggaaa
ggtgaagttg
ggtgcagatc
aaaaacatta
gcaggtaatc
atccaagaag
aaagatattc
agctaaatgc
actggccgtce
ccttgcageca

ccctteccaa

tgaagaacat
agcagcaatt
tctgggtatt
agccctgetg
tgtggacatt
tgttagcatt
ggaatattca
cgttcegtgg
tcegtttgea
taataacagg
ttccaagaaa
caacctctge
gtggtataat
atagcctgtg
ttgcctatga
atatgcaaga
aaattaccat
tcgaaaaatg
cctttgeegg
atcgtattceg
cccatccgaa
atcatccgaa
cggttgatag
gcagcgcaga
gtaccggtat
tgcgcgatac
tgaaagccga
atgcgcgeceg
gttttacaac
catccccett

cagttgcgca
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accaccctgg
ccgggtttte
ctgcaagtga
gcgctggcaa
tttgatagtg
accaccattc
ccgagcattce
gcactgaaaa
cctgaatatt
cctgcectggta
gatatcctaa
taaaattcct
aatcttaaca
caccattagc
aaacggcttt
atatgaaacc
gatcagcgat
tgaacagctg
tcagaaaggt
catgatttgt
taccctgacce
tctgaaaatc
ctttcagcag
ctatctgcat
ggttccgetg
cgatcatttt
aatgaaagtg
cgttegegeg
gtcgtgactg
tcgeccagetg

gcctgaatgg

caggtctgcece
tgcaaaatgt
aaaaacgtca
cctatagcga
atgatattct
cgggtattcecg
gtggtaatgg
gccattttga
ttgcacgtct
atcgcaggaa
cagcacaaga
gaaaaatttt
acagcaggac
tttecgtcacce
gaaggtattg
accgaacgtg
tatctggata
gcaattctgg
agtgcagatt
gaactgtttg
gataccctge
aacctggatt
ctgcgtecegt
gtgtttgaac
tttgaaggca
gcaagcctgg
ctgaccaatc
gcgetttttt
ggaaaaccct
gcgtaatage

cgaatggcge
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gaccgaagca
ttatgcccat
gcctgecgat
actgaaaaat
gtgggcaatg
cggtcatcag
tattagctge
acgtgcaccg
ggaaaaaaat
tttttatttg
gcggaaagat
gcaaaaagtt
gctecececgggt
agctgattag
aactgtgggg
aactgaattg
ttagcctgag
ccaattggtt
ttagccagca
cccagcataa
cgagcaccct
ttctgcatat
ggattcagca
cgaataatgt
ttgttaacta
aatggtttgg
gtaatctgga
ttggtaccga
ggcgttacce
gaagaggccc

ctgatgecggt

agcatttgga
accgcaggcg
gaaggtcgtce
atcattctgg
accacccgta
ctggacccga
aaaaccatct
tttgcagatg
cagggcagcg
gatggatccg
gttttgttcet
gttgacttta
tgaggaaaac
ctttaccgat
cacccatgca
cctgaaagat
cgcagatttt
taaaacgaac
agaacgtcaa
tatgtatgtt
ggaactgctg
ctgggaaagc
ttatcacttt
ttatgcagca
tgatgaaatc
tcataacgca
agttgttacc
gctcgaattc
aacttaatcg
gcaccgatcg

attttctcct

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900
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tacgcatctg tgcggtattt cacaccgcat atggtgcact ctcagtacaa tctgetctga 9960
tgccgecatag ttaagccage cccgacaccc gccaacaccce gctgacgaat tc 10012
<210> 27

<211> 10249

<212> ADN

<213> Plasmido pMG70;

<400> 27

gttgacagta agacgggtaa gcctgttgat gataccgectg ccttactggg tgcattagece 60
agtctgaatg acctgtcacg ggataatccg aagtggtcag actggaaaat cagagggcag 120
gaactgctga acagcaaaaa gtcagatagc accacatagc agacccgcca taaaacgcecce 180
tgagaagcce gtgacggget tttcecttgtat tatgggtagt ttccttgcat gaatccataa 240
aaggcgcctg tagtgccatt tacccccatt cactgccaga geccgtgageg cagcgaactg 300
aatgtcacga aaaagacagc gactcaggtg cctgatggtc ggagacaaaa ggaatattca 360
gcgatttgee cgagcttgeg agggtgctac ttaagccecttt agggttttaa ggtcetgtttt 420
gtagaggagc aaacagcgtt tgcgacatcc ttttgtaata ctgcggaact gactaaagta 480
gtgagttata cacagggctg ggatctattc tttttatctt tttttattct ttectttattce 540
tataaattat aaccacttga atataaacaa aaaaaacaca caaaggtcta gcggaattta 600
cagagggtct agcagaattt acaagttttc cagcaaaggt ctagcagaat ttacagatac 660
ccacaactca aaggaaaagg actagtaatt atcattgact agcccatctc aattggtata 720
gtgattaaaa tcacctagac caattgagat gtatgtctga attagttgtt ttcaaagcaa 780
atgaactagc gattagtcgc tatgacttaa cggagcatga aaccaagcta attttatgcet 840
gtgtggcact actcaacccc acgattgaaa accctacaag gaaagaacgg acggtatcgt 900
tcacttataa ccaatacgct cagatgatga acatcagtag ggaaaatgct tatggtgtat 960
tagctaaagc aaccagagag ctgatgacga gaactgtgga aatcaggaat cctttggtta 1020
aaggctttga gattttccag tggacaaact atgccaagtt ctcaagcgaa aaattagaat 1080
tagtttttag tgaagagata ttgccttatc ttttccagtt aaaaaaattc ataaaatata 1140
atctggaaca tgttaagtct tttgaaaaca aatactctat gaggatttat gagtggttat 1200
taaaagaact aacacaaaag aaaactcaca aggcaaatat agagattagc cttgatgaat 1260
ttaagttcat gttaatgctt gaaaataact accatgagtt taaaaggctt aaccaatggg 1320
ttttgaaacc aataagtaaa gatttaaaca cttacagcaa tatgaaattg gtggttgata 1380
agcgaggccg cccgactgat acgttgattt tccaagttga actagataga caaatggatc 1440
tcgtaaccga acttgagaac aaccagataa aaatgaatgg tgacaaaata ccaacaacca 1500
ttacatcaga ttcctaccta cgtaacggac taagaaaaac actacacgat gctttaactg 1560

101



caaaaattca
atctcaatgg
tggctaaata
agactaacaa
atatgcacag
ggtgcattta
acacctaata
ctgagacaac
cttatcgaat
tcatggcaat
ttctgataac
cttgtaaacc
attaattagt
cctgctegeg
ccttgeecte
gcaaaccctce
cgccttecag
gccgcgacgg
tgccgtagaa
gctegttege
gacgcacacc
gtaagctgta
gcageggtgg
tacagtctat
tgttatggag
tcatgaggga
tcgagegeca
gcggectgaa
aaacaacgcg
gcgagattct
gttatccage

gtatcttcga

gctcaccagt
ttcgttctea
cggaaggatc
acaaaagtag
atgaaaacgg
aagctgttca
gaacaggtga
ttgttacage
caaagctgcc
tctggaagaa
aaactagcaa
gttttgtgaa
aatataatct
caggctgggt
ccgcacgatg
actgatcege
aaaaccgagg
ccgaggtctt
gaacagcaag
cagccaggac
gtggaaacgg
atgcaagtag
taacggcgca
gcctegggea
cagcaacgat
agcggtgatc
tctegaaceg
gccacacagt
gcgagctttg
ccgegetgta
taagcgcgaa

gccagccacg
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tttgaggcaa
tggctcacge
tgaggttctt
aacaactgtt
tgtaaaaaag
ccatgaacag
aaccagtaaa
tcaacagtca
gacaacacgg
atagcgcettt
caccagaaca
aaaattttta
attaaaggtc
gccaagctct
atcgtgeegt
atgceccegtte
atgcgaacca
ccgatctcct
gccgecaatg
agaaatgcct
atgaaggcac
cgtatgcgct
gtggcggttt
tccaagecagce
gttacgcagc
gccgaagtat
acgttgetgg
gatattgatt
atcaacgacc
gaagtcacca
ctgcaatttg

atcgacattg

aatttttgag
aaaaacaacg
atggctettg
caccgttaga
atagatacat
atcgacaatg
acaaagcaac
cacatagaca
gagccagtga
cagccggcaa
gcecegtttge
aaataaaaaa
attcaaaagg
cgggtaacat
gatcgaaatc
catacagaag
cttcatcegg
gaagccaggg
cctgacgatg
cgactteget
gaacccagtg
cacgcaactg
tcatggettg
aagcgegtta
agggcagtcg
cgactcaact
ccgtacattt
tgctggttac
ttttggaaac
ttgttgtgca
gagaatggca

atctggctat
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tgacatgcaa
aaccacacta
tatctatcag
tatcaaaggg
cagagctttt
taacagatga
tagaacatga
gcctgaaaca
cgcctecegt
acctgaagcce
gggcagcaaa
ggggacctct
tcatccaccg
caaggcccga
cagatccttg
ctgggcgaac
ggtcagcacc
cagatccgtg
cgtggagacc
gctgcecccaag
gacataagcc
gtccagaacc
ttatgactgt
cgcegtgggt
ccctaaaaca
atcagaggta
gtacggctcee
ggtgacecgta
ttcggettec
cgacgacatc
gcgcaatgac

cttgctgaca

agtaagcatg
gagaacatac
tgaagcatca
aaaactgtcecce
acgagttttt
acagcatgta
aattgaacac
ggcgatgetg
ggggaaaaaa
ggatctgcga
acccgttatg
agggtcccca
gatcaattcc
tcecttggage
acccgcagtt
aaacgatgcet
accggcaagc
cacagcacct
gaaaccttgce
gttgcegggt
tgtteggttce
ttgaccgaac
ttttttgggg
cgatgtttga
aagttaaaca
gttggcgtca
gcagtggatg
aggcttgatg
cctggagaga
attcecgtgge
attcttgcag

aaagcaagag

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480



aacatagecgt
aggatctatt
ctggcgatga
gcaaaatcgce
atcagcecegt
cctegegege
tagtcggcaa
actcaagcegt
tgettttatt
aaaggctggce
aaatctagceg
agattatatt
ttcacaaaac
tttcccegact
taggcacccce
ggataacaat
gacagctatg
cttgaggggt
aaggtattga
cctgttetge
caggattttc
caaattattc
agcgacgaat
ggtctgctga
gatgcagcac
gcgggtgecac
cataccctga
aaagttgaaa
gaacagcagg
gttcgtacca

ctgaaccaac

tgcettggta
tgaggcgcecta
gcgaaatgta
gccgaaggat
catacttgaa
agatcagttg
ataatgtcta
tagatgcact
atttttaagce
tttttettgt
agggctttac
actaattaat
ggtttacaag
ggaaagcggg
aggctttaca
ttcacacagg
gttcactgtc
acaaagaggt
ctttcectac
agaggaggaa
tgcgtgttge
atcgtgttcet
attgggcagg
gtcecgggtcet
tgggtattga
cggaaagcgt
ttctgcatgg
tttggcatge
cctttaatat
ttctgectge

tgggtcgtca
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ggtccagegg
aatgaaacct
gtgcttacgt
gtcgetgeeg
gctagacagg
gaagaatttg
acaattegtt
aagcacataa
gtgcataata
tatcgcaata
taagctgatc
tggggaccct
catacgttgg
cagtgagcgce
ctttatgett
aaacagctat
caccaaccaa
gtccctagaa
agggtgtgta
tatagccatg
aagcggtctg
gagcgacctg
cgttgcatat
gggttttgat
aaatgcaaca
tggttatgca
caccattttt
aaacaccaaa
gcgtegtage
cggttatggt

tggtaatcgt

cggaggaact
taacgctatg
tgtccegeat
actgggcaat
cttatcttgg
tccactacgt
caagccgacg
ttgctcacag
agccctacac
gttggcgaag
cggtggatga
agaggtcccce
ccgattcatt
aacgcaatta
ccggctegta
gaccatgatt
aactgtgctc
gagatccacg
ataatttaat
gaagtgaaaa
gaacaagagg
tataaagcaa
ctgaatcagc
cattatctgg
ccgecgtacca
cgcatggatg
gatgcagatg
ggcttttata
attattaccg
tgtcecteecgg

ccggcacata
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ctttgatceg
gaactcgeeg
ttggtacage
ggagcgcctg
acaagaagaa
gaaaggcgag
ccgettegeg
ccaaactatc
aaattgggag
taatcgcaac
ccttttgaat
ttttttattt
aatgcagctg
atgtgagtta
tgttgtgtgg
acgccaagct
agtaccgcca
ctgtgtaaaa
tacaggcggg
tcttcaacac
gtggtaatcc
ttgaagatct
tgggtgcaaa
atatgcgtat
ttgaaggtcc
atggtagcga
gtaaaccgct
gccattttga
atgagaatgg
aaggtccgac

ttcattattt

gttcctgaac
cccgactggg
gcagtaaccg
ccggeccagt
gatcgettgg
atcaccaagg
gcgeggcetta
aggtcaagtc
atatatcatg
atccgcatta
gacctttaat
taaaaatttt
gcacgacagg
gctcactcat
aattgtgagc
tgctattgac
atatttctce
attttacaaa
ggcaaccccg
ccaggatgtt
gcgtgttaaa
gaatatcacc
tcaagaagca
ggatgcagaa
gctgtatgtt
tccgaatggt
gccgaatgca
tccgaccggt
tcagtatcgt
ccagcaactg

tgttagcgeca

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340



gatggtcacc
gattttgcat
gaagcaatta
ctgaccegte
taatacacca
atttcaggga
aaaattctga
caatttgcat
ctgctgaatg
cagctggccg
gatgttgcag
cgtetgtttg
caacagctga
attgatcaga
gttccgaaac
ggtaaaaccc
gcactggcac
caccatcagc
acacagcaac
cgtgttgatc
agctttgcaa
gcatatagcc
ctgecectgegg
ggtatcageg
cagcgtectge
gcagcaaaaa
ctgcaacaaa
ttggtcgacce
tattttacct
tgaccgcacc
agtatctgga

atattggtgce

gtaaactgac
atgccacccg
aagccaatga
tggttgatgg
aaatggttca
agggtggaga
gcgttctgee
gcgatecegac
aactgattgg
aacataaaca
cagttgatga
ttcatagegt
ttgaagatgc
ttccggatcea
tggatatttg
tgctgatcga
aggtgccgag
tgaaacaact
agcagctgca
tggaaccgat
ccatgtttaa
gtgcatgcat
aacagcagac
ttaaatttcg
aacgtgaatt
ttgaacagac
tggaaagcge
gttaaatcta
ctggcggtga
gattcaggat
aaccgatcat

cggtggeacce
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cacccagatt
tgaaggtctg
tgtggaaggt
tgttgataat
aaattatcag
caattacgtg
gaatcaggca
cattaccgtt
caccgatatc
ggatcaggtt
tcgtcatgea
tegtgaaggt
cgatcatagc
gaccatcctg
ggcagttagc
aaaaagcggt
cgcacgtacc
gctgctggat
tgattttgat
tgtgaatatt
aaacaccgca
tgaaatcaac
caccattaaa
tgatcagcetg
tcegtttcectat
catgcgtcag
agcataaaaa
tcaccgcaag
taatggttgc
ctgecgtgatg
ccggttgate

gttaaacgtc

aatgttgceg
gttgttgatg
cettttgeeg
caggttgtgg
gcgagtgatc
gataatcaga
ggtcagctgg
attggcaaat
tttagcgttg
cgttggctgg
tttgaagcag
gaactggatg
cgtcgtcaga
acacagatta
gcaacccgte
attggtgcac
tatgaaaaaa
cagaaacatg
accggtctga
gatggtcagg
gcaaaacagc
agccatctga
agcattgata
cgtgecectgt
tttgaaaaaa
cagggctgta
cacggacgcc
ggataaatat
atgtactaat
caattgcccet
cgaatgcaga

cgacccgtat
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gtgatccgta
cagttgaaca
aaatggtgtt
ategteegeg
atgatcactg
tcatccaaga
cacgtctggt
ataaccatgg
cagataaacg
atgcacctgg
tttggaccca
caaccgaaca
ccattctggt
aaaccagcat
atcgtcaggg
tgcgeccatac
atcgtetget
ttctgcaaca
ttaacattct
atcaagcact
agcgtgccaa
ttcgccatgg
ccgtgattgt
tttataccga
gtgceggtcg
ttcagaatge
gcaaacggcg
ctaacaccgt
ctagataagg
gctgcaacag
actggcaggce

tggtcecggea

tacctatgat
taccgatccg
tgatctgaaa
tctggcagtt
gcctgttttt
aaccgtggat
gcgtetgatg
taaaagccgt
tgaaaccatt
tctggatgcece
ggcagatatt
ccatctgetg
tctgacccag
tgcacagcag
cattgaaaac
cctggaacag
gtcagatctg
actgcaacag
ggacaaaatt
gaatccggat
agttcagatt
tgttgttggt
tgecegtgttt
taccgaacgt
catgattctg
catgatggca
tccgaattte
gcegtgttgac
aatatagcca
catgataatc
gtttatcgte

atgatgttta

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260



ataacattaa
gtgcagcact
ttaaaaaacc
tttttetgge
cccegattga
atgcaagcct
gcatgttcct
gtaaaccget
gttttgaage
gtcagcgtce
ccgaaattgt
ccaattcagg
tgccggttat
ttggtccggg
atgcagttga
gtggtaaatt
agggtcaggce
tggatgagga
tgcagggtga
gccagacacc
ttgattgtac
ttgatccgeg
caaaataagc
cctacctage
acatccagaa
tctacaaggt
ctaatgccga
agcctggata
tatgaggatc
ccgtttgttg

ggtctggaag

aggttatccg
gctgctgggt
ggttgcaccg
agatgatccg
tgcaggtcceg
gaccgatgtt
ggcagcaggt
gccgattace
accgaccacc
ggttgaactg
tattgaaggt
tcatgcaatg
taaagttaaa
tgaagaacat
agcagcaatt
tctgggtatt
agccctgetg
tgtggacatt
tgttagcatt
ggaatattca
cgttcegtgg
tcecgtttgeca
taataacagg
ttccaagaaa
caacctctge
gtggtataat
gcaaactggc
gtaaactgga
tggttgatgt
aagcacagat

ttgtttgtcet
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cacagccgta
tgtgaagcaa
gtggttgttce
gattttgatc
tttttttgte
accattcatc
cgccatattg
attaatatgg
ccgtttggtt
gttcagggtg
gaactgctge
ccggaatttce
gccgttacca
accaccctgg
ccgggtttte
ctgcaagtga
gcgctggcaa
tttgatagtg
accaccattc
ccgagcattce
gcactgaaaa
cctgaatatt
cctgctggta
gatatcctaa
taaaattcct
aatcttaaca
aattagcagc
tgcagcacag
tgcagaacat
tgcagcagca

gcaaccgttt

ttetggttgg
gtcagctgge
cggcaagcag
tgcgtacccet
tgggtctgge
gtctgtgtgt
aagttttteg
gtctggacce
ataatgaact
ttagegttce
ctggtgtteg
cgggttattg
tgcgcaataa
caggtctgcce
tgcaaaatgt
aaaaacgtca
cctatagcecga
atgatattct
cgggtattcg
gtggtaatgg
gccattttga
ttgcacgtct
atcgcaggaa
cagcacaaga
gaaaaatttt
acagcaggac
atgagcctgg
cgttatggtt
ctgagcaatg
cgtcatattc

atgcattatg
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tatgcatgca
actggaagtt
cgcaccgtgt
gctgectgea
cctggcaage
tcagggtecgt
tcagaaagca
agcaatctat
gggtgttgee
ggaaaaagca
tgttcgtgaa
tggtggtgca
cgcaattctg
gaccgaagca
ttatgcccat
gcctgecgat
actgaaaaat
gtgggcaatg
cggtcatcag
tattagctgce
acgtgcaccg
ggaaaaaaat
tttttatttg
gcggaaagat
gcaaaaagtt
gctcecegggt
gtcgttgttt
atctgggtat
aacgtccgag
tgcaaatgtg

atggtctgaa

agccgtcage
ggtaaagcag
caagagcaga
cataccaata
gatccggtgg
gatgaactga
gaagcagcag
attggcgcat
ggtgcactgce
attgcacgtg
gatcagcata
aatccgagcece
caaaccctgg
agcatttgga
accgcaggcg
gaaggtcgtc
atcattctgg
accacccgta
ctggacccga
aaaaccatct
tttgcagatg
cagggcagcg
gatggatccg
gttttgttct
gttgacttta
tgaggaaaac
tgcaggtcat
tgaactgttt
tccggaaggt
tcaggcacgt

tgatcgtgece

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120



10

15

20

25

30

35

40

45

gaacatgaac
accgatatta
gatctgattg
attcgttttg
tgggatattg
atcctgggtce
gaagcagttc
tatgttcagg
tataacccecgg
gaaaccgaat
attggttttg
ccggaagtte
gatctgegta
taaatgcatg
ggccgtegtt
tgcagcacat
ttcccaacag
gcatctgtgce

cgcatagtta

<210> 28
<211> 7623
<212> ADN

gtegtctgga
ttcagattcce
ttagcgatct
catatgaaag
ttcagcgtgt
gcatttatgce
gtaaaagcat
ttgtggatge
aacagcctge
atggtgcata
aaggttgggt
ctgaagaact
ttcecggttga
cgcgecgegt
ttacaacgtc
cccecttteg
ttgcgcagee
ggtatttcac

agccagcccce
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aaaactggca
ggcaaatttt
gtgtaaagtt
cctgtgttgg
ggatcgtccg
agatccgacc
tgccaatctg
cgaacgtctg
acgtatgagce
tctgeceggtt
tagcctggaa
ggccatgegt
aggtccgcetg
tcgegeggeg
gtgactggga
ccagctggceg
tgaatggcga
accgcatatg

gacacccgcece

<213> Plasmido pCP32AMP;

<400> 28

acatgaatgg
tgcaccatta
acatctgtat
atccataccg
gtaacccgta
aattccccct
cccgetttat
atgaacaggc

gcctegegeg

tctteggttt
tgttcecggat
taacgaagcg
ccagttgttt
tcgtgagcat
tacacggagg
cagaagccag
agacatctgt

tttcggtgat

ccgtgttteg
ctgcatcgca
ctggcattga
accctcacaa
cctectetegt
catcaagtga
acattaacgc
gaatcgcettce

gacggtgaaa

ctgtggattg
ctgcctgcaa
gcagatattg
agcacccgtg
aattttggta
agcccgageg
gttagccegtg
agtaaaccgce
tggtcacgta
aaagaagttg
ctgtttaatc
ggtgcaatta
gttaccatgce
cttttttttg
aaaccctgge
taatagcgaa
atggcgcctg
gtgcactctc

aacacccgcet

taaagtctgg
ggatgctgcet
ccctgagtga
cgttccagta
ttcatcggta
ccaaacagga
ttctggagaa
acgaccacgce

acctctgaca
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aactggcaca
atcaggttag
gtgcacaggc
ttgatctgtg
tttgtctgga
gtcgtacccce
tggatgttag
tgctgectgg
attgtcgtct
cacgcgcact
gtcgtatgag
gctgggcaaa
ctcgtgttag
gtaccgagcet
gttacccaac
gaggcccgca
atgcggtatt
agtacaatct

gacgaattc

tgaactgcat
cgataatctg
actgcctcceg
ggaacgttgt
tacctttaac
gaatgcaaaa
caaagttttt
tcatccgtat
gttctatggt
gtttcatggt
cgaagaaggt
actggttcag
cgcaagcctg
cgaattcact
ttaatcgcect
ccgatcgece
ttctecttac

gctctgatge

aaacgcggaa gtcagcgccce

ggctaccctg tggaacacct

tttttctetg gtcecgecge

accgggcatg ttcatcatca

tcattaccecc catgaacaga

aaaaaccgcc cttaacatgg

actcaacgag ctggacgcgg

tgatgagctt taccgcagct

catgcagctc ccggagacgg

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9300

9960

10020

10080

10140

10200

10249

60

120

180

240

300

360

420

480

540



tcacagecttg
gtgttggcgg
ctggcttaac
aataccgcac
cactgactcg
ggtaatacgg
ccagcaaaag
cccecctgac
actataaaga
cctgecgett
tagctcacge
gcacgaaccc
caacccggta
agcgaggtat
tagaaggaca
tggtagctct
gcagcagatt
gtctgacgct
aaggatcttc
atatgagtaa
gatctgtcta
acgggagggc
ggctccagat
tgcaacttta
ttcgeccagtt
ctcgtegttt
atcccccatg
taagttggcc
catgccatcc
atagtgtatg
acatagcaga

aaggatctta

tctgtaageg
gtgtcgggge
tatgcggcat
agatgcgtaa
ctgcgetegg
ttatccacag
gccaggaacc
gagcatcaca
taccaggcgt
accggatacc
tgtaggtatc
ccegtteage
agacacgact
gtaggcggtg
gtatttggta
tgatcecggeca
acgcgcagaa
cagtggaacg
acctagatcc
acttggtctg
tttcgttcat
ttaccatctg
ttatcagcaa
tecegecteeca
aatagtttgc
ggtatggett
ttgtgcaaaa
gcagtgttat
gtaagatgct
cggcgaccga
actttaaaag

ccgctgttga

ES 2 663 445 T3

gatgccggga
gcagccatga
cagagcagat
ggagaaaata
tcgttegget
aatcagggga
gtaaaaaggc
aaaatcgacg
ttccecectgg
tgtcegectt
tcagttecggt
ccgaccgetg
tatcgccact
ctacagagtt
tectgegetet
aacaaaccac
aaaaaggatc
aaaactcacg
ttttaaatta
acagttacca
ccatagttgce
gccccagtge
taaaccagcc
tccagtctat
gcaacgttgt
cattcagctc
aagcggttag
cactcatggt
tttctgtgac
gttgctettg
tgctcatcat

gatccagttc

gcagacaagc
cccagtcacg
tgtactgaga
ccgecatcagg
gcggcgageg
taacgcagga
cgegttgetg
ctcaagtcag
aagctcccte
tctceectteg
gtaggtcgtt
cgecttatee
ggcagcagcc
cttgaagtgg
gctgaagcca
cgctggtage
tcaagaagat
ttaagggatt
aaaatgaagt
atgcttaatc
ctgactcecce
tgcaatgata
agccggaagg
taattgttge
tgccattget
cggttcccaa
ctecetteggt
tatggcagca
tggtgagtac
cceggegtea
tggaaaacgt

gatgtaaccc
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ccgtcaggge
tagcgatagce
gtgcaccata
cgctetteeg
gtatcagcectc
aagaacatgt
gcogtttttce
aggtggcgaa
gtgcgetcte
ggaagcgtgg
cgctccaage
ggtaactatc
actggtaaca
tggcctaact
gttacctteg
ggtggttttt
cctttgatct
ttggtcatga
tttaaatcaa
agtgaggcac
gtcgtgtaga
ccgcgagacce
gccgagegea
cgggaagcta
gcaggcatcg
cgatcaaggc
cctecgateg
ctgcataatt
tcaaccaagt
acacgggata
tettegggge

actcgtgcac

gcgtcagegg
ggagtgtata
tgeggtgtga
cttececteget
actcaaaggc
gagcaaaagg
ataggctceg
acccgacagg
ctgttccgac
cgctttcteca
tgggectgtgt
gtcttgagte
ggattagcag
acggctacac
gaaaaagagt
ttgtttgcaa
tttctacggg
gattatcaaa
tctaaagtat
ctatctcage
taactacgat
cacgctcacc
gaagtggtcc
gagtaagtag
tggtgtcacg
gagttacatg
ttgtcagaag
ctcttactgt
cattctgaga
ataccgcgee
gaaaactctce

ccaactgatc

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



ttcagcatct
cgcaaaaaag
atattattga
ttagaaaaat
ctaagaaacc
tcgtcttcaa
gcaataaaca
tgaagaaaaa
gaagacattt
tgggaaattg
taacagcaat
tatcaaagga
tagaacagct
tatcacagga
tttaagcata
cagatatagg
aagcgctcgt
gtataggaac
aaccaaaaac
acattgctca
ccatccacct
atctctagta
gaaaacaata
aaccgttcat
agtatgcgca
gcacccgcag
gaagagaaaa
agttatcaag
ttgttagaaa
ctttgttggt

ttectttgttt

tttactttca
ggaataaggg
agcatttatc
aaacaaatag
attattatca
gaattctgaa
ggaataccaa
tgcgecttat
gatgacctca
gagcgataag
acctgatcac
aatgatagca
aaagggtagt
ggtactagac
aacacgcact
tgcgacgtga
tttcggaaac
ttcagagcge
gcaccggact
aaagtatctc
ttecgectecett
ttactcttta
cgaaaatgta
aattttctga
atccacatcg
cttcgcectagt
tagacaccaa
agactgcatt
aatagcgctc
aaaatagcgce

gaaaaattag
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ccagecgtttce
cgacacggaa
agggttattg
gggtteccgeg
tgacattaac
ccagtcctaa
ttattaaaag
tcaatctttg
tttctttcaa
cgtgcttctg
tacttcgcac
ttgaaggatg
gctgaaggaa
tacctttcat
atgcegttcet
acagtgagct
gctttgaagt
ttttgaaaac
gtaacgagct
tttgctatat
gaacttgcat
gacaaaaaaa
aacatttcct
ccaatgaaga
gtatagaata
aatcagtaaa
agtagccttc
atagagcgca
tcgggatgceca
tctegegttg

cgctectegeg

tgggtgagca
atgttgaata
tctcatgage
cacatttcce
ctataaaaat
aacgagtaaa
ataacttagt
ctataaaaaa
tgaagggcct
ccgtggecag
tagtttcteg
agactaatcc
gcatacgata
cctacataaa
tctcatgtat
gtatgtgecge
tcctatteeg
caaaagcgct
actaaaatat
atctctgtge
ctaaactcga
ttgtagtaag
atacgtagta
atcatcaacg
taatcgggga
cgcgggaagt
ttctaacctt
caaaggagaa
tttttgtaga
catttctgtt

ttgcattttt
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aaaacaggaa
ctcatactct
ggatacatat
cgaaaagtgc
aggcgtatca
taggaccgge
cagatcgtac
tggcccaaaa
aacggagttg
gacaacgtat
gtactatgca
aattgaggag
cccegeatgg
tagacgcata
atatatatac
agctcgegtt
aagttcctat
ctgaagacgc
tgcgaatacc
tatatcccta
cctctacatt
aactattcat
tatagagaca
ctatcacttt
tgcectttate
ggagtcagge
aacggaccta
aaaaagtaat
acaaaaaaga
ctgtaaaaat

gttttacaaa

ggcaaaatgc
tccttttteca
ttgaatgtat
cacctgacgt
cgaggccctt
aattcttcaa
aataaagctt
tctcacattg
actaatgttg
actcatcaga
tatgatccaa
tggcagcata
aatgggataa
taagtacgca
aggcaacacg
gcattttcgg
tctctagaaa
actttcaaaa
gcttccacaa
tataacctac
ttttatgttt
agagtgaatc
aaatagaaga
ctgttcacaa
ttgaaaaaat
tttttttatg
cagtgcaaaa
ctaagatgct
agtatagatt
gcagctcaga

aatgaagcac

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



agattcttcg
tcagattctt
gcacagatgc
gaaccgggga
ccgaaataca
atatactatc
aacaagtacg
agcgtattcg
attgtagaag
cgcgaagata
agagtggtaa
ggagtatact
taagcttttce
tgaaattttt
cttagattgg
ttaacccaac
acatataagg
atgcacgaaa
ctggagttag
ttgactgatt
aattttttac
tactctgcegg
gtgggcccag
agaggccttt
actaagggta
caaagagaca
ggtttagatg
tctacaggat
aaggtagagg
cagcaaaact
gcttcaattt

ttaacaaaca

ttggtaaaat
tgtttgaaaa
ttcgttaaca
tgcgacgtge
tacattgtct
tgtttcaggg
atcgtaaatc
aatatcattg
tgcettttge
gaatcttaga
ggcctcegtta
agtatagtct
aattcaattc
ttgattcggt
tatatatacg
tgcacagaac
aacgtgctgce
agcaaacaaa
ttgaagcatt
tttccatgga
tcttcgaaga
gtgtatacag
gtattgttag
tgatgttage
ctgttgacat
tgggtggaag
acaagggaga
ctgacattat
gtgaacgtta
aaaaaactgt

aattatatca

aaggagttac

ES 2 663 445 T3

agcgcttteg
attagcgctce
aagatatgct
aagattacct
tccgtaaage
aaaactccca
tgtaaaacag
agaagctgca
atttctagtc
tcacactgce
aaggacaagg
atagtccgtg
atcatttttt
aatctccgaa
catatgtagt
aaaaacctgc
tactcatcct
cttgtgtgcet
aggtcccaaa
gggcacagtt
cagaaaattt
aatagcagaa
cggtttgaag
agaattgtca
tgcgaagagce
agatgaaggt
cgcattgggt
tattgttgga
cagaaaagca
attataagta
gttattaccc

agttagaaat

cgttgcattt
tcgegttgea
attgaagtgc
atgcaataga
gctagactat
ggttcggatg
tttgtcggat
gcgtcacatce
tctttectegg
tttgctgage
acctgagcgg
gaattctcat
ttttattctt
cagaaggaag
gttgaagaaa
aggaaacgaa
agtcctgttg
tcattggatg
atttgtttac
aagccgctaa
gctgacattg
tgggcagaca
caggcggcag
tgcaagggct
gacaaagatt
tacgattggt
caacagtata
agaggactat
ggctgggaag
aatgcatgta
gggaatctcg

tgtaggagag
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ctgttctgta
tttttgttet
aagatggaaa
tgcaatagtt
atattattat
ttcaaaattc
attaggctgt
ggataataat
tctagctagt
tggatcaata
aagtgtatcg
gtttgacagce
ttttttgatt
aacgaaggaa
catgaaattg
gataaatcat
ctgccaagct
ttcgtaccac
taaaaacaca
aggcattatc
gtaatacagt
ttacgaatgce
aagaagtaac
ccctatctac
ttgttatcgg
tgattatgac
gaaccgtgga
ttgcaaaggg
catatttgag
tactaaactc
gtcgtaatga

atctecgtttt

aaaatgcagc
acaaaatgaa
cgcagaaaat
tcteccaggaa
acaggttcaa
aatgatgggt
atctcctcaa
gatggcagcce
tttactacat
gagtaacaaa
tacagtagac
ttatcatcga
teggtttett
ggagcacaga
cccagtattc
gtcgaaagcet
atttaatatc
caaggaatta
tgtggatatc
cgccaagtac
caaattgcag
acacggtgtg
aaaggaacct
tggagaatat
ctttattgcet
acceggtgtg
tgatgtggtc
aagggatgct
aagatgcggc
acaaattaga
cttgaaataa

tcgecgacaat

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ctggegtttt
cattctgacg
tggaacagac
tcctectgte
ccatgcccecga
gattggccca
ggcgetgegt
gccgegtace
ccagatcaac
tctgecageg
gagctggggce
agggctttet
cgatgccatt
ttcggecgatt
agagcctaac
cctgeccagcea
gcagatggat
tggcgtgatg
gctggectac
gttacgtcaa
cgccgtcaga
atcaggcaat
tcattttaaa
gct

<210> 29

<211> 7630
<212> ADN

tcttgctaat
gaagatatag
atgaattatc
gcattgctgg
aaagcgatcc
tgctcaattce
gaagagctga
acggtgggct
gacggtctge
gcaggtgagt
gcaattggcg
tgtceggteg
aatgccgceceg
gtgaatacca
tacagcgcga
caggtgatga
gtttgtgctg
gtggaaagcc
ggtaagagca
ctggcgaatg
gtggcgtatce
gtgctccatt

cgaatgacgt

<213> Plasmido pCP14;

<400> 29
ctcgaggcta
cgccaatatt

taaaaatttt

gcgggggcaa

ES 2 663 445 T3

tccaggatta
attggaagta
agaacgacga
aaaaattccc
ataagatcct
atgatcctgt
aagatgagct
ggaaagggct
gtatagccceg
ttctcgatat
cacgtaccac
gcttcaaaaa
gtgcgececgea
gcggtaacgg
agcacgttgce
tcgatttcag
acgtttgcca
atctggtgga
tcaccgatgce
cagtaaaagc
cgatgaatca
gttagcaaca

ttacttcget

atccgttcat
ttgcattcac
tttacgcatc
cgctactgaa
gaaaggtaat
cgcggcaaaa
ggaaatcgta
gattaacgat
taaattgctg
gatcacccca
cgaatcgcag
tggcaccgac
ctgcttectg
cgattgccat
tgaagtgaaa
ccatgctaac
gcagattgcc
aggcaatcag
ctgcatcgge
gcgtcgeggg
ccacaggcct
aaaaagccga

ttaccctggt

agtgtaaaac
taagataagt
aaagaaatca
aatgccgcga
gatgatcgcce
gagtatgcca
atgcgegtcet
ccgcatatgg
cttgatatta
caatatctcg
gtgcaccgeg
ggtacgatta
tccgtaacga
atcattctge
gaagggctga
tcgtccaaac
ggtggcgaaa
agcctcgaga
tgggaagata
taaggtttaa
gataagtcge
ctcacttgca

ttgcaaccge

cccgtttaca
atggcaacac
aagagttact
atacggttgce
tgttggttgt
ctegettget
attttgaaaa
ataatagcett
acgacagcgg
ctgacctgat
aactggcatc
aagtggctat
aatgggggca
gcggcggtaa
acaaagcagg
aattcaaaaa
aggccattat
gcggggagec
ccgatgcetcet
ttgtcggatg
gcagcgtcge
gtcggettte

cgetgettte

ttgacgacag ctatggttca ctgtccacca accaaaactg tgctcagtac

tctceettga ggggtacaaa gaggtgtcce tagaagagat ccacgetgtg

acaaaaaggt attgactttc cctacagggt gtgtaataat ttaattacag

ccecgectgt tctagaggag gaggaatcge catggagagg attgtcegtta

110

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7623

60

120

180

240



ctctcgggga
cattcttacc
ctctgtatct
ttatcctccece
cgttgttaca
tgggcgatct
tccecgacgac
atccectegg
tcgactgtet
aatacggcat
tgttgecgtet
cagaagttgt
acacctttgg
cggtcgetge
ctgccgaaac
cgcgcgaaat
cgggagagat
tttcgcacga
tgcctgatge
tgatgcgacg
tcggcaatta
aaacgcggaa
ggctaccctg
tttttctcetg
accgggcatg
tcattaccce
aaaaaccgcce
actcaacgag
tgatgagcectt
catgcagctc

ccgtcaggge

acgtagttac
gctgaaatcg
cgataaggtc
tgacggcgag
aaagccgcecat
gaccggcttce
gttactgtcg
taaaaacatg
gaaaacgctt
tattcttgac
ggacggteceg
cgccgecgac
tcatgccatt
gggtatggtg
gcagcgtatt
gtcecgegeag
gcgcettaatt
gcttgttett
cgctatgtag
cggtcgegte
atacatagca
gtcagcgcecce
tggaacacct
gtcecegecge
ttcatcatca
catgaacaga
cttaacatgg
ctggacgcgg
taccgcagcet
ccggagacgg

gcgtcagegg

ES 2 663 445 T3

ccaattacca
ggcgagcagg
cgcggegtac
cagtataaaa
ggtcgecgata
gcggcggcga
caggtcgatt
attggcgegt
cccecegegtg
ggtgcgtttt
gcaatggcgt
gagcgcgaaa
gaagctgaaa
atggcggcge
ataaccctge
gcgtatttac
cttcegttgg
aacgccattg
gccggataag
ttatcaggcc
acatgaatgg
tgcaccatta
acatctgtat
atccataccg
gtaacccgta
aattccccct
cccgetttat
atgaacaggc
gcectegegeg
tcacagcttg

gtgttggegg

tcgecatctgg
tcatgttggt
ttgaacaggc
gcectggetgt
ctacgctggt
gttatcagcg
cctecegttgg
tctaccagcece
agttagcgtce
tcaactggct
actgtattcg
ccgggttacg
tggggtatgg
ggacgtcgga
tcacgcgggce
cgcatatgct
caattggtaa
ccgattgtca
gcgttcacge
tacaggtcga
tctteggttt
tgttccggat
taacgaagcg
ccagttgttt
tcgtgagcat
tacacggagg
cagaagccag
agacatctgt
tttcggtgat
tctgtaageg

gtgtcgggge
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tttgtttaat
caccaacgaa
gggtgttaac
actcgatacc
ggcgcettgge
cggtgttegt
cggcaaaact
tgcttcagtg
ggggctggca
ggaagagaat
ccgttgttgt
tgctttactg
caattggtta
acgtctcggg
tgggttaccg
gcgtgacaag
gagtgaagtt
atcagcgtaa
cgcatccgge
tgccgatatg
ccgtgttteg
ctgcatcgeca
ctggcattga
accctcacaa
cctectetegt
catcaagtga
acattaacgce
gaatcgcettce
gacggtgaaa
gatgccggga

gcagccatga

gaaccagctt
accctggete
gtcgatageg
gtctttacgg
ggcggcgtag
ttcattcaag
gcggtcaacce
gtggtggatc
gaagtcatca
ctggatgcegt
gaactgaagg
aatctgggac
catggtgaag
cagtttagtt
gtcaatgggce
aaagtccttg
cgcagcggcg
tcatcgttca
aaccgatgcce
tacatcgtat
taaagtctgg
ggatgctgcet
ccctgagtga
cgttccagta
ttcatcggta
ccaaacagga
ttctggagaa
acgaccacgc
acctctgaca
gcagacaagc

cccagtcacg

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



tagcgatagce
gtgcaccata
cgctetteeg
gtatcagctc
aagaacatgt
gcgtttttece
aggtggcgaa
gtgcgetcte
ggaagcgtgg
cgctccaage
ggtaactatc
actggtaaca
tggcctaact
gttaccttceg
ggtggttttt
cctttgatcet
ttggtcatga
tttaaatcaa
agtgaggcac
gtcgtgtaga
ccgcgagace
gccgagcgcea
cgggaagcta
gcaggcatcg
cgatcaaggc
ccteccgateg
ctgcataatt
tcaaccaagt
acacgggata
tecttegggge
actcgtgcac

aaaacaggaa

ggagtgtata
tgcggtgtga
cttccteget
actcaaaggc
gagcaaaagg
ataggctccg
acccgacagg
ctgttcecgac
cgctttectea
tgggctgtgt
gtcttgagtc
ggattagcag
acggctacac
gaaaaagagt
ttgtttgcaa
tttctacggg
gattatcaaa
tctaaagtat
ctatctcagce
taactacgat
cacgctcacc
gaagtggtcc
gagtaagtag
tggtgtcacg
gagttacatg
ttgtcagaag
ctcttactgt
cattctgaga
ataccgegece
gaaaactctc
ccaactgatc

ggcaaaatgc

ES 2 663 445 T3

ctggcttaac
aataccgcac
cactgactcg
ggtaatacgg
ccagcaaaag
ccceectgac
actataaaga
cctgeegett
tagctcacge
gcacgaaccce
caacccggta
agcgaggtat
tagaaggaca
tggtagctct
gcagcagatt
gtctgacgcet
aaggatcttc
atatgagtaa
gatctgtcta
acgggagggc
ggctccagat
tgcaacttta
ttcgeccagtt
ctegtegttt
atccccecatg
taagttggcce
catgccatcc
atagtgtatg
acatagcaga
aaggatctta
ttcagcatct

cgcaaaaaag

tatgcggcat
agatgcgtaa
ctgegetegg
ttatccacag
gccaggaacce
gagcatcaca
taccaggecgt
accggatacc
tgtaggtatc
cccgttcage
agacacgact
gtaggcggtg
gtatttggta
tgatccggceca
acgcgcagaa
cagtggaacg
acctagatcc
acttggtctg
tttegttcat
ttaccatctg
ttatcagcaa
tcegecteca
aatagtttgc
ggtatggcett
ttgtgcaaaa
gcagtgttat
gtaagatgct
cggcgaccga
actttaaaag
ccgcetgttga
tttactttca

ggaataaggg
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cagagcagat
ggagaaaata
tegttegget
aatcagggga
gtaaaaaggc
aaaatcgacg
ttcececectgg
tgtcecgecett
tcagttcggt
ccgaccgcectg
tatcgccact
ctacagagtt
tctgegetcet
aacaaaccac
aaaaaggatc
aaaactcacg
ttttaaatta
acagttacca
ccatagttgce
gccccagtge
taaaccagcce
tccagtctat
gcaacgttgt
cattcagctc
aagcggttag
cactcatggt
tttctgtgac
gttgctcttg
tgctcatcat
gatccagttc
ccagcgttte

cgacacggaa

tgtactgaga
ccgcatcagg
gcggcgageg
taacgcagga
cgegttgetg
ctcaagtcag
aagctccctce
tctecectteg
gtaggtcgtt
cgccttatcece
ggcagcagcce
cttgaagtgg
gctgaagcca
cgctggtage
tcaagaagat
ttaagggatt
aaaatgaagt
atgcttaatc
ctgactcccce
tgcaatgata
agccggaagg
taattgttge
tgccattgcet
cggttcccaa
ctcectteggt
tatggcagca
tggtgagtac
cceggegtcea
tggaaaacgt
gatgtaaccc
tgggtgagca

atgttgaata

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

4020



ctcatactct
ggatacatat
cgaaaagtgc
aggcgtatca
taggaccgge
cagatcgtac
tggcccaaaa
aacggagttg
gacaacgtat
gtactatgca
aattgaggag
ccccgecatgg
tagacgcata
atatatatac
agctcgegtt
aagttcctat
ctgaagacgce
tgcgaatacc
tatatcccta
cctctacatt
aactattcat
tatagagaca
ctatcacttt
tgcectttate
ggagtcagge
aacggaccta
aaaaagtaat
acaaaaaaga
ctgtaaaaat
gttttacaaa

ctgttctgta

tcctttttca
ttgaatgtat
cacctgacgt
cgaggccctt
aattcttcaa
aataaagctt
tctcacattg
actaatgttg
actcatcaga
tatgatccaa
tggcagcata
aatgggataa
taagtacgca
aggcaacacg
gcattttecgg
tctctagaaa
actttcaaaa
gcttccacaa
tataacctac
ttttatgttt
agagtgaatc
aaatagaaga
ctgttcacaa
ttgaaaaaat
tttttttatg
cagtgcaaaa
ctaagatgct
agtatagatt
gcagctcaga
aatgaagcac

aaaatgcagce
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atattattga
ttagaaaaat
ctaagaaacc
tcgtcttcaa
gcaataaaca
tgaagaaaaa
gaagacattt
tgggaaattg
taacagcaat
tatcaaagga
tagaacagct
tatcacagga
tttaagcata
cagatatagg
aagcgctcgt
gtataggaac
aaccaaaaac
acattgctca
ccatccacct
atctctagta
gaaaacaata
aaccgttcat
agtatgcgca
gcacccgcag
gaagagaaaa
agttatcaag
ttgttagaaa
ctttgttggt
ttctttgttt
agattcttcg

tcagattctt

agcatttatc
aaacaaatag
attattatca
gaattctgaa
ggaataccaa
tgcgecttat
gatgacctca
gagcgataag
acctgatcac
aatgatagca
aaagggtagt
ggtactagac
aacacgcact
tgcgacgtga
tttcggaaac
ttcagagcgce
gcaccggact
aaagtatctc
ttcgectectt
ttactcttta
cgaaaatgta
aattttctga
atccacatcg
cttcgctagt
tagacaccaa
agactgcatt
aatagcgctc
aaaatagcgc
gaaaaattag
ttggtaaaat

tgtttgaaaa
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agggttattg
gggttccgeg
tgacattaac
ccagtcctaa
ttattaaaag
tcaatctttg
tttctttcaa
cgtgcttectg
tacttecgcac
ttgaaggatg
gctgaaggaa
tacctttcat
atgccgttcet
acagtgagct
gctttgaagt
ttttgaaaac
gtaacgagct
tttgctatat
gaacttgcat
gacaaaaaaa
aacatttcct
ccaatgaaga
gtatagaata
aatcagtaaa
agtagccttce
atagagcgca
tcgggatgceca
tctegegttg
cgctctegeg
agcgcttteg

attagcgctc

tctcatgage
cacatttcce
ctataaaaat
aacgagtaaa
ataacttagt
ctataaaaaa
tgaagggcct
ccgtggecag
tagtttctceg
agactaatcc
gcatacgata
cctacataaa
tctcatgtat
gtatgtgcge
tcctattceceg
caaaagcgct
actaaaatat
atctctgtge
ctaaactcga
ttgtagtaag
atacgtagta
atcatcaacg
taatcgggga
cgcgggaagt
ttctaacctt
caaaggagaa
tttttgtaga
catttctgtt
ttgcattttt
cgttgcattt

tcgegttgea

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880



tttttgttct
aagatggaaa
tgcaatagtt
atattattat
ttcaaaattc
attaggctgt
ggataataat
tctagctagt
tggatcaata
aagtgtatcg
gtttgacagc
ttttttgatt
aacgaaggaa
catgaaattg
gataaatcat
ctgccaagcet
ttegtaccac
taaaaacaca
aggcattatc
gtaatacagt
ttacgaatgc
aagaagtaac
ccctatcectac
ttgttatcgg
tgattatgac
gaaccgtgga
ttgcaaaggg
catatttgag
tactaaactc

gtcgtaatga

acaaaatgaa
cgcagaaaat
tctccaggaa
acaggttcaa
aatgatgggt
atctcctcaa
gatggcagcce
tttactacat
gagtaacaaa
tacagtagac
ttatcatcga
tcggtttett
ggagcacaga
cccagtattce
gtcgaaagcet
atttaatatc
caaggaatta
tgtggatatc
cgccaagtac
caaattgcag
acacggtgtg
aaaggaacct
tggagaatat
ctttattget
acccggtgtg
tgatgtggtc
aagggatgct
aagatgecgge

acaaattaga
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gcacagatgc
gaaccgggga
ccgaaataca
atatactatc
aacaagtacg
agcgtattcg
attgtagaag
cgcgaagata
agagtggtaa
ggagtatact
taagcttttce
tgaaattttt
cttagattgg
ttaacccaac
acatataagg
atgcacgaaa
ctggagttag
ttgactgatt
aattttttac
tactctgegg
gtgggcccag
agaggccttt
actaagggta
caaagagaca
ggtttagatg
tctacaggat
aaggtagagg
cagcaaaact

gcttcaattt

ttcgttaaca
tgcgacgtge
tacattgtct
tgtttcaggg
atcgtaaatc
aatatcattg
tgcecttttge
gaatcttaga
ggcctegtta
agtatagtct
aattcaattc
ttgattecggt
tatatatacg
tgcacagaac
aacgtgctgce
agcaaacaaa
ttgaagcatt
tttccatgga
tcttcgaaga
gtgtatacag
gtattgttag
tgatgttage
ctgttgacat
tgggtggaag
acaagggaga
ctgacattat
gtgaacgtta
aaaaaactgt

aattatatca
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aagatatgct
aagattacct
tcegtaaage
aaaactccca
tgtaaaacag
agaagctgca
atttctagtce
tcacactgcce
aaggacaagg
atagtcecgtg
atcatttttt
aatctccgaa
catatgtagt
aaaaacctgce
tactcatcct
cttgtgtgcet
aggtcccaaa
gggcacagtt
cagaaaattt
aatagcagaa
cggtttgaag
agaattgtca
tgcgaagagce
agatgaaggt
cgcattgggt
tattgttgga
cagaaaagca
attataagta

gttattaccc

attgaagtgce
atgcaataga
gctagactat
ggttcggatg
tttgtecggat
gcgtcacatce
tctttetegg
tttgctgage
acctgagcgg
gaattctcat
ttttattctt
cagaaggaag
gttgaagaaa
aggaaacgaa
agtcctgttg
tcattggatg
atttgtttac
aagccgctaa
gctgacattg
tgggcagaca
caggcggcag
tgcaagggct
gacaaagatt
tacgattggt
caacagtata
agaggactat
ggctgggaag
aatgcatgta

gggaatctcg

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7630



10

<210> 30
<211> 10015
<212> ADN

<213> Plasmido pCP50;

<400> 30

cttgaaataa
tcgcgacaat
ccegtttaca
atggcaacac
aagagttact
atacggttgce
tgttggttgt
ctcgettget
attttgaaaa
ataatagctt
acgacagcgg
ctgacctgat
aactggcatc
aagtggctat
aatgggggca
gcggceggtaa
acaaagcagg
aattcaaaaa
aggccattat
gcggggagcec
ccgatgetcet
ttgtcggatg
gcagcgtege
gtcggettte
cgctgettte
gaagtcagcg
ctgtggaaca
ctggtcecege
atgttcatca

ccccatgaac

ttaacaaaca
ctggegtttt
cattctgacg
tggaacagac
tcctectgte
ccatgcccga
gattggccca
ggcgetgegt
gcecgegtace
ccagatcaac
tctgeccageg
gagctgggge
agggctttcet
cgatgccatt
ttecggegatt
agagcctaac
cctgccagea
gcagatggat
tggcgtgatg
gctggectac
gttacgtcaa
cgccgtcaga
atcaggcaat
tcattttaaa
gctacatgaa
ccctgcacca
cctacatctg
cgcatccata
tcagtaaccc

agaaattccc
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aaggagttac
tcttgctaat
gaagatatag
atgaattatc
gcattgctgg
aaagcgatcc
tgctcaattce
gaagagctga
acggtggget
gacggtctge
gcaggtgagt
gcaattggcg
tgtceggteg
aatgccgeceg
gtgaatacca
tacagcgcga
caggtgatga
gtttgtgcectg
gtggaaagcc
ggtaagagca
ctggcgaatg
gtggcgtatc
gtgctccatt
cgaatgacgt
tggtcttegg
ttatgttceg
tattaacgaa
ccgecagttg
gtatcgtgag

ccttacacgg

agttagaaat
tccaggatta
attggaagta
agaacgacga
aaaaattccc
ataagatcct
atgatcctgt
aagatgagct
ggaaagggct
gtatagccceg
ttctcgatat
cacgtaccac
gcttcaaaaa
gtgcgcegea
gcggtaacgg
agcacgttgce
tcgatttcag
acgtttgcca
atctggtgga
tcaccgatge
cagtaaaagc
cgatgaatca
gttagcaaca
ttacttcget
tttcegtgtt
gatctgcatc
gcgcetggeat
tttaccctca
catcctctcet

aggcatcaag

115

tgtaggagag
atcecgttcat
ttgcattcac
tttacgcatc
cgctactgaa
gaaaggtaat
cgcggcaaaa
ggaaatcgta
gattaacgat
taaattgctg
gatcacccca
cgaatcgcag
tggcaccgac
ctgcttectg
cgattgccat
tgaagtgaaa
ccatgctaac
gcagattgcce
aggcaatcag
ctgcatcgge
gcgtegeggg
ccacaggcct
aaaaagccga
ttaccctggt
tcgtaaagtc
gcaggatgcect
tgaccctgag
caacgttcca
cgtttcateg

tgaccaaaca

atctecgtttt
agtgtaaaac
taagataagt
aaagaaatca
aatgccgcega
gatgatcgce
gagtatgcca
atgcgegtct
ccgcatatgg
cttgatatta
caatatctcg
gtgcaccgeg
ggtacgatta
tccgtaacga
atcattctge
gaagggctga
tcgtccaaac
ggtggcgaaa
agcctcgaga
tgggaagata
taaggtttaa
gataagtcge
ctcacttgca
ttgcaaccge
tggaaacgcg
gctggcetace
tgatttttct
gtaaccgggce
gtatcattac

ggaaaaaacc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800



gcccttaaca
gagctggacg
ctttaccgeca
ctccecggaga
ggcgcegteag
agcggagtgt
atatgcggtg
ccgettecte
ctcactcaaa
tgtgagcaaa
tccataggcet
gaaacccgac
ctectgttee
tggcgecttte
agctgggctg
atcgtcttga
acaggattag
actacggcta
tcggaaaaag
tttttgtttg
tcttttcetac
tgagattatc
caatctaaag
cacctatctce
agataactac
acccacgctce
gcagaagtgg
ctagagtaag
tcgtggtgte
ggcgagttac

tcgttgtcag

tggceegett
cggatgaaca
gctgectege
cggtcacage
cgggtgttgg
atactggctt
tgaaataccg
gctcactgac
ggcggtaata
aggccagcaa
ccgececcect
aggactataa
gaccctgeceg
tcatagctca
tgtgcacgaa
gtccaacccg
cagagcgagg
cactagaagg
agttggtagce
caagcagcag
ggggtctgac
aaaaaggatc
tatatatgag
agcgatctgt
gatacgggag
accggctcca
tcctgecaact
tagttcgcecca
acgctegteg
atgatcccce

aagtaagttg

ES 2 663 445 T3

tatcagaagc
ggcagacatc
gcgttteggt
ttgtctgtaa
cgggtgtegg
aactatgcgg
cacagatgcg
tcgetgeget
cggttatcca
aaggccagga
gacgagcatc
agataccagg
cttaccggat
cgctgtaggt
ccceecgtte
gtaagacacg
tatgtaggcg
acagtatttg
tcttgatcecg
attacgcgca
gctcagtgga
ttcacctaga
taaacttggt
ctatttegtt
ggcttaccat
gatttatcag
ttatcecgect
gttaatagtt
tttggtatgg
atgttgtgca

gccgecagtgt

cagacattaa
tgtgaatcgce
gatgacggtg
gcggatgecg
ggcgcagcca
catcagagca
taaggagaaa
cggtcegtteg
cagaatcagg
accgtaaaaa
acaaaaatcg
cgtttceccece
acctgtccege
atctcagttc
agcccgaccg
acttatcgcc
gtgctacaga
gtatctgcge
gcaaacaaac
gaaaaaaagg
acgaaaactc
tccttttaaa
ctgacagtta
catccatagt
ctggcceccag
caataaacca
ccatccagtc
tgcgcaacgt
cttcattcag
aaaaagcggt

tatcactcat
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cgcttctgga
ttcacgacca
aaaacctctg
ggagcagaca
tgacccagtc
gattgtactg
ataccgcatc
gctgeggega
ggataacgca
ggccgegttg
acgctcaagt
tggaagctcc
ctttectececet
ggtgtaggte
ctgcgectta
actggcagca
gttcttgaag
tctgctgaag
caccgctggt
atctcaagaa
acgttaaggg
ttaaaaatga
ccaatgctta
tgcctgactce
tgctgcaatg
gccagccgga
tattaattgt
tgttgcecatt
ctcecggttece
tagctcectte

ggttatggca

gaaactcaac
cgctgatgag
acacatgcag
agcccgtcag
acgtagcgat
agagtgcacc
aggcgctcett
gcggtatcag
ggaaagaaca
ctggecgtttt
cagaggtggce
ctcgtgeget
tcgggaageg
gttecgcectcca
tcecggtaact
gccactggta
tggtggccta
ccagttacct
agcggtggtt
gatcctttga
attttggtca
agttttaaat
atcagtgagg
cccegtegtgt
ataccgcgag
agggccgagce
tgcegggaag
gctgcaggca
caacgatcaa
ggtcctcecga

gcactgcata

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660



attctcttac
agtcattctg
ataataccgce
ggcgaaaact
cacccaactg
gaaggcaaaa
tcttectttt
tatttgaatg
tgccacctga
tcacgaggce
ggcaattctt
tacaataaag
aaatctcaca
ttgactaatg
tatactcatc
gcatatgatc
gagtggcagce
tggaatggga
atataagtac
tacaggcaac
gttgcatttt
tattctctag
cgcactttca
accgcttcca
ctatataacc
attttttatg
catagagtga
acaaaataga
tttctgttca
atcttgaaaa
ggettttttt

ctacagtgca

tgtcatgcca
agaatagtgt
gccacatagce
ctcaaggatc
atcttcagca
tgccgcaaaa
tcaatattat
tatttagaaa
cgtctaagaa
ctttegtett
caagcaataa
ctttgaagaa
ttggaagaca
ttgtgggaaa
agataacagc
caatatcaaa
atatagaaca
taatatcaca
gcatttaage
acgcagatat
cggaagcgcet
aaagtatagg
aaaaaccaaa
caaacattgce
tacccatcca
tttatctcta
atcgaaaaca
agaaaccgtt
caaagtatgc
aatgcacccg
atggaagaga

aaaagttatc
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tcecgtaagat
atgcggcgac
agaactttaa
ttaccgetgt
tcttttactt
aagggaataa
tgaagcattt
aataaacaaa
accattatta
caagaattct
acaggaatac
aaatgcgcect
tttgatgacc
ttggagcgat
aatacctgat
ggaaatgata
gctaaagggt
ggaggtacta
ataaacacgc
aggtgcgacg
cgttttegga
aacttcagag
aacgcaccgg
tcaaaagtat
cctttegete
gtattactct
atacgaaaat
cataattttc
gcaatccaca
cagcttecget
aaatagacac

aagagactgce

gcttttectgt
cgagttgctce
aagtgctcat
tgagatccag
tcaccagcegt
gggcgacacg
atcagggtta
taggggttcce
tcatgacatt
gaaccagtce
caattattaa
tattcaatct
tcatttcttt
aagcgtgcett
cactacttcg
gcattgaagg
agtgctgaag
gactaccttt
actatgcegt
tgaacagtga
aacgctttga
cgcttttgaa
actgtaacga
ctctttgcecta
cttgaacttg
ttagacaaaa
gtaaacattt
tgaccaatga
tcggtataga
agtaatcagt
caaagtagcc

attatagagc
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gactggtgag
ttgcececggeg
cattggaaaa
ttcgatgtaa
ttctgggtga
gaaatgttga
ttgtctcatg
gcgcacattt
aacctataaa
taaaacgagt
aagataactt
ttgctataaa
caatgaaggg
ctgcegtgge
cactagtttc
atgagactaa
gaagcatacg
catcctacat
tcttectcatg
gctgtatgtg
agttcctatt
aaccaaaagc
gctactaaaa
tatatctctg
catctaaact
aaattgtagt
cctatacgta
agaatcatca
atataatcgg
aaacgcggga
ttcttctaac

gcacaaagga

tactcaacca
tcaacacggg
cgttcttegg
cccactegtg
gcaaaaacag
atactcatac
agcggataca
ccccgaaaag
aataggcgta
aaataggacc
agtcagatcg
aaatggccca
cctaacggag
caggacaacg
tcggtactat
tccaattgag
ataccccgea
aaatagacgc
tatatatata
cgcagctcge
ccgaagttcce
gctctgaaga
tattgcgaat
tgctatatce
cgacctctac
aagaactatt
gtatatagag
acgctatcac
ggatgccttt
agtggagtca
cttaacggac

gaaaaaaagt

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580



aatctaagat
agaagtatag
aatgcagctc
aaaaatgaag
gtaaaaatgc
tctacaaaat
aaacgcagaa
gtttctccag
tatacaggtt
ttcaatgatg
tgtatctcct
aatgatggca
agttttacta
atagagtaac
tcgtacagta
agcttatcat
atttcggttt
gaaggagcac
ttgcccagta
catgtcgaaa
gctatttaat
caccaaggaa
acatgtggat
atccgccaag
agtcaaattg
tgcacacggt
aacaaaggaa
tactggagaa
cggctttatt
gacacccggt

ggatgatgtg

gctttgttag
attctttgtt
agattctttg
cacagattct
agctcagatt
gaagcacaga
aatgaaccgg
gaaccgaaat
caaatatact
ggtaacaagt
caaagcgtat
gccattgtag
catcgcgaag
aaaagagtgg
gacggagtat
cgataagctt
ctttgaaatt
agacttagat
ttcttaaccce
gctacatata
atcatgcacg
ttactggagt
atcttgactg
tacaattttt
cagtactctg
gtggtgggec
cctagaggcecce
tatactaagg
gctcaaagag

gtgggtttag

gtctctacag
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aaaaatagcg
ggtaaaatag
tttgaaaaat
tcgttggtaa
ctttgtttga
tgcttegtta
ggatgcgacg
acatacattg
atctgtttca
acgatcgtaa
tcgaatatca
aagtgccttt
atagaatctt
taaggcctcg
actagtatag
ttcaattcaa
tttttgattc
tggtatatat
aactgcacag
aggaacgtgc
aaaagcaaac
tagttgaagc
atttttccat
tactcttcga
cgggtgtata
caggtattgt
ttttgatgtt
gtactgttga
acatgggtgg
atgacaaggg

gatctgacat

ctctcgggat
cgctctegeg
tagecgctcte
aatagcgcett
aaaattagcg
acaaagatat
tgcaagatta
tcttecegtaa
gggaaaactc
atctgtaaaa
ttgagaagct
tgcatttcta
agatcacact
ttaaaggaca
tctatagtcce
ttcatcattt
ggtaatctcc
acgcatatgt
aacaaaaacc
tgctactcat
aaacttgtgt
attaggtccc
ggagggcaca
agacagaaaa
cagaatagca
tagcggtttg
agcagaattg
cattgcgaag
aagagatgaa
agacgcattg

tattattgtt

118

gcatttttgt
ttgcatttct
gcgttgeatt
tcgegttgea
ctctecgegtt
gctattgaag
cctatgcaat
agcgctagac
ccaggttecgg
cagtttgtcg
gcagcgtcac
gtctetttet
gcctttgetg
aggacctgag
gtggaattct
tttttttatt
gaacagaagg
agtgttgaag
tgcaggaaac
cctagtectg
gcttcattgg
aaaatttgtt
gttaagccge
tttgctgaca
gaatgggcag
aagcaggcgg
tcatgcaagg
agcgacaaag
ggttacgatt
ggtcaacagt

ggaagaggac

agaacaaaaa
gttctgtaaa
tttgttttac
tttctgttcet
gcatttttgt
tgcaagatgg
agatgcaata
tatatattat
atgttcaaaa
gatattaggce
atcggataat
cggtctaget
agctggatca
cggaagtgta
catgtttgac
cttttttttg
aagaacgaag
aaacatgaaa
gaagataaat
ttgctgceccaa
atgttcgtac
tactaaaaac
taaaggcatt
ttggtaatac
acattacgaa
cagaagaagt
gctecectate
attttgttat
ggttgattat
atagaaccgt

tatttgcaaa

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

63900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440



gggaagggat
gagaagatgc
ctcacaaatt
tgaaaggaaa
gatttctgaa
tggcaaattt
tcatcatcecg
cgctgagcat
tggctgacat
cctgggetga
gcctgectgea
tgcactctaa
ccggteeget
tggcggcgea
tgggcgacgg
tgaagctggg
ttgaaggctg
ttcgcgacat
cagtgactga
acaaagccgg
cccgcgaaca
agtgggatgc
cttacgcgaa
tgcecgtcetga
cgaaaatcgce
ctgaattcct
ctaaagcaat
gtatgaccge
ccttectgat
agcgtcaggt
accagccggt

cgtgtgacca

gctaaggtag
ggccagcaaa
agagcttcaa
agcgcaacgg
gcagcaaaag
tceggegtag
atctggagtc
ggacgcagta
tgccgaagtce
ccgtgacecge
cctcacecggt
aactccggge
gggtcagggt
gtttaaccgt
ctgcatgatg
taaactgatt
gttcactgac
cgacggtcat
caaaccgtcce
tacccacgac
gctgggetgg
gaaagaagca
agcttatccg
cttcgacgee
cagccgtaaa
cggcggctcet
caacgaagat
gattgctaac
gttecgtggaa
gatggtttac
tgagcaggtc

ggttgaatcc
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agggtgaacg
actaaaaaac
tttaattata
acgggcgagt
gatgttccat
cccaaaacgce
aaaatgtcct
cagaaagcca
ctgtggegtg
ttcgtgetgt
tacgatctge
cacccggaag
attgccaacg
ccaggtcacg
gaaggcatct
gcgttctacg
gacaccgcaa
gacgcggcat
ctgctgatgt
tcccacggtg
aaatacgcgc
ggccaggcga
caggaagcgg
aaagcgaaag
gcgtcgecaga
gctgacctgg
gctgcaggta
ggtatctcce
tacgcacgta
acccacgact

gcttctetge

gcggtegegt

ttacagaaaa
tgtattataa
tcagttatta
agattgcgca
gtacatgacg
gctgtegtceca
cacgtaaaga
aatccggtca
atttcctgaa
ccaacggcca
cgatggaaga
taggttatac
cagtcggtat
acattgtcga
cccacgaagt
atgacaacgg
tgcgtttcga
ccatcaaacg
gcaaaaccat
cgccgetggg
cgttcgaaat
aagaatctgc
ctgaatttac
agtttatcgce
atgctatcga
caccgtctaa
actacatcca
tgcacggtgg
acgccgtacg
ccatcggtcet
gcgtgaccece

ggaaatacgg

119

gcaggctggg
gtaaatgcat
cccgggaatce
acatgcgagce
cgecggcettge
agtcgttaag
gcttgceccaat
cccgggtgee
acacaacccg
cggctccatg
actgaaaaac
cgetggtgtg
ggcgattgca
ccactacacc
ttgctctetg
tatctcaatc
agcttacgge
cgcagtagaa
catcggtttce
cgacgctgaa
cccgtctgaa
atggaatgag
ccgecgtatg
taaactgcag
agcgttegge
cctgaccctg
ctacggtgtt
tttectgeceg
tatggctgceg
gggcgaagat
gaacatgtct

cgttgagegt

aagcatattt
gtatactaaa
tcggtcegtaa
atgatccaga
ggtaaattgt
ggcgtgecect
gctattegtg
cctatgggta
cagaatccgt
ctgatctaca
ttcegtcage
gaaaccacca
gaaaaaacgc
tacgecctteca
gcgggtacge
gatggtcacg
tggcacgtta
gaagcgcgceg
ggttcceccga
attgccctga
atctatgctc
aagtttgcgg
aaaggcgaaa
gctaatccgg
ccgetgttge
tggtctggtt
cgcgagtteg
tacacctcca
ctgatgaaac
ggcccgacte
acatggecgtc

caggacggcce

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360



10

cgactgcget
tggcaaacat
ttttcatcge
ccgaaggcegt
atgctgcectta
cgggtattge
ccaccttegg
ataacgttgt
ttecggcgace
tgttgtagat
atgcgtattg
<210> 31

<211> 9065
<212> ADN

tatcctcetec
cgcgegeggt
taccggttca
gaaagcgcgce
ccgtgaatce
tgactactgg
tgaatctgcet
tgcgaaagca
ttttttatta
cacaaatatt

acatttgttg

<213> Plasmido pCP54;

<400> 31
acatgaatgg

tgcaccatta
acatctgtat
atccataccg
gtaacccgta
aattccccecct
ccecgetttat
atgaacaggc
gcctegegeg
tcacagcttg
gtgttggcgg
ctggcttaac
aataccgcac
cactgactcg
ggtaatacgg
ccagcaaaag

cccceectgac

tctteggttt
tgttcecggat
taacgaagcg
ccagttgttt
tcgtgagcecat
tacacggagg
cagaagccag
agacatctgt
tttcggtgat
tctgtaageg
gtgtcgggge
tatgcggcat
agatgcgtaa
ctgegetegg
ttatccacag
gccaggaacce

gagcatcaca
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cgtcagaacc
ggttatgtgc
gaagttgaac
gtggtgtcca
gtactgccga
tacaagtatg
ccggcagagce
aaagaactgc
ccttgatatg
tatatgcaat

ttataactat

ccgtgttteg
ctgcatcgeca
ctggcattga
accctcacaa
cctectetegt
catcaagtga
acattaacgc
gaatcgcettce
gacggtgaaa
gatgccggga
gcagccatga
cagagcagat
ggagaaaata
tcgttegget
aatcagggga
gtaaaaaggc

aaaatcgacg

tggcgcagca
tgaaagactg
tggctgttge
tgcecgtcetac
aagcggttac
ttggcctgaa
tgctgtttga
tgtaattagc
tcegtttgeg
aaatatcaat

aactcaatgt

taaagtctgg
ggatgctgcet
ccctgagtga
cgttccagta
ttcatcggta
ccaaacagga
ttctggagaa
acgaccacgc
acctctgaca
gcagacaagc
cccagtcacg
tgtactgaga
ccgcatcagg
gcggcgageg
taacgcagga
cgecgttgetg

ctcaagtcag
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ggaacgaact
cgccggtcag
tgcctacgaa
cgacgcattt
tgcacgegtt
cggtgctate
agagttcgge
atttcgggta
gacaagcaat
tatgtaatat

tatataagaa

aaacgcggaa
ggctaccctg
tttttctcetg
accgggcatg
tcattacccce
aaaaaccgcce
actcaacgag
tgatgagctt
catgcagctc
ccgtcaggge
tagcgatagce
gtgcaccata
cgctettecg
gtatcagctc
aagaacatgt
gcgtttttec

aggtggcgaa

gaagagcaac
ccggaactga
aaactgactg
gacaagcagg
gctgtagaag
gtcggtatga
ttcactgttg
aaaaggtcgce
agataaagcg
gcatcacgat

attaa

gtcagcgcecece
tggaacacct
gtccegecge
ttcatcatca
catgaacaga
cttaacatgg
ctggacgcgg
taccgcagcet
ccggagacgg
gcgtcagegg
ggagtgtata
tgcggtgtga
cttececteget
actcaaaggc
gagcaaaagg
ataggctccg

acccgacagg

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900

9960

10015

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020



actataaaga
cctgeegett
tagctcacge
gcacgaaccc
caacccggta
agcgaggtat
tagaaggaca
tggtagctct
gcagcagatt
gtctgacgcet
aaggatcttc
atatgagtaa
gtacagtcta
atgttatgga
atcatgaggg
atcgagcgece
ggcggectga
gaaacaacgc
agcgagattc
cgttatccag
ggtatcttceg
gaacatagcg
caggatctat
gctggegatg
ggcaaaatcg
tatcagcceg
gcctegegeg
gtagtcggca
aactcaagcg
aaccagtcct

aattattaaa

taccaggcgt
accggatacc
tgtaggtatc
cccgttcage
agacacgact
gtaggcggtg
gtatttggta
tgatcecggeca
acgcgcagaa
cagtggaacg
acctagatcc
acttggtctg
tgccteggge
gcagcaacga
aagcggtgat
atctcgaacc
agccacacag
ggcgagcttt
tcecgegetgt
ctaagcgcga
agccagccac
ttgcettggt
ttgaggcgcet
agcgaaatgt
cgccgaagga
tcatacttga
cagatcagtt
aataatgtct
ttagatgcac
aaaacgagta

agataactta
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ttcececectgg
tgtcegecett
tcagttcggt
ccgaccgctg
tatcgccact
ctacagagtt
tctgegetet
aacaaaccac
aaaaaggatc
aaaactcacg
ttttaaatta
agtggcggtt
atccaagcag
tgttacgcag
cgccgaagta
gacgttgctg
tgatattgat
gatcaacgac
agaagtcacc
actgcaattt
gatcgacatt
aggtccagcg
aaatgaaacc
agtgcttacg
tgtcgetgee
agctagacag
ggaagaattt
aacaattcgt
taagcacata
aataggaccg

gtcagatcgt

aagctccecctce
tctecectteg
gtaggtcgtt
cgcecttatce
ggcagcagcc
cttgaagtgg
gctgaagcca
cgectggtage
tcaagaagat
ttaagggatt
aaaatgaagt
ttcatggcectt
caagcgcegtt
cagggcagtc
tcgactcaac
gccgtacatt
ttgctggtta
cttttggaaa
attgttgtge
ggagaatggc
gatctggcta
gcggaggaac
ttaacgctat
ttgtccegea
gactgggcaa
gcttatcttg
gtccactacg
tcaagccgac
attgctcaca
gcaattcttce

acaataaagc

121

gtgecgectcecte
ggaagcgtgg
cgctccaage
ggtaactatc
actggtaaca
tggcctaact
gttaccttcg
ggtggttttt
cctttgatcet
ttggtcatga
tttaaatcaa
gttatgactg
acgccgtggg
gccctaaaac
tatcagaggt
tgtacggctc
cggtgaccgt
cttcggette
acgacgacat
agcgcaatga
tcttgctgac
tctttgatce
ggaactcgcce
tttggtacag
tggagcgect
gacaagaaga
tgaaaggcga
gccgcettege
gccaaactat
aagcaataaa

tttgaagaaa

ctgttecegac
cgctttectea
tgggctgtgt
gtcttgagtce
ggattagcag
acggctacac
gaaaaagagt
ttgtttgcaa
tttctacggg
gattatcaaa
tctaaagtat
tttttttggg
tcgatgtttg
aaagttaaac
agttggegtc
cgcagtggat
aaggcttgat
ccctggagag
cattcecgtgg
cattcttgca
aaaagcaaga
ggttcctgaa
gccecgactgg
cgcagtaacc
gccggeccag
agatcgcttg
gatcaccaag
ggcgeggett
cagaattctg
caggaatacc

aatgcgcectt

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880



attcaatctt
catttctttc
agcgtgettce
actacttcgce
cattgaagga
gtgctgaagg
actacctttc
ctatgcegtt
gaacagtgag
acgctttgaa
gcttttgaaa
ctgtaacgag
tctttgetat
ttgaacttge
tagacaaaaa
taaacatttc
gaccaatgaa
cggtatagaa
gtaatcagta
aaagtagcct
ttatagagcg
tctcgggatg
gctctegegt
agcgctcteg
atagcgettt
aaattagcgc
caaagatatg
gcaagattac
cttccgtaaa
ggaaaactcc
tctgtaaaac

tgagaagctg

tgctataaaa
aatgaagggc
tgccgtggee
actagtttct
tgagactaat
aagcatacga
atcctacata
cttctcatgt
ctgtatgtgce
gttcctatte
accaaaagcg
ctactaaaat
atatctctgt
atctaaactc
aattgtagta
ctatacgtag
gaatcatcaa
tataatcggg
aacgcgggaa
tcttctaace
cacaaaggag
catttttgta
tgcatttctg
cgttgcattt
cgcgttgeat
tctcegegttg
ctattgaagt
ctatgcaata
gcgctagact
caggttcgga
agtttgtcgg

cagcgtcaca
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aatggcccaa
ctaacggagt

aggacaacgt

cggtactatg
ccaattgagg
tacccecgeat
aatagacgca
atatatatat
gcagctcgeg
cgaagttcct
ctctgaagac
attgcgaata
gctatatcce
gacctctaca
agaactattc
tatatagaga
cgctatcact
gatgccttta
gtggagtcag
ttaacggacc
aaaaaaagta
gaacaaaaaa
ttctgtaaaa
ttgttttaca
ttctgttctg
catttttgtt
gcaagatgga
gatgcaatag
atatattatt
tgttcaaaat
atattaggct

tcggataata

aatctcacat
tgactaatgt
atactcatca
catatgatcc
agtggcagca
ggaatgggat
tataagtacg
acaggcaaca
ttgcattttc
attctctaga
gcactttcaa
ccgcettecac
tatataacct
ttttttatgt
atagagtgaa
caaaatagaa
ttctgttcac
tcttgaaaaa
gcttttttta
tacagtgcaa
atctaagatg
gaagtataga
atgcagctca
aaaatgaagc
taaaaatgca
ctacaaaatg
aacgcagaaa
tttctccagg
atacaggttc
tcaatgatgg
gtatctcctce

atgatggcag

122

tggaagacat
tgtgggaaat
gataacagca
aatatcaaag
tatagaacag
aatatcacag
catttaagca
cgcagatata
ggaagcgctc
aagtatagga
aaaaccaaaa
aaacattgct
acccatccac
ttatctctag
tcgaaaacaa
gaaaccgttce
aaagtatgcg
atgcacccge
tggaagagaa
aaagttatca
ctttgttaga
ttectttgttg
gattctttgt
acagattctt
gctcagattc
aagcacagat
atgaaccggg
aaccgaaata
aaatatacta
gtaacaagta
aaagcgtatt

ccattgtaga

ttgatgacct
tggagcgata
atacctgatc
gaaatgatag
ctaaagggta
gaggtactag
taaacacgca
ggtgcgacgt
gttttcggaa
acttcagagce
acgcaccgga
caaaagtatc
ctttegetcee
tattactcectt
tacgaaaatg
ataattttct
caatccacat
agcttcgcta
aatagacacc
agagactgca
aaaatagcgce
gtaaaatagc
ttgaaaaatt
cgttggtaaa
tttgtttgaa
gcttcegttaa
gatgcgacgt
catacattgt
tctgtttcag
cgatcgtaaa
cgaatatcat

agtgecctttt

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800



gcatttctag
gatcacactg
taaaggacaa
ctatagtceg
tcatcatttt
gtaatctccg
cgcatatgta
acaaaaacct
gctactcatce
aacttgtgtg
ttaggtccca
gagggcacag
gacagaaaat
agaatagcag
agcggtttga
gcagaattgt
attgcgaaga
agagatgaag
gacgcattgg
attattgttg
tacagaaaag
gtattataag
cagttattac
acagttagaa
attccaggat
agattggaag
tcagaacgac
ggaaaaattc
ccataagatc
tcatgatcct

gaaagatgag

tctetttcete
cctttgetga
ggacctgagc
tggaattctc
ttttttatte
aacagaagga
gtgttgaaga
gcaggaaacg
ctagtcctgt
cttcattgga
aaatttgttt
ttaagccgcet
ttgctgacat
aatgggcaga
agcaggcggce
catgcaaggg
gcgacaaaga
gttacgattg
gtcaacagta
gaagaggact
caggctggga
taaatgcatg
ccgggaatcet
attgtaggag
taatccgttce
tattgcattc
gatttacgca
cccgctactg
ctgaaaggta
gtcgeggeaa

ctggaaatcg
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ggtctagcta
gctggatcaa
ggaagtgtat
atgtttgaca
ttttttttga
agaacgaagg
aacatgaaat
aagataaatc
tgctgccaag
tgttecgtacce
actaaaaaca
aaaggcatta
tggtaataca
cattacgaat
agaagaagta
ctcecctatcet
ttttgttatc
gttgattatg
tagaaccgtg
atttgcaaag
agcatatttg
tatactaaac
cggtcgtaat
agatctcgtt
atagtgtaaa
actaagataa
tcaaagaaat
aaaatgccge
atgatgatcg
aagagtatgc

taatgecgegt

gttttactac
tagagtaaca
cgtacagtag
gcttatcate
ttteggttte
aaggagcaca
tgceccagtat
atgtcgaaag
ctatttaata
accaaggaat
catgtggata
tccgecaagt
gtcaaattgce
gcacacggtg
acaaaggaac
actggagaat
ggctttattg
acacccggtg
gatgatgtgg
ggaagggatg
agaagatgcg
tcacaaatta
gacttgaaat
tttcgecgaca
accccgttta
gtatggcaac
caaagagtta
gaatacggtt
cctgttggtt
cactcgettg

ctattttgaa

123

atcgcgaaga
aaagagtggt
acggagtata
gataagcttt
tttgaaattt
gacttagatt
tcttaaccca
ctacatataa
tcatgcacga
tactggagtt
tcttgactga
acaatttttt
agtactctge
tggtgggeccc
ctagaggcct
atactaaggg
ctcaaagaga
tgggtttaga
tctctacagg
ctaaggtaga
gccagcaaaa
gagcttcaat
aattaacaaa
atctggegtt
cacattctga
actggaacag
cttcctectg
gcccatgece
gtgattggcce
ctggecgetge

aagccgcegta

tagaatctta
aaggcctcegt
ctagtatagt
tcaattcaat
ttttgatteg
ggtatatata
actgcacaga
ggaacgtgcet
aaagcaaaca
agttgaagca
ttttteccatg
actcttcgaa
gggtgtatac
aggtattgtt
tttgatgtta
tactgttgac
catgggtgga
tgacaaggga
atctgacatt
gggtgaacgt
ctaaaaaact
ttaattatat
caaaggagtt
tttcttgcta
cggaagatat
acatgaatta
tcgcattget
gaaaagcgat
catgctcaat
gtgaagagct

ccacggtggg

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660



ctggaaaggg
gcgtatagece
gtttctcegat
cgcacgtacc
cggcttcaaa
cggtgecgecg
cagcggtaac
gaagcacgtt
gatcgatttc
tgacgtttgce
ccatctggtg
catcaccgat
tgcagtaaaa
tccgatgaat
ttgttagcaa
gtttacttecg
gacagctatg
cttgaggggt
aaggtattga
cctgttctag
gttacccaat
aatcgggcga
aggtcegegg
gcgagcagta
cgcatggteg
gcttegegge
tgtcgcaggt
acatgattgg
cgcttecccece
ttgacggtgce
gtccggcaat

ccgacgageg

ctgattaacg
cgtaaattgce
atgatcaccc
accgaatcgce
aatggcaccg
cactgcttcec
ggcgattgece
gctgaagtga
agccatgcta
cagcagattg
gaaggcaatc
gcctgeateg
gcgegtegeg
caccacaggc
caaaaaagcc
ctttaccctg
gttcactgtc
acaaagaggt
ctttcectac
aggaggagga
taccatcgeca
gcaggtcatg
cgtacttgaa
taaaagcctg
cgatactacg
ggcgagttat
cgattcctcee
cgcegttctac
gcgtgagtta
gtttttcaac
ggcgtactgt

cgaaaccggg
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atccgcatat
tgcttgatat
cacaatatct
aggtgcaccg
acggtacgat
tgtcecgtaac
atatcattct
aagaagggct
actcgtccaa
ccggtggega
agagcctcga
gctgggaaga
ggtaaggttt
ctgataagtc
gactcacttg
gtttgcaacc
caccaaccaa
gtccctagaa
agggtgtgta
atcgccatgg
tctggtttgt
ttggtcacca
caggcgggtyg
gctgtacteg
ctggtggcge
cagcgeggtg
gttggcggca
cagcctgett
gcgtcgggge
tggctggaag
attcgecegtt

ttacgtgcett

ggataatagce
taacgacagce
cgctgacctg
cgaactggca
taaagtggcet
gaaatggggg
gcgeggeggt
gaacaaagca
acaattcaaa
aaaggccatt
gagcggggag
taccgatget
aattgtcgga
gcgcagegte
cagtcggcett
gcecgetgett
aactgtgctc
gagatccacg
ataatttaat
agaggattgt
ttaatgaacc
acgaaaccct
ttaacgtcga
ataccgtctt
ttggcggegg
ttegttteat
aaactgcggt
cagtggtggt
tggcagaagt
agaatctgga
gttgtgaact

tactgaatct

124

ttccagatca
ggtctgeccag
atgagctggg
tcagggcttt
atcgatgcca
cattcggcga
aaagagccta
ggcctgecag
aagcagatgg
attggcgtga
ccgetggect
ctgttacgtce
tgcgeegtea
gcatcaggca
tctcatttta
tcgectetega
agtaccgcca
ctgtgtaaaa
tacaggcggg
cgttactcte
agcttcattce
ggctcctetg
tagcgttatc
tacggegttg
cgtagtggge
tcaagtcceg
caaccatccce
ggatctcgac
catcaaatac
tgcgttgttg
gaaggcagaa

gggacacacc

acgacggtct
cggcaggtga
gcgcaattgg
cttgtceggt
ttaatgcege
ttgtgaatac
actacagcgce
cacaggtgat
atgtttgtge
tggtggaaag
acggtaagag
aactggcgaa
gagtggcgta
atgtgctcca
aacgaatgac
ggctattgac
atatttctcce
attttacaaa
ggcaaccceg
ggggaacgta
ttaccgcectga
tatctcgata
ctcecctgacg
ttacaaaagc
gatctgaccecg
acgacgttac
ctcggtaaaa
tgtctgaaaa
ggcattattc
cgtctggacg
gttgtegeeg

tttggtcatg

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580



10

ccattgaagc
tggtgatgge
gtattataac
cgcaggcgta
taattcttce
ttcttaacge
tgtaggcecgg
gcgtcettate
tagca
<210> 32

<211> 11475
<212> ADN

tgaaatgggg
ggcgcggacg
cctgetcacg
tttaccgeat
gttggcaatt
cattgccgat
ataaggcgtt

aggcctacag

<213> Plasmido pCP55;

<400> 32
acatgaatgg

tgcaccatta
acatctgtat
atccataccg
gtaacccgta
aattcccect
ccegetttat
atgaacaggc
gcctegegeg
tcacagcttg
gtgttggcgg
ctggcttaac
aataccgcac
cactgactcg
ggtaatacgg
ccagcaaaag
ccccectgac
actataaaga

cctgecgett

tctteggttt
tgttccggat
taacgaagcg
ccagttgttt
tcgtgagcat
tacacggagg
cagaagccag
agacatctgt
tttcggtgat
tctgtaagcg
gtgtcgggge
tatgcggcat
agatgcgtaa
ctgcgetegg
ttatccacag
gccaggaacc
gagcatcaca
taccaggcgt

accggatacc

ES 2 663 445 T3

tatggcaatt
tcggaacgtce
cgggctgggt
atgctgcegtg
ggtaagagtg
tgtcaatcag
cacgccgceat

gtcgatgeceg

ccegtgttteg
ctgcatcgea
ctggcattga
accctcacaa
cctectetegt
catcaagtga
acattaacgce
gaatcgectte
gacggtgaaa
gatgccggga
gcagccatga
cagagcagat
ggagaaaata
tegttegget
aatcagggga
gtaaaaaggc
aaaatcgacg
ttceceectgg

tgtcegectt

ggttacatgg
tcgggcagtt
taccggtcaa
acaagaaagt
aagttcgcag
cgtaatcatc
ccggcaaccg

atatgtacat

taaagtctgg
ggatgctgcet
ccctgagtga
cgttccagta
ttcatcggta
ccaaacagga
ttctggagaa
acgaccacgc
acctctgaca
gcagacaagc
cccagtcacg
tgtactgaga
ccgcatcagg
gcggcgageg
taacgcagga
cgcegttgetg
ctcaagtcag
aagctccectce

tctececctteg

125

tgaagcggtc
tagttctgcece
tgggcegege
ccttgeggga
cggegttteg
gttcatgecct
atgcctgatg

cgtattcgge

aaacgcggaa
ggctaccctg
tttttctctg
accgggcatg
tcattacccc
aaaaaccgcc
actcaacgag
tgatgagctt
catgcagctc
ccgtcaggge
tagcgatagce
gtgcaccata
cgctectteeg
gtatcagctc
aagaacatgt
gcgtttttece
aggtggcgaa
gtgecgectcete

ggaagcegtgg

gctgegggta
gaaacgcagc
gaaatgtccg
gagatgcgct
cacgagcttg
gatgccgceta
cgacgcggte

aattaataca

gtcagcgceccce
tggaacacct
gtceegecge
ttcatcatca
catgaacaga
cttaacatgg
ctggacgcgg
taccgcaget
ccggagacgg
gcgtcagegg
ggagtgtata
tgcggtgtga
cttccteget
actcaaaggc
gagcaaaagg
ataggctccg
acccgacagg
ctgttcegac

cgctttectca

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9065

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140



tagctcacge
gcacgaaccc
caacccggta
agcgaggtat
tagaaggaca
tggtagctct
gcagcagatt
gtctgacgcet
aaggatcttc
atatgagtaa
gatctgtcta
acgggagggce
ggctccagat
tgcaacttta
ttecgeccagtt
ctcgtegttt
atccccceatg
taagttggcce
catgccatcce
atagtgtatg
acatagcaga
aaggatctta
ttcagcatct
cgcaaaaaag
atattattga
ttagaaaaat
ctaagaaacc
tcgtcecttcaa
gcaataaaca
tgaagaaaaa

gaagacattt

tgtaggtatc
cccgttcage
agacacgact
gtaggcggtg
gtatttggta
tgatccggceca
acgcgcagaa
cagtggaacg
acctagatcc
acttggtctg
tttegttcat
ttaccatctg
ttatcagcaa
tcegectceca
aatagtttgce
ggtatggcectt
ttgtgcaaaa
gcagtgttat
gtaagatgct
cggcgaccga
actttaaaag
ccgetgttga
tttactttca
ggaataaggg
agcatttatc
aaacaaatag
attattatca
gaattctgaa
ggaataccaa
tgecgececttat

gatgacctca

ES 2 663 445 T3

tcagttcggt
ccgaccgcetg
tatcgccact
ctacagagtt
tctgegetcet
aacaaaccac
aaaaaggatc
aaaactcacg
ttttaaatta
acagttacca
ccatagttgce
gccccagtge
taaaccagcc
tccagtctat
gcaacgttgt
cattcagctc
aagcggttag
cactcatggt
tttctgtgac
gttgctcttg
tgctcatcat
gatccagttc
ccagecgttte
cgacacggaa
agggttattg
gggttccgeg
tgacattaac
ccagtcctaa
ttattaaaag
tcaatctttg

tttctttcaa

gtaggtecgtt
cgccttatce
ggcagcagcc
cttgaagtgg
gctgaagcca
cgctggtage
tcaagaagat
ttaagggatt
aaaatgaagt
atgcttaatc
ctgactccce
tgcaatgata
agccggaagg
taattgttgce
tgccattget
cggttcccaa
ctcctteggt
tatggcagca
tggtgagtac
cccggegtcea
tggaaaacgt
gatgtaaccc
tgggtgagca
atgttgaata
tctcatgagce
cacatttccc
ctataaaaat
aacgagtaaa
ataacttagt
ctataaaaaa

tgaagggcct

126

cgctccaage
ggtaactatc
actggtaaca
tggcctaact
gttaccttcg
ggtggttttt
cctttgatcet
ttggtcatga
tttaaatcaa
agtgaggcac
gtcgtgtaga
ccgcgagace
gccgagcgca
cgggaagcta
gcaggcatcg
cgatcaaggc
cctececgateg
ctgcataatt
tcaaccaagt
acacgggata
tcttecgggge
actcgtgcac
aaaacaggaa
ctcatactct
ggatacatat
cgaaaagtgc
aggcgtatca
taggaccggce
cagatcgtac
tggcccaaaa

aacggagttg

tgggctgtgt
gtcttgagtc
ggattagcag
acggctacac
gaaaaagagt
ttgtttgcaa
tttctacggg
gattatcaaa
tctaaagtat
ctatctcage
taactacgat
cacgctcacc
gaagtggtcc
gagtaagtag
tggtgtcacg
gagttacatg
ttgtcagaag
ctcttactgt
cattctgaga
ataccgegece
gaaaactctc
ccaactgatc
ggcaaaatgc
tccttttteca
ttgaatgtat
cacctgacgt
cgaggccctt
aattcttcaa
aataaagctt
tctcacattg

actaatgttg

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000



tgggaaattg
taacagcaat
tatcaaagga
tagaacagct
tatcacagga
tttaagcata
cagatatagg
aagcgctegt
gtataggaac
aaccaaaaac
acattgctca
ccatccacct
atctctagta
gaaaacaata
aaccgttcat
agtatgcgca
gcacccgcag
gaagagaaaa
agttatcaag
ttgttagaaa
ctttgttggt
ttetttgttt
agattctteg
tcagattctt
gcacagatgc
gaaccgggga
ccgaaataca
atatactatc
aacaagtacg
agcgtattceg
attgtagaag

cgcgaagata

gagcgataag
acctgatcac
aatgatagca
aaagggtagt
ggtactagac
aacacgcact
tgcgacgtga
tttcggaaac
ttcagagcge
gcaccggact
aaagtatctc
ttcgetectt
ttactcttta
cgaaaatgta
aattttctga
atccacatcg
cttcgcectagt
tagacaccaa
agactgcatt
aatagcgctce
aaaatagcgce
gaaaaattag
ttggtaaaat
tgtttgaaaa
ttcgttaaca
tgcgacgtge
tacattgtct
tgtttcaggg
atcgtaaatc
aatatcattg
tgcecttttge

gaatcttaga

ES 2 663 445 T3

cgtgcecttetg
tacttcgcac
ttgaaggatg
gctgaaggaa
tacctttcat
atgccgttcet
acagtgagct
gctttgaagt
ttttgaaaac
gtaacgagct
tttgctatat
gaacttgcat
gacaaaaaaa
aacatttcct
ccaatgaaga
gtatagaata
aatcagtaaa
agtagccttce
atagagcgca
tcgggatgca
tctegegttg
cgctectegeg
agcgcettteg
attagcgcetce
aagatatgcet
aagattacct
tccgtaaage
aaaactccca
tgtaaaacag
agaagctgca
atttctagtc

tcacactgcce

ccgtggcecag
tagtttcteg
agactaatcc
gcatacgata
cctacataaa
tctcatgtat
gtatgtgecge
tcctatteceg
caaaagcgct
actaaaatat
atctctgtge
ctaaactcga
ttgtagtaag
atacgtagta
atcatcaacg
taatcgggga
cgcgggaagt
ttctaacctt
caaaggagaa
tttttgtaga
catttctgtt
ttgcattttt
cgttgcattt
tcgegttgea
attgaagtgc
atgcaataga
gctagactat
ggttcggatg
tttgtcggat
gcgtcacatce
tctttectegg

tttgctgage

127

gacaacgtat
gtactatgca
aattgaggag
cccegecatgg
tagacgcata
atatatatac
agctcgegtt
aagttcctat
ctgaagacgc
tgcgaatacc
tatatcccta
cctctacatt
aactattcat
tatagagaca
ctatcacttt
tgcctttatce
ggagtcaggc
aacggaccta
aaaaagtaat
acaaaaaaga
ctgtaaaaat
gttttacaaa
ctgttctgta
tttttgttct
aagatggaaa
tgcaatagtt
atattattat
ttcaaaattc
attaggctgt
ggataataat
tctagctagt

tggatcaata

actcatcaga
tatgatccaa
tggcagcata
aatgggataa
taagtacgca
aggcaacacg
gcattttcgg
tctctagaaa
actttcaaaa
gcttccacaa
tataacctac
ttttatgttt
agagtgaatc
aaatagaaga
ctgttcacaa
ttgaaaaaat
tttttttatg
cagtgcaaaa
ctaagatgct
agtatagatt
gcagctcaga
aatgaagcac
aaaatgcagc
acaaaatgaa
cgcagaaaat
tctccaggaa
acaggttcaa
aatgatgggt
atctcctcaa
gatggcagcce
tttactacat

gagtaacaaa

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920



agagtggtaa
ggagtatact
taagcttttce
tgaaattttt
cttagattgg
ttaacccaac
acatataagg
atgcacgaaa
ctggagttag
ttgactgatt
aattttttac
tactctgecgg
gtgggcccag
agaggccttt
actaagggta
caaagagaca
ggtttagatg
tctacaggat
aaggtagagg
cagcaaaact
gcttcaattt
gcaacggacg
gcaaaaggat
ggcgtagecce
tggagtcaaa
cgcagtacag
cgaagtcctg
tgaccgcette
caccggttac
tcegggecac

tcagggtatt

ggcctegtta
agtatagtct
aattcaattc
ttgattcggt
tatatatacg
tgcacagaac
aacgtgctge
agcaaacaaa
ttgaagcatt
tttccatgga
tcttcgaaga
gtgtatacag
gtattgttag
tgatgttage
ctgttgacat
tgggtggaag
acaagggaga
ctgacattat
gtgaacgtta
aaaaaactgt
aattatatca
ggcgagtaga
gttccatgta
aaaacgcgcet
atgtcctcac
aaagccaaat
tggcgtgatt
gtgctgtcca
gatctgccga
ccggaagtag

gccaacgcag

ES 2 663 445 T3

aaggacaagg
atagtccgtg
atcatttttt
aatctccgaa
catatgtagt
aaaaacctgce
tactcatcct
cttgtgtget
aggtcccaaa
gggcacagtt
cagaaaattt
aatagcagaa
cggtttgaag
agaattgtca
tgcgaagagce
agatgaaggt
cgcattgggt
tattgttgga
cagaaaagca
attataagta
gttattaccc
ttgcgcaaca
catgacgcgce
gtcgtcaagt
gtaaagagct
ccggtcacce
tcctgaaaca
acggccacgg
tggaagaact
gttataccge

tecggtatgge

acctgagegg
gaattctcat
ttttattcett
cagaaggaag
gttgaagaaa
aggaaacgaa
agtcctgttg
tcattggatg
atttgtttac
aagccgctaa
gctgacattg
tgggcagaca
caggcggcag
tgcaagggct
gacaaagatt
tacgattggt
caacagtata
agaggactat
ggctgggaag
aatgcatgta
gggaatctcg
tgcgagcatg
ggcttgeggt
cgttaagggce
tgccaatgcet
gggtgcccect
caacccgcag
ctccatgcetg
gaaaaacttc
tggtgtggaa

gattgcagaa

128

aagtgtatcg
gtttgacagc
ttttttgatt
aacgaaggaa
catgaaattg
gataaatcat
ctgccaagcet
ttcgtaccac
taaaaacaca
aggcattatc
gtaatacagt
ttacgaatgce
aagaagtaac
ccctatctac
ttgttatcgg
tgattatgac
gaaccgtgga
ttgcaaaggg
catatttgag
tactaaactc
gtcgtaatga
atccagagat
aaattgttgg
gtgceccttca
attcgtgege
atgggtatgg
aatccgtcect
atctacagcce
cgtcagetge
accaccaccg

aaaacgctgg

tacagtagac
ttatcatcga
teggtttett
ggagcacaga
cccagtatte
gtcgaaagcect
atttaatatc
caaggaatta
tgtggatatc
cgccaagtac
caaattgcag
acacggtgtg
aaaggaacct
tggagaatat
ctttattgct
acccggtgtg
tgatgtggtc
aagggatgct
aagatgcggce
acaaattaga
aaggaaaagc
ttctgaagca
caaattttcc
tcatccgatc
tgagcatgga
ctgacattgce
gggctgaccg
tgctgecacct
actctaaaac

gtcegetggg

cggcgcagtt

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780



taaccgtcca
catgatggaa
actgattgcg
cactgacgac
cggtcatgac
accgtcectg
ccacgactcc
gggctggaaa
agaagcaggc
ttatcecgecag
cgacgccaaa
ccgtaaagceg
cggctctget
cgaagatgct
tgctaacggt
cgtggaatac
ggtttacacc
gcaggtcgcet
tgaatccgceg
cctcteeegt
gcgeggtggt
cggttcagaa
agcgcgegtg
tgaatccgta
ctactggtac
atctgcteceg
gaaagcaaaa
tttattacct
aaatatttat
tttgttgtta
caaaggagtt

tttcttgceta

ggtcacgaca
ggcatctcce
ttctacgatg
accgcaatgce
gcggcatcca
ctgatgtgca
cacggtgecgce
tacgecgecegt
caggcgaaag
gaagcggctg
gcgaaagagt
tcgcagaatg
gacctggcac
gcaggtaact
atctccctge
gcacgtaacg
cacgactcca
tctectgegeg
gtecgegtgga
cagaacctgg
tatgtgctga
gttgaactgg
gtgtccatge
ctgccgaaag
aagtatgttg
gcagagctge
gaactgctgt
tgatatgtcc
atgcaataaa
taactataac
acagttagaa

attccaggat

ES 2 663 445 T3

ttgtcgacca
acgaagtttg
acaacggtat
gtttcgaage
tcaaacgcge
aaaccatcat
cgctgggega
tcgaaatccc
aatctgcatg
aatttacccg
ttatcgctaa
ctatcgaagc
cgtctaacct
acatccacta
acggtggttt
ccgtacgtat
tcggtctggg
tgaccccgaa
aatacggcgt
cgcagcagga
aagactgcgce
ctgttgectge
cgtctaccga
cggttactgce
gcctgaacgg
tgtttgaaga
aattagcatt
gtttgcggac
tatcaattat
tcaatgttat
attgtaggag

taatccgtte

ctacacctac
ctctctggeg
ctcaatcgat
ttacggctgg
agtagaagaa
cggttteggt
cgctgaaatt
gtctgaaatc
gaatgagaag
ccgtatgaaa
actgcaggct
gttecggecceg
gaccctgtgg
cggtgttege
cctgeecgtac
ggctgegetg
cgaagatggc
catgtctaca
tgagcgtcag
acgaactgaa
cggtcageccg
ctacgaaaaa
cgcatttgac
acgcgttget
tgctatcegtce
gtteggette
tcgggtaaaa
aagcaataga
gtaatatgca
ataagaaatt
agatctegtt

atagtgtaaa

129

gccttcatgg
ggtacgctga
ggtcacgttg
cacgttattc
gcgcgegcag
tcceccgaaca
gccctgacce
tatgctcagt
tttgeggett
ggcgaaatgce
aatccggcga
ctgttgectg
tctggttcta
gagttcggta
acctccacct
atgaaacagc
ccgactcacce
tggcgtcegt
gacggcccga
gagcaactgg
gaactgattt
ctgactgeceg
aagcaggatg
gtagaagcgg
ggtatgacca
actgttgata
aggtcgcttce
taaagcgtgt
tcacgatatg
aacttgaaat
tttcgecgaca

accccgttta

gcgacggctg
agctgggtaa
aaggctggtt
gcgacatcga
tgactgacaa
aagccggtac
gcgaacagct
gggatgcgaa
acgcgaaagc
cgtctgactt
aaatcgccag
aattcctcgg
aagcaatcaa
tgaccgecgat
tcctgatgtt
gtcaggtgat
agccggttga
gtgaccaggt
ctgcgcettat
caaacatcgc
tcatcgctac
aaggcgtgaa
ctgcttaccg
gtattgctga
ccttceggtga
acgttgttge
ggcgaccttt
tgtagatcac
cgtattgaca
aattaacaaa
atctggegtt

cacattctga

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700



cggaagatat
acatgaatta
tcgecattget
gaaaagcgat
catgctcaat
gtgaagagct
ccacggtggg
acgacggtct
cggcaggtga
gcgcaattgg
cttgtceggt
ttaatgecege
ttgtgaatac
actacagcgce
cacaggtgat
atgtttgtge
tggtggaaag
acggtaagag
aactggcgaa
gagtggcgta
atgtgctcca
aacgaatgac
ggctattgac
atatttctce
attttacaaa
ggcaaccccg
ggggaacgta
ttaccgctga
tatctcgata
ctccctgacg

ttacaaaagc

agattggaag
tcagaacgac
ggaaaaattc
ccataagatc
tcatgatcct
gaaagatgag
ctggaaaggg
gcgtatagece
gtttctecgat
cgcacgtacc
cggcttcaaa
cggtgegecg
cagcggtaac
gaagcacgtt
gatcgatttce
tgacgtttge
ccatctggtg
catcaccgat
tgcagtaaaa
tccgatgaat
ttgttagcaa
gtttacttcg
gacagctatg
cttgaggggt
aaggtattga
cctgttectag
gttacccaat
aatcgggcga
aggtccgegg
gcgagcagta

cgcatggtecg
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tattgcattc
gatttacgca
ccecgetactg
ctgaaaggta
gtcgeggcaa
ctggaaatcg
ctgattaacg
cgtaaattgce
atgatcaccc
accgaatcgce
aatggcaccg
cactgcttce
ggcgattgee
gctgaagtga
agccatgcta
cagcagattg
gaaggcaatc
gcctgecatceg
gcgegtegeg
caccacaggc
caaaaaagcc
ctttaccctg
gttcactgtc
acaaagaggt
ctttcectac
aggaggagga
taccatcgca
gcaggtcatg
cgtacttgaa
taaaagcctg

cgatactacg

actaagataa
tcaaagaaat
aaaatgccgce
atgatgatcg
aagagtatgc
taatgcgegt
atccgcatat
tgcttgatat
cacaatatct
aggtgcaccg
acggtacgat
tgtccgtaac
atatcattct
aagaagggct
actcgtccaa
ccggtggega
agagcctcga
gctgggaaga
ggtaaggttt
ctgataagtc
gactcacttg
gtttgcaacc
caccaaccaa
gtccctagaa
agggtgtgta
atcgccatgg
tctggtttgt
ttggtcacca
caggcgggtg
gctgtactceg

ctggtggege

130

gtatggcaac
caaagagtta
gaatacggtt
cctgttggtt
cactcgcettg
ctattttgaa
ggataatagc
taacgacagc
cgctgacctg
cgaactggca
taaagtggct
gaaatggggyg
gcgeggeggt
gaacaaagca
acaattcaaa
aaaggccatt
gagcggggag
taccgatgcet
aattgtcgga
gcgcagegte
cagtcggett
gccgetgett
aactgtgctc
gagatccacg
ataatttaat
agaggattgt
ttaatgaacc
acgaaaccct
ttaacgtcga
ataccgtctt

ttggceggegg

actggaacag
cttcctectg
gcccatgecece
gtgattggcce
ctggcgetge
aagccgcgta
ttccagatca
ggtctgeccag
atgagctggg
tcagggcttt
atcgatgcca
cattcggcga
aaagagccta
ggcctgccag
aagcagatgg
attggcgtga
ccgetggect
ctgttacgtc
tgcgeegtceca
gcatcaggca
tctcatttta
tcgctectega
agtaccgcca
ctgtgtaaaa
tacaggcggg
cgttactcte
agcttcattc
ggctcctcetg
tagcgttatce
tacggcgttg

cgtagtggge

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560



10

gatctgaccg
acgacgttac
ctcggtaaaa
tgtctgaaaa
ggcattattce
cgtctggacg
gttgtcgeceg
tttggtcatg
gctgegggta
gaaacgcagc
gaaatgtccg
gagatgcgct
cacgagcttg
gatgccgcecta
cgacgcggte
aattaataca

<210> 33
<211> 7769
<212> ADN

gcttcgegge
tgtcgecaggt
acatgattgg
cgcttcecccee
ttgacggtgce
gtccggecaat
ccgacgageg
ccattgaage
tggtgatggce
gtattataac
cgcaggcgta
taattcttcc
ttcttaacge
tgtaggecegg
gcgtcttatce

tagca

<213> Plasmido pYEP24;

<400> 33

gaattctgaa
ggaataccaa
tgcgecttat
gatgacctca
gagcgataag
acctgatcac
aatgatagca
aaagggtagt
ggtactagac
aacacgcact
tgcgacgtga

tttcggaaac

ccagtcctaa
ttattaaaag
tcaatctttg
tttctttcaa
cgtgcttetg
tacttcgcac
ttgaaggatg
gctgaaggaa
tacctttcat
atgccgttct
acagtgagct

gctttgaagt

ES 2 663 445 T3

ggcgagttat
cgattcctee
cgcgttctac
gcgtgagtta
gtttttcaac
ggcgtactgt
cgaaaccggg
tgaaatgggg
ggcgcggacg
cctgctcacg
tttaccgecat
gttggcaatt
cattgccgat
ataaggcgtt

aggcctacag

aacgagtaaa
ataacttagt
ctataaaaaa
tgaagggcct
ccgtggecag
tagtttcteg
agactaatcc
gcatacgata
cctacataaa
tctcatgtat
gtatgtgege

tcctatteceg

cagcgeggtg
gttggcggca
cagcctgcett
gcgtcgggge
tggctggaag
attcgeegtt
ttacgtgett
tatggcaatt
tcggaacgtce
cgggctgggt
atgctgegtg
ggtaagagtg
tgtcaatcag
cacgccgcat

gtcgatgceccg

taggaccggce
cagatcgtac
tggcccaaaa
aacggagttg
gacaacgtat
gtactatgca
aattgaggag
ccecegeatgg
tagacgcata
atatatatac
agctcgegtt

aagttcctat

131

ttegtttcat
aaactgcggt
cagtggtggt
tggcagaagt
agaatctgga
gttgtgaact
tactgaatct
ggttacatgg
tcgggcagtt
taccggtcaa
acaagaaagt
aagttcgcag
cgtaatcatc
ccggcaaccg

atatgtacat

aattcttcaa
aataaagctt
tctcacattg
actaatgttg
actcatcaga
tatgatccaa
tggcagcata
aatgggataa
taagtacgca
aggcaacacg
gcattttegg

tctctagaaa

tcaagtcecg
caaccatccce
ggatctcgac
catcaaatac
tgegttgttg
gaaggcagaa
gggacacacc
tgaagecggtce
tagttctgcece
tgggccgege
ccttgeggga
cggegttteg
gttcatgect
atgcctgatg

cgtattcgge

gcaataaaca
tgaagaaaaa
gaagacattt
tgggaaattg
taacagcaat
tatcaaagga
tagaacagct
tatcacagga
tttaagcata
cagatatagg
aagcgctegt

gtataggaac

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10980

11040

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11460

11475

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720



ttcagagcge
gcaccggact
aaagtatctc
ttecgetectt
ttactcttta
cgaaaatgta
aattttctga
atccacatcg
cttcgctagt
tagacaccaa
agactgcatt
aatagcgctc
aaaatagcgc
gaaaaattag
ttggtaaaat
tgtttgaaaa
ttecgttaaca
tgcgacgtge
tacattgtct
tgtttcaggg
atcgtaaatc
aatatcattg
tgeccttttge
gaatcttaga
ggcctcgtta
agtatagtct
aattcaattc
ttgattecggt
tatatatacg
tgcacagaac
aacgtgctgce

agcaaacaaa

ttttgaaaac
gtaacgagct
tttgctatat
gaacttgcat
gacaaaaaaa
aacatttcct
ccaatgaaga
gtatagaata
aatcagtaaa
agtagccttc
atagagcgca
tcgggatgeca
tctcegegttg
cgctetegeg
agcgcecttteg
attagcgctc
aagatatgct
aagattacct
tccgtaaage
aaaactccca
tgtaaaacag
agaagctgca
atttctagtc
tcacactgce
aaggacaagg
atagtcecgtg
atcatttttt
aatctccgaa
catatgtagt
aaaaacctgc
tactcatcct

cttgtgtget

ES 2 663 445 T3

caaaagcgct
actaaaatat
atctectgtge
ctaaactcga
ttgtagtaag
atacgtagta
atcatcaacg
taatcgggga
cgcgggaagt
ttctaacctt
caaaggagaa
tttttgtaga
catttctgtt
ttgcattttt
cgttgcattt
tcgegttgea
attgaagtgc
atgcaataga
gctagactat
ggttcggatg
tttgtcggat
gcgtcacatc
tctttcetegg
tttgctgage
acctgagecgg
gaattctcat
ttttattctt
cagaaggaag
gttgaagaaa
aggaaacgaa
agtcectgttg

tcattggatg

ctgaagacgc
tgcgaatacc
tatatcccta
cctctacatt
aactattcat
tatagagaca
ctatcacttt
tgcectttatce
ggagtcaggce
aacggaccta
aaaaagtaat
acaaaaaaga
ctgtaaaaat
gttttacaaa
ctgttctgta
tttttgttct
aagatggaaa
tgcaatagtt
atattattat
ttcaaaattc
attaggctgt
ggataataat
tctagctagt
tggatcaata
aagtgtatcg
gtttgacagce
ttttttgatt
aacgaaggaa
catgaaattg
gataaatcat
ctgccaagcet

ttcgtaccac

132

actttcaaaa
gcttccacaa
tataacctac
ttttatgttt
agagtgaatc
aaatagaaga
ctgttcacaa
ttgaaaaaat
tttttttatg
cagtgcaaaa
ctaagatgct
agtatagatt
gcagctcaga
aatgaagcac
aaaatgcagc
acaaaatgaa
cgcagaaaat
tctccaggaa
acaggttcaa
aatgatgggt
atctcctcaa
gatggcagcc
tttactacat
gagtaacaaa
tacagtagac
ttatcatcga
tcggtttett
ggagcacaga
cccagtattce
gtcgaaagct
atttaatatc

caaggaatta

aaccaaaaac
acattgctca
ccatccacct
atctctagta
gaaaacaata
aaccgttcat
agtatgcgca
gcacccgcag
gaagagaaaa
agttatcaag
ttgttagaaa
ctttgttggt
ttotttgttt
agattcttcg
tcagattctt
gcacagatgc
gaaccgggga
ccgaaataca
atatactatc
aacaagtacg
agcgtattceg
attgtagaag
cgcgaagata
agagtggtaa
ggagtatact
taagcttttce
tgaaattttt
cttagattgg
ttaacccaac
acatataagg
atgcacgaaa

ctggagttag

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640



ttgaagcatt
tttccatgga
tcttcgaaga
gtgtatacag
gtattgttag
tgatgttagce
ctgttgacat
tgggtggaag
acaagggaga
ctgacattat
gtgaacgtta
aaaaaactgt
aattatatca
aaaaaattgg
gtcaggcacc
tggatgctgt
tccattccga
aatttctatg
tgctegette
tgtggatcct
ctggcgecta
tgagcgettg
ccatctcett
tgggctgett
ccttcaacce
tgactgtctt
tcggcgagga
gaatcttgca
agaagcaggc
tcgcgacgeg

ggatgccecge

aggtcccaaa
gggcacagtt
cagaaaattt
aatagcagaa
cggtttgaag
agaattgtca
tgcgaagagce
agatgaaggt
cgcattgggt
tattgttgga
cagaaaagca
attataagta
gttattaccc
aaagaaaaag
gtgtatgaaa
aggcataggc
cagcatcgcce
cgcacccegtt
gctacttgga
ctacgcecgga
tatcgeccgac
tttecggegtg
gcatgcacca
cctaatgcag
agtcagctcc
ctttatcatg
ccgetttege
cgccecteget
cattatcgcc
aggctggatg

gttgcaggcce

ES 2 663 445 T3

atttgtttac
aagccgctaa
gctgacattg
tgggcagaca
caggcggcag
tgcaagggct
gacaaagatt
tacgattggt
caacagtata
agaggactat
ggctgggaag
aatgcatgta
gggaatctcg
ctttaatgcg
tctaacaatg
ttggttatge
agtcactatg
ctcggagcac
gccactatcg
cgcatcgtgg
atcaccgatg
ggtatggtgg
ttcecttgegg
gagtcgcata
tteceggtggg
caactcgtag
tggagcgcga
caagcctteg
ggcatggcgg
gcctteecca

atgctgtcca

taaaaacaca
aggcattatc
gtaatacagt
ttacgaatgce
aagaagtaac
ccctatctac
ttgttatcgg
tgattatgac
gaaccgtgga
ttgcaaaggg
catatttgag
tactaaactc
gtcgtaatga
gtagtttatc
cgctcategt
cggtactgece
gcgtgetget
tgtccgacceg
actacgcgat
ccggcatcac
gggaagatcg
caggcccecegt
cggcggtget
agggagagcg
cgcggggeat
gacaggtgcc
cgatgatcgg
tcactggtcce
ccgacgegcet
ttatgattct

ggcaggtaga

133

tgtggatatc
cgccaagtac
caaattgcag
acacggtgtg
aaaggaacct
tggagaatat
ctttattgcet
acccggtgtg
tgatgtggtc
aagggatgct
aagatgecggce
acaaattaga
tttttataat
acagttaaat
catcctegge
gggcctcettg
agcgctatat
ctttggeege
catggcgacc
cggcgccaca
ggctecgecac
ggccggggga
caacggcctce
tcgaccgatg
gactatcgtc
ggcagcgctce
cctgtegett
cgccaccaaa
gggctacgtc
tctegettece

tgacgaccat

ttgactgatt
aattttttac
tactctgcegg
gtgggcccag
agaggccttt
actaagggta
caaagagaca
ggtttagatg
tctacaggat
aaggtagagg
cagcaaaact
gcttcaattt
gacgaaaaaa
tgctaacgca
accgtcaccce
cgggatatcg
gcgttgatge
cgcccagtece
acacccgtcce
ggtgcggttg
ttcgggcetca
ctgttgggeg
aacctactac
cccttgagag
gccgcactta
tgggtcattt
gcggtattceg
cgttteggeg
ttgctggegt
ggcggcatcg

cagggacagce

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500



ttcaaggatc
cggcgattta
ccctatacct
cctgaatgga
tcaattcttg
gtccgecatc
ggtgegecatg
tggttagcag
gtctgegacc
aacgcggaag
gctaccctgt
ttttetetgg
ccgggcatgt
cattaccccc
aaaaccgccce
ctcaacgagc
gatgagcttt
atgcagctcc
cgtcagggeg
agcgatagcg
tgcaccatat
gctctteege
tatcagctca
agaacatgtg
cgtttttcca
ggtggcgaaa
tgecgetetec
gaagcgtgge
gctccaagcet
gtaactatcg
ctggtaacag

ggcctaacta

gctcegegget
tgcecgecteg
tgtctgecte
agccggegge
cggagaactg
tccagcagec
atcgtgetece
aatgaatcac
tgagcaacaa
tcagcgecect
ggaacaccta
tcecegeegea
tcatcatcag
atgaacagaa
ttaacatggc
tggacgegga
accgcagctg
cggagacggt
cgtcagcggg
gagtgtatac
gcggtgtgaa
ttcctegetce
ctcaaaggcg
agcaaaaggc
taggctecege
cccgacagga
tgttececgace
gcttteteat
gggctgtgtg
tcttgagtcce
gattagcaga

cggctacact

ES 2 663 445 T3

cttaccagecce
gcgagcacat
ccegegttge
acctcgetaa
tgaatgcgca
gcacgcggceg
tgtcgttgag
cgatacgcga
catgaatggt
gcaccattat
catctgtatt
tccatacege
taacccgtat
attcccecett
ccgetttate
tgaacaggca
cctegegegt
cacagcttgt
tgttggcggg
tggcttaact
ataccgcaca
actgactcgc
gtaatacggt
cagcaaaagg
cccectgacg
ctataaagat
ctgcegetta
agctcacget
cacgaacccce
aacccggtaa
gcgaggtatg

agaaggacag

taacttcgat
ggaacgggtt
gtcgeggtge
cggattcacc
aaccaaccct
catctcggge
gacccggcta
gcgaacgtga
ctteggttte
gttccggatc
aacgaagcgce
cagttgttta
cgtgagcatc
acacggaggc
agaagccaga
gacatctgtg
ttcggtgatg
ctgtaagcgg
tgtcggggeg
atgcggcatc
gatgcgtaag
tgcgctcggt
tatccacaga
ccaggaaccyg
agcatcacaa
accaggcgtt
ccggatacct
gtaggtatct
ccgttcagece
gacacgactt
taggcggtge

tatttggtat

134

cactggaccg
ggcatggatt
atggagccgg
actccaagaa
tggcagaaca
agcgttgggt
ggctggceggg
agcgactget
cgtgtttcgt
tgcatcgcag
tggcattgac
ccctcacaac
ctctctegtt
atcaagtgac
cattaacgct
aatcgcecttca
acggtgaaaa
atgccgggag
cagccatgac
agagcagatt
gagaaaatac
cgttcggectg
atcaggggat
taaaaaggcce
aaatcgacgce
tcceectgga
gtcegecettt
cagttecggtg
cgaccgctge
atcgccactg
tacagagttc

ctgegetcetg

ctgatcgtca
gtaggcgccg
gccacctecga
ttggagccaa
tatccatcge
cctggccacg
gttgccttac
gctgcaaaac
aaagtctgga
gatgctgctg
cctgagtgat
gttccagtaa
tcatcggtat
caaacaggaa
tctggagaaa
cgaccacgct
cctctgacac
cagacaagcc
ccagtcacgt
gtactgagag
cgcatcaggce
cggcgagcgg
aacgcaggaa
gegttgetgg
tcaagtcaga
agctcecteg
ctceettegg
taggtcgtte
gccttateccg
gcagcagcca
ttgaagtggt

ctgaagccag

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ttaccttegg
gtggtttttt
ctttgatctt
tggtcatgag
ttaaatcaat
gtgaggcacc
tcgtgtagat
cgcgagaccce
ccgagcgcag
gggaagctag
caggcatcgt
gatcaaggcg
ctccgatcegt
tgcataattc
caaccaagtc
cacgggataa
cttcggggcg
ctegtgecacce
aaacaggaag
tcatactctt
gatacatatt
gaaaagtgcc
ggcgtatcac

<210> 34
<211> 2000
<212> ADN

aaaaagagtt
tgtttgcaag
ttctacgggg
attatcaaaa
ctaaagtata
tatctcageg
aactacgata
acgctcaccg
aagtggtcct
agtaagtagt
ggtgtcacge
agttacatga
tgtcagaagt
tcttactgtce
attctgagaa
taccgegeca
aaaactctca
caactgatct
gcaaaatgcc
cctttttcaa
tgaatgtatt
acctgacgtc

gaggcccttt

ES 2 663 445 T3

ggtagctctt
cagcagatta
tctgacgcete
aggatcttca
tatgagtaaa
atctgtctat
cgggagggct
gctccagatt
gcaactttat
tcgccagtta
tegtegtttg
tccececcatgt
aagttggccg
atgccatccg
tagtgtatgce
catagcagaa
aggatcttac
tcagcatctt
gcaaaaaagg
tattattgaa
tagaaaaata
taagaaacca

cgtcttcaa

gatccggcaa
cgcgcagaaa
agtggaacga
cctagatcct
cttggtctga
ttcegttcatce
taccatctgg
tatcagcaat
ccgectccat
atagtttgceg
gtatggecttce
tgtgcaaaaa
cagtgttatc
taagatgctt
ggcgaccgag
ctttaaaagt
cgetgttgag
ttactttcac
gaataagggc
gcatttatca
aacaaatagg

ttattatcat

<213> Secuencia de la regién aroE suprimida;

<400> 34

actacgtccg tcctctgaaa tettcagegg

aggtttgccce
ttggttgcat
cagcaattac

gcaaaacatt

tgcatgtggc gcaaatctgg

taactaccct

gaatgcgaac

atgcccccaa tgtcggacgg

tcactcttgt

gatcgctacc

atggacatat
tattacgcca
ataccgaact
gccatctggt

cggagtgtca

135

acaaaccacc
aaaaggatct
aaactcacgt
tttaaattaa
cagttaccaa
catagttgcc
ccccagtget
aaaccagcca
ccagtctatt
caacgttgtt
attcagctcce
agcggttage
actcatggtt
ttctgtgact
ttgctecttge
gctcatcatt
atccagttcg
cagcgtttcet
gacacggaaa
gggttattgt
ggttcecgege

gacattaacc

gctggtageg
caagaagatc
taagggattt
aaatgaagtt
tgcttaatca
tgactceceeg
gcaatgatac
gccggaaggg
aattgttgce
gccattgetg
ggttcccaac
tcectteggte
atggcagcac
ggtgagtact
ccggegtcaa
ggaaaacgtt
atgtaaccca
gggtgagcaa
tgttgaatac
ctcatgagcg
acatttcccc

tataaaaata

cgtcaaagtt
gggacgcttt
tatcgataaa
ccagcgccge

atttgccatt

ctggagggge

ggtatgttta
ccggacgaaa
tccegttatg

aacttcaaac

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7769

60

120

180

240

300



ccatagctgg
agggtgtaaa
aacgtgaata
gaacgtgtca
gaaacagcag
ttaatcgcag
gtgcagcgtg
cctgecgacaa
gaccatccgt
gccaacttga
gcggegttee
gatgccctga
gacagggaag
atgcaactga
ccagaacagt
aacttaattc
tattcgtccect
tcacttaacg
cgtttatttt
ccatcaagta
agcatcacct
ttgtacgagg
ccgatctgta
tcagccagac
atttgtggaa
aatgatttac
aaaagcaccg
aagatcaaaa

gacaacgtga

agaatgccct
acacttttgt
ataacctgca
tecgectatcee
tgatgcgact
caaattacga
aaaccatttt
caccgcegetg
tggtggttge
gtggattgcce
cggttgtgee
cgggtgaact
agtgggacga
catgcgcgat
ggttagcgag
aggaacaaag

tccatttcac

ggcggatctg
gtgggaccag

aaattgagcce
tgtgaccaac
atttatgagt
cataatgtac
gaacgtcacc
aaagatcgcg
taatgacttt
ttttgtgtge
aaatacttgt

aacacttcac

ES 2 663 445 T3

gagtgtcatt
gccagtaaac
aagagacgct
aacggaagcce
gttggagtta
gcagcttaaa
ttcecegetgg
gttgacgggc
tttgtgccag
accttgtcga
tggtgaaacg
gtttcgacag
gaataaaaaa
ctctggegag
ttttegtcag
tgaagatgat
gtaattattc
tttgacgggg
actacccgceca
catcccaacc
agtgacatct
gacatgcaac
atctccacga
aatcacgaca
gtatgggegt
gggggcatta
gattgcagca

gcaaaaaatt

atccgcectact
aatgtggaaa
atcgcagcetg
gttttcggtg
aaacagcgtc
ccctatattg
ccaggtcctg
cgetttgatt
gcttatggta
acagtagacg
ggggggcgtt
gggtaacata
tgtgtatgtt
agtctggegt
catcgetggg
caaggctggg
gcggaatage
ctaccgagat
ccaatcatca
aaaactcgat
tcgeccaatgg
atactgccat
atcacaacga
ctgctatcegt
aaaacatcag
ttggecettgt
aaaagggtga

gggatcccta

136

catcgaaaag
gceggttteg
cgatagatgt
ttgggtgcga
cggttgataa
atgacaccat
tcacctttgt
cgcttgetgt
aaccgctggt
aagttcgcge
taaatccttce
atcaggccat
ttcecegetcet
atcgcectttac
acctggaaga
tctggttacce
gtaacccagce
acagatatcc
catcatcttce
tgccaatggt
ttaatgggtt
cctggatatt
gcggccagat
cgatcattac
acatacttac
gcaagtcttt
aaaaacaaca

taatgcgect

aaaaccgcgce
gcggaataat
tctcaatgaa
tcctgatage
ggggctgatt
gttgactgac
ctttceegeg
acgagtcacc
ttctaccagt
acaatttggce
agaaatccge
ccagtttccg
cgtgaatggt
tggagatacg
agaagcggaa
ctgatccaga
cttctctteca
gctctecage
tactattgcg
gcagccgtgg
gccatctggg
ggtgcgtgcet
ccccacatca
gcgectgacceg
ctcagcaata
tagtatgcaa
aacagaaaaa

ccgttgagac

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

2000



<210> 35
<211> 2460
<212> ADN

ES 2 663 445 T3

<213> Secuencia del casete P15aroB integrado en el locus ack;

<400> 35
gatcggegge

gaccggggca
caagctaaaa
atataaagat
ttgtcttcca
ttcattgagt
atagactcaa
ataaatgtcg
tatcaattat
accaaaactg
tagaagagat
gtgtaataat
catggagagg
tttgtttaat
caccaacgaa
gggtgttaac
actcgatacc
ggcgcettgge
cggtgttegt
cggcaaaact
tgcttcagtg
ggggctggcea
ggaagagaat
ccgttgttgt
tgctttactg
caattggtta
acgtcteggg
tgggttaccg
gcgtgacaag

gagtgaagtt

ataaaacgga
aggcgttttt
aaattaacag
tcaaaaattt
tacccactat
cgtcaaattc
gatatttctt
gtgtcatcat
aggtacttcc
tgctcagtac
ccacgctgtg
ttaattacag
attgtcgtta
gaaccagctt
accctggetce
gtcgatagecg
gtctttacgg
ggcggcgtag
ttcattcaag
gcggtcaacce
gtggtggatc
gaagtcatca
ctggatgcegt
gaactgaagg
aatctgggac
catggtgaag
cagtttagtt
gtcaatgggc
aaagtccttg

cgcagcggeg

tcgcataacg
ccagcggcca
aacgattatc
gtgcaaattc
caggtatcct
atatacatta
ccatcatgca
gcgctacget
ctcgaggcta
cgccaatatt
taaaaatttt
gcgggggcaa
ctctecgggga
cattcttacc
ctctgtatct
ttatcctecce
cgttgttaca
tgggcgatct
tccecgacgac
atccecctcegg
tcgactgtcet
aatacggcat
tgttgcgtcet
cagaagttgt
acacctttgg
cggtecgetge
ctgccgaaac
cgcgcgaaat
cgggagagat

tttcgcacga

cgtcatcttg
cgtctttgag
cggcgttgac
acaactcagc
ttagcagcct
tgccattgge
aaaaaaaatt
ctatggctcce
ttgacgacag
tctccettga
acaaaaaggt
ccececgectgt
acgtagttac
gctgaaatcg
cgataaggtc
tgacggcgag
aaagccgcat
gaccggcette
gttactgtcg
taaaaacatg
gaaaacgctt
tattcttgac
ggacggtccg
cgccgecgac
tcatgccatt
gggtatggtg
gcagcgtatt
gtcegegecag
gcgcttaatt

gcttgttcett

137

ataacgcgat
taatgctgtce
atgcttcacc
gggacaacgt
gaaggcctaa
tgaaaattac
tgcagtgcat
ctgacgtttt
ctatggttca
ggggtacaaa
attgactttc
tctagaggag
ccaattacca
ggcgagcagg
cgcggcecgtac
cagtataaaa
ggtcgcgata
gcggeggega
caggtcgatt
attggcgcegt
ccceegegtg
ggtgcgtttt
gcaatggcgt
gagcgcgaaa
gaagctgaaa
atggcggcge
ataaccctge
gcgtatttac
cttecegttgg

aacgccattg

tttcgacaaa
cccggcgaaa
tcaacttcac
tcaaaacatt
gtagtacata
gcaaaatggc
gatgttaatc
tttagccacg
ctgtccacca
gaggtgtccc
cctacagggt
gaggaatcgc
tcgcatctgg
tcatgttggt
ttgaacaggc
gcctggetgt
ctacgctggt
gttatcagcg
ccteegttgg
tctaccagcecce
agttagcgtc
tcaactggct
actgtattcg
ccgggttacg
tggggtatgg
ggacgtcgga
tcacgcggge
cgcatatgcect
caattggtaa

ccgattgtca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800



10

15

atcagcgtaa
cgcatccgge
tgccgatatg
tggcggtget
cgtattatta
gtgatcegtg
ccgegtacceg
accacgacgg
cagaaagatg
gaagtcgtte
aactacgaaa

<210> 36
<211> 1000
<212> ADN

tcatcgttca
aaccgatgcc
tacatcgtat
gttttgtaac
tgctgatcce
caatggaacg
gtggcgatge
ccgctgaacce
tgctgatgga
tggttgaagg

tcgctaaaac
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tgcectgatge
tgatgcgacg
tcggcaatta
ccgccaaatce
taccggaacc
caaaggcgtt
gcccgatcag
gctgaaaatg
agagatcgtc
tetggtecceg

gctgaatgeg

cgctatgtag
cggtcgegtce
atacatagca
ggcggtaacyg
agcgtcggte
cgtctgageg
actacgacta
agctacgttg
gcaaactacc
acacgtaage

gaaatcgtct

<213> Secuencia de la regién poxB suprimida;

<400> 36

gcggecegge
gtttctttaa
tcaccaaact
cgctggaaag
gtaagacaaa
ccgaaatcgce
tcgcataatce
ctcectttete
cattcaggag
ttgatttacg
ccgeececeggt
acgccgcaga
acctggtcge
cgcataacta
ccatcgacge
ccgacgatat
aagtgctgcce
<210> 37

<211> 3392
<212> ADN

tccgtatatg
agagaaattc
gcaaccggca
caataacgtt
agtggtttcc
tgaaggttac
gccttatgee
tcccatcect
atggagaacc
cagtgatacc
tggggacgac
gcttteceggt
tctgctcagt
tctgtttgaa
ggctgccgac
ccatttegee

gcgtgaatac

gattgggtag

ttcaccecag
cgagaatttt
ccggttgteg
ggtgaatata
gtactggcect
cgatgatatt
tcceectecg
aaagggtggc
gttacccgac
gtttacggag
aaagaagccg
cactgcgaac
gceggtggeg
ggcacgctac
cgcaccaaat

ctgaaagaag

agcaggaagt
tagcggaage
acgccecggt
ccgectgeceg
cggtgagcag
gctecctgeca
cctttcateg
tcagatgaac
atttccegte
cgagccgcge
acgaccctac
ccatttttet
gtggcgaaga
cagcggtgcet
cgctggataa
tactcagtct

catgggaatt

<213> casete tktA en el locus poxB suprimido;

138

gccggataag
ttatcaggcc
tttcacaccg
aaagaggata
tgaccagcgt
ttttcaaacc
tegtgegtge
aaggtctgcet
acgctaacac
accagtttge

tcgttatgtce

gaaagcgctc
agcgaccagce
tggcaccacg
tgcgggtgtt
cacaatgacg
tcegecagggg
ggctatttaa
taaacttgtt
ataataagga
catgctcgaa
cgttaatgcet
gccgaccggce
gtatattgtc
gggcagtatt
agtggcgatg

ggaaaacacc

gcgttcacge
tacaggtcga
ccagctcage
aaccgtgtcce
cagccttgge
tatcgctcag
gaactcttcce
ttccagcaat
caaagacgct
ccagtctcetg

tcagggcact

ggcgtgacge
ggtctgaaat
ctactggagg
tgcggetget
ctgaccgacg
gatttggttc
ccgttagtge
accgttatca
catgccatga
gcaatgatgg
ctgcaggact
actcaggcca
ggtcaggccg
cagccgcaac
aaaatcaaac

cacaacggca

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1000



<400> 37
gcggcccgge

gtttctttaa
tcaccaaact
cgctggaaag
gtaagacaaa
ccgaaatcge
tcgcataatc
ctcetttete
cattcaggag
tgcgagcatg
ggcttgeggt
cgttaagggce
tgccaatgcet
gggtgcccect
caacccgcag
ctccatgetg
gaaaaacttc
tggtgtggaa
gattgcagaa
ctacacctac
ctctetggeg
ctcaatcgat
ttacggctgg
agtagaagaa
cggtttceggt
cgctgaaatt
gtctgaaatc

gaatgagaag

tcecgtatatg
agagaaattc
gcaaccggca
caataacgtt
agtggtttcc
tgaaggttac
gccttatgece
tcccatccect
atggagaacc
atccagagat
aaattgttgg
gtgccctteca
attcgtgege
atgggtatgg
aatccgtcecet
atctacagcc
cgtcagctge
accaccaccg
aaaacgctgg
gccttcatgg
ggtacgctga
ggtcacgttg
cacgttattc
gcgcgegeag
tccececgaaca
gccctgacce
tatgctcagt

tttgecggett
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gattgggtag
ttcaccccag
cgagaatttt
ccggttgteg
ggtgaatata
gtactggcct
cgatgatatt
tcccectecg
aaggaaaagc
ttctgaagca
caaattttce
tcatccgatce
tgagcatgga
ctgacattgce
gggctgaccg
tgctgcacct
actctaaaac
gtcegetggg
cggcgcagtt
gcgacggetg
agctgggtaa
aaggctggtt
gcgacatcga
tgactgacaa
aagccggtac
gcgaacagcet
gggatgcgaa

acgcgaaagce

agcaggaagt
tagcggaagce
acgccceggt
ccgectgecg
cggtgagcag
gctecctgeca
cctttcatceg
tcagatgaac
gcaacggacg
gcaaaaggat
ggcgtagecce
tggagtcaaa
cgcagtacag
cgaagtcctg
tgaccgettce
caccggttac
tcecgggecac
tcagggtatt
taaccgtcca
catgatggaa
actgattgcg
cactgacgac
cggtcatgac
accgtccectg
ccacgactcce
gggctggaaa
agaagcaggc

ttatccgcecag

139

gaaagcgctc
agcgaccagc
tggcaccacg
tgegggtgtt
cacaatgacg
tcecgecagggg
ggctatttaa
taaacttgtt
ggcgagtaga
gttccatgta
aaaacgcgct
atgtcctcac
aaagccaaat
tggcgtgatt
gtgctgtcca
gatctgccga
ccggaagtag
gccaacgcag
ggtcacgaca
ggcatctcce
ttctacgatg
accgcaatgce
gcggcatcca
ctgatgtgca
cacggtgcge
tacgcgecegt
caggcgaaag

gaagcggctg

ggcgtgacge
ggtctgaaat
ctactggagg
tgcggetgcet
ctgaccgacg
gatttggttc
ccgttagtge
accgttatca
ttgcgcaaca
catgacgcge
gtcgtcaagt
gtaaagagct
ccggtcacce
tcctgaaaca
acggccacgg
tggaagaact
gttataccge
tcggtatgge
ttgtcgacca
acgaagtttg
acaacggtat
gtttcgaagce
tcaaacgcgce
aaaccatcat
cgctgggega
tcgaaatccce
aatctgcatg

aatttacccg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680



ccgtatgaaa
actgcaggct
gttcggeceg
gaccctgtgg
cggtgttege
cctgccgtac
ggctgegetg
cgaagatggc
catgtctaca
tgagcgtcag
acgaactgaa
cggtcagecg
ctacgaaaaa
cgcatttgac
acgecgttget
tgctatcegtce
gttcggette
tcgggtaaaa
aagcaataga
gtaatatgca
ataagaaatt
cgcagtgata
gttggggacg
gagctttceg
gctctgetceca
tatctgtttg
gcggctgecg
atccatttcg

ccgcegtgaat

ggcgaaatgc
aatccggega
ctgttgectg
tctggttcta
gagttcggta
acctccacct
atgaaacagc
ccgactcacce
tggcgtecegt
gacggcccga
gagcaactgg
gaactgattt
ctgactgeccg
aagcaggatg
gtagaagcgg
ggtatgacca
actgttgata
aggtcgcettce
taaagcgtgt
tcacgatatg
aaaaagggtg
ccgttaccceg
acgtttacgg
gtaaagaagc
gtcactgcga
aagceggtgg
acggcacgct
cccgcaccaa

acctgaaaga
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cgtctgactt
aaatcgccag
aattcctecgg
aagcaatcaa
tgaccgegat
tcctgatgtt
gtcaggtgat
agccggttga
gtgaccaggt
ctgegettat
caaacatcgc
tcatcgctac
aaggcgtgaa
ctgcttaccg
gtattgctga
ccttecggtga
acgttgttge
ggcgaccttt
tgtagatcac
cgtattgaca
gcatttcceg
accgagccgce
agacgaccct
cgccattttt
acgtggcgaa
cgcagcggtg
accgctggat
attactcagt

agcatgggaa

cgacgccaaa
ccgtaaageg
cggctetget
cgaagatgct
tgctaacggt
cgtggaatac
ggtttacacc
gcaggtcegcet
tgaatccgeg
cctectecegt
gcgeggtggt
cggttcagaa
agcgcgegtg
tgaatccgta
ctactggtac
atctgctccg
gaaagcaaaa
tttattacct
aaatatttat
tttgttgtta
tcataataag
gccatgcetceg
accgttaatg
ctgccgaccg
gagtatattg
ctgggcagta
aaagtggcga
ctggaaaaca

tt
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gcgaaagagt
tcgcagaatg
gacctggcac
gcaggtaact
atctcecctge
gcacgtaacg
cacgactcca
tctetgegeg
gtcgegtgga
cagaacctgg
tatgtgctga
gttgaactgg
gtgtccatge
ctgccgaaag
aagtatgttg
gcagagctge
gaactgctgt
tgatatgtcc
atgcaataaa
taactataac
gacatgccat
aagcaatgat
ctctgcagga
gcactcaggce
tcggtcagge
ttcagcecgea
tgaaaatcaa

cccacaacgg

ttatcgctaa
ctatcgaagc
cgtctaacct
acatccacta
acggtggttt
ccgtacgtat
tcggtetggg
tgaccccgaa
aatacggcgt
cgcagcagga
aagactgcgce
ctgttgctge
cgtctaccga
cggttactge
gcctgaacgg
tgtttgaaga
aattagcatt
gtttgcggac
tatcaattat
tcaatgttat
gattgattta
ggccgccccg
ctacgccgeca
caacctggtc
cgcgcataac
acccatcgac
acccgacgat

caaagtgctg

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3392
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15

<210> 38
<211>1045
<212> ADN
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<213> secuencia de delecion de ptsHI;

<400> 38

gaagatgaaa
tatttaagca
cagcttgtta
aactttcgcece
tattttgatg
ttggttcaat
acacccgcca
gctaacaata
ctataagttg
gctaatccac
aaactgaaat
ccgcectectetg
atcgttggtg
ggcaccattg
gttgaactgt
cgtattgctg
ccgcectgetgg
gaaatcaaag

<210> 39
<211> 4595
<212> ADN

gctttaccaa
ccgecattgtt
aaaatgcgta
cctecectggea
cgcgaaatta
tcttecettta
gcaatggact
caggctaaag
gggaaataca
gagatgcggce
ctctggttte
gcgagatcgt
atggtattgce
gtaaaatctt
tegtccactt
aagaaggtca
aagagaaagc

aactgatcaa

caagaatatt
tgccgatctce
aaaaagcacc
ttgattcagce
atcgttacag
gcggcataat
gtattgecgcet
tcgaaccgece
atgttccage
ccaatttact
cgacgacaag
caatatcgaa
tatcaaacca
tgaaaccaac
cggtatcgac
gcgcgtgaaa
caagtctacc

actgt

gtggttattc
ttcactgaga
tttttaggtg
ctgtcggaac
gaaaagccaa
gtttaatgac
cttegtgegt
aggctagact
aagaagttac
gcttaggaga
aaggataccg
gacgtgecgg
acgggtaaca
cacgcattct
accgttgaac
gttggcgata

ctgactccgg

<213> casete glf-glk integrado en el locus tdc suprimido;

<400> 39

ctgatttctt
ggttcgectgt
atcatggttt
gaagagtatg
tctegtgeca
actctgtctce
ctggctaacc
tatgcggett

gggacgctgg

tgtcgectgat
cgttaaccgg
tctcectttaa
agaaagactt
gcatgctgat
cggccaacat
actttgegte
ccatcatcge

aaggcttgaa

cccttactgg
tcatgacggt
cttctecgeca
cggtcgcegac
ggttgcagtg
ggcggaagcee
catgaccggt
actcgtgget

tggtctgatt

aactctgcag
atcctgatca
atcgtctctt
ttcaccgaac
gtgatgttct
aaagcgcaga
accaaaacaa
atcttcaaat

ctgaagttcg

141

taccatcatc
aagaattgca
cttttttgtg
tggtatttaa
agctgaatcg
gtacgaaacg
cgegtetgtt
ttagttccac
cattaccgcet
agatcatggg
gaactattga
atgtcgtttt
aaatggtcge
ctatcgaatc
tgaaaggcga
ctgtcattga

ttgttatctc

ttatcgacca
ctgtectgget
ccttegtggt
gtaaatgttc
ttgcctttag
atattccagt
cgttecgegat
ctttcttegg

gttataaagg

gggtgagegt
acagtaatgc
gcctgettcea
ccagactaat
attttatgat
tcagcggtca
aaaaactggc
aacactaaac
ccgacaatct
tttgttegat
gatcattgct
tgcggaaaaa
gccagtagac
tgatagcgge
aggcttcaag
atttgatctg

caacatggac

ggttgacctc
ggggatttcc
ttctaaacgt
ccaaatcatt
ctgecetgttt
gctttcttat
tacactggaa
tcactatctg

tgacaaaacc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1045

60

120

180

240

300

360

420

480

540



aaagtgtcgce
gttgttgect
atcgcatccce
aaataccgtg
aacatcgtat
tcecggttgtt
cagcgactgt
cttatccgta
gaaggcaatt
tgcaaaagtg
ctttttgttt
tatcctaaca
aaattcctga
tcttaacaac
agggtctagt
attcagcggt
acctgtctge
gttgtgttac
gattgttgat
aattatttgg
gtttaggtat
cagacaaacg
ccggttatat
gtggttggtg
tgttaaccge
gcaaaatcct
aagctggcett
ccgttgtttt
tgctgtatta
tgcagaccat
ttgaccgett

tggctgtttt

tgggtaaact
acgccaaccce
tgctgtgect
gtegtcectgga
acaaactgtt
ttggttatta
gaagtattaa
aatgggggag
gcatttgaac
gctgtgactg
ccttttaacce
gcacaagagc
aaaattttgce
agcaggacgc
cacgcgacta
tatcgctgeca
tacggctgeg
cggttetttg
gagttccatt
aaccggtggt
cggtgtegtt
tggtcagatg
ctttacctgg
ctggtctecg
accggatacg
tgctegtcetg
tgataaagcce
tgcecggtgta
tgcaccgcag
ctctatcggt
cggccgtaaa

aggctgetgt
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gaatactctc
gaacatcctc
gttgccgatg
taacgtgttt
ttaatccgta
actgtggttc
tgtcaggtat
agccagcacc
tggaaaaacg
taaaaagaaa
aactgccata
ggaaagatgt
aaaaagttgt
tctagaggga
gccctaateg
atcggtacac
gcttceettt
ctgtctgget
tgtttcgteg
tcggetttac
tcaaccttga
gtttctggtce
ttactggctce
gcttcagaag
ccgcattggt
gaaccgcaag
atggacaaaa
tcegttgetg
atgttccaga
gttgtgaact
cctctgetta

ttctggttca

agcatgatct
gacctgattg
tatgccatcce
gttaccgtga
actcaggatg
gtcttcgatt
tgcecgacggt
gctggctcac
gagtttaaat
tcgaaaaaga
actcgaggcce
tttgttctac
tgactttatc
gaggaatcgce
ctgctatagg
cggttgatat
ctgggatggt
ggattggtat
ccgeeggttt
aaattttttg
ccccaaccta
agcagatggc
atttcggttce
gcctgategg
tggtgatgaa
ccgatcctaa
gcagcgcagg
ccttccagea
atttaggttt
tcatcttcac
tttggggtge

aagtcggtgg

142

tcatcatggg
aagccatggg
gtaaagcgcece
ttggtctget
agaaaagaga
aagttttccg
attaactcgg
cacagctacg
gacagcgtgg
ccegttttgtg
tacctagcett
atccagaaca
tacaaggtgt
catgagttct
cggcttgett
ccattttatt
cgttgttget
tcgetteggt
tggtgetgeg
ctttttcegg
tattgctgaa
cattgtgacg
tatcgattgg
tattgcctte
gggacgtcat
tctgacgatt
tttgtttget
gttagtcggt
tggagctgat
catgattgcect
tctcggtatg

tgttttgect

ctccacctgg
cgcaccgatt
gtctctggeg
gaccatcctg
tgaatgaatt
tactcgatge
aaaatgcatt
aaggtgcatt
ccttaattgg
tgaaaacggt
ccaagaaaga
acctctgcta
ggtataataa
gaaagtagtc
ttcggttacg
gcccctegte
gttttggtcg
cgtegeggeg
ttaaccgaaa
tttcttgeeg
attgctccge
ggtgctttaa
gttaatgcca
ttattgctge
tccgaggeta
caaaagatta
tttggtatca
attaacgccg
acggcattat
tccegtgttg
gctgcaatga

ttggcttectg

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



tgcttcettta
cagaaatgtt
ggttagctaa
atcagacttt
gcttgattgt
agatgtggeg
gataagtctt
ttttacctgt
tgacatcggt
ttctecttgga
ggaacgtttc
tggcceggtt
tactctgaat
tgcccacgeg
agcgcttcect
ccatctgttg
ctttgcteeg
ccgegtttet
ggctgccatt
tttggaaggt
cgctatcget
tgtcggtett
aaaaggacgc
gcctggactg
tttttaatat
tttttatatt
attaactttt
cgcagtacgt
ttcactgaac
gggattggtc

gatcggetgyg

tattgcagtc
cccgagttee
tatcttggtt
caaccacggt
tgctcgette
ctcccagaag
aaccaattat
tgggtagcecct
ggaacgcatg
gaagaaacaa
ggtgaaaaac
catggtgaag
gaaaagctgg
gttgcgcata
agcgatggtg
cggactgaag
cttgacagac
atcgaacgca
gaaggcgttc
aaagacaacc
ggtgatcttg
cgtatcgett
tttgaacgecg
ttgggtgcge
tatgaactga
ttttactaaa
gatatatttt
agtgcgtaaa
ggcaatccga
cctccagtte

aaagtagcgg
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tttggtatgt
atcaagggcg
aacttcctgt
ttctectatce
gtgccggaaa
tagttaaact
actttttgtt
tctgatttca
cgegtttecte
cttttaaaac
tgggtcgtcce
ttttaaaact
acatcgatac
tggattctte
ttatcactat
gccgttattt
ttgaagacaa
ttatttctgg
cgttcagett
ttgctgaage
ctttggcaca
cccatttgee
tcatgtccaa
agctgcctat
atttaagagg
aaatgaagac
gtattagtgg
gcctegtgag
gggtgtggat
gcataccgtg

cttattaacc

catggggccce
cagctatgcce
ttaaggttge
tegttttege
ccaaaggtcg
tgectttgget
tacaacgatg
gaaaggaatt
tattgcggaa
ggcagaacat
tctgccacgt
taccaataac
gcatgttctg
ttatctggat
tcttggtecceg
cgtcatcgaa
aattctggca
ccecgggtett
gctggatgat
cgctttggat
gggtcgaacc
agaatctggt
gattccggtt
gccaacaaat
ctgectteeg
aaaaaagtct
atccgecectce
cgggacggtc
atgattagtg
gggccaatga

gcgacgagcec
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tgtctgetgg
tatcgetgtt
cgatggttct
agcattaagt
gagcctggat
gaatcctttt
gtataaagcg
attatggaaa
gtaagcaatg
gctagettge
gccgcagcta
ccttgggtat
atcaatgact
catatttgtg
ggaacgggct
actgaaggcg
cgtttacgtg
ggtaatatct
attaaattat
cgcttetget
agtgttgtta
ttcegtecage
aagttgatta
attctgaagt
ataaaatcgg
taagtaagaa
ccgectggaaa
gtaaggtcgt
cattcgatat
atgccggaaa

atattgtggt

gttgttctgt
accggacaat
ccagcattga
atcttaggtg
gaaatcgagg
gtctttttta
ggcggactta
ttgttgecgat
gtecgggttet
agttagcttg
ttgcatggge
taagaccagc
tcggegeggt
gtcctgatga
tgggtgttgce
gtcatatcga
aacgtttccg
acgaagcact
ggcagatgge
tgagccttgg
ttggcggtgg
getttgttte
cttatccgea
tgaataatat
gaggtggcct
taatattatt
ttgaagccat
tcecgetecac
tttcaaaatt
aagttttatt

cgatctgtac

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
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gggtcegttgt
gcaggaaaca
acgcgcagceg
aagaacatta
gcctggaagg
<210>40

<211> 1069
<212> ADN

cactgacggg
gtccgcagga
ggcggetgee
tcttecatcee

gacaggaaga
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caaaggccat
tgttgtcatt
agtggcatct
cgaaatgttg

gctattaagt

<213> region de delecién de galP;

<400> 40

actttggtcg
ctgeceggtet
tttecttttgg
attcttecctg
cacaacagac
tttcttttca
aattattttc
atgtgatttg
taaccatatt
tgacgtttga
gccacctcett
ctcecctateg
aacctgaagc
tccgeecggaa
gaaaacagtg
tggaaacatt
gtgctgggtg
accttccect

<210> 41
<211>6100
<212> ADN

tgaacatttc
gaagtaatct
ataggcgttce
atcacgtttce
aaagatttgt
gtaaagtctt
atgcacttaa
cttcacatct
ggagggcatc
aataggcgcet
gcagtcatct
ccatccaaca
tagggcgtaa
cggcctggcet
aagcttttat
tcggecgegt
ttececegeceg

accgctgcaa

ccgtgggaaa

ttcttcacct
acgccgecatce
accgcagatt
aatattttca
aattgcagat
atcataacta
ttttacgtcg
atgcctgacg
cacgattaat
tttectteget
ggccgttatg
ctacccggag
ggaaagctat
tgaagaagtg
agcgccacat
tcgtacgcecat

gtgccaggag

gccacggatg
gatgagatcc
ggtgcgcata
cctegecatg

aaaac

aaaccgacaa
gcgttcaaag
cggcaaaaaa
atcatcacaa
tattattatt
aacagcgttt
agataaatgt
tactcaccta
ctaaaaaaca
ctcecceccaage
ctatcctctg
cgtegectge
ccaaaactct
gaaattcgce
gtaccgcacg
ggcaaagagt
cagttcgaac

catcagctta

tcgecatcat
ctgcatttat
ttgttgattt

agaacggaat

agcgcagctg
gccagccteg
accgcccgcea
ctgaaaccga
cggttttcac
aatctatgat
tagtgtaagce
tcttaattca
ggggcggtca
ttccteccat
ccgctatgaa
gggaaaaact
cttacaccca
tcaatcccgt
aactggcaca
ggaagtggat
tgcaatccgt

ccgtacgee

<213> casete P15-catAX +PR-aroY+P26-quiC en el locus adhE;

<400> 41
ttgattttca

atgatttact

taggttaagc aaatcatcac cgcactgact atactctcgt attcgagcag

catgggactg
agagttagta
tcctgtagea

gcggatcact

ctgcgecgatg
cgectggectt
caataacatc
ttacaccaac
agttgttaca
gatataactc
gattacactg
caataaaaaa
aacaaggcaa
cgcggaggaa
aacatcccegt
cgcccaggec
gcgcggaace
tttgctgttg
tttgectggta
gatggaaaac

gcgtcgcaac

aaaaaagttt aacattatca ggagagcatt agcttgctat tgacgacagce

144

4380

4440

4500

4560

4595

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1069

60

120



tatggttcac
gggtacaaag
ttgactttcce
ctgcagagga
tttectgegtg
attcatcgtg
gaatattggg
ctgagtccgg
gcactgggta
gcaccggaaa
ctgattctge
gaaatttgge
caggccttta
accattctge
caactgggtc
caccgtaaac
gcatatgcca
attaaagcca
cgtctggttg
accaaaatgg
gggaagggtg
ctgagcgttce
gcatgcgatc
aatgaactga
gccgaacata
gcagcagttg
tttgttcata
ctgattgaag
cagattccgg
aaactggata

accctgcectga

tgtccaccaa
aggtgtccct
ctacagggtg
ggaatatagc
ttgcaagecgg
ttctgagcga
caggcgttge
gtctgggttt
ttgaaaatgc
gcgttggtta
atggcaccat
atgcaaacac
atatgcgtcg
ctgceggtta
gtcatggtaa
tgaccaccca
cccgtgaagg
atgatgtgga
atggtgttga
ttcaaaatta
gagacaatta
tgccgaatca
cgaccattac
ttggcaccga
aacaggatca
atgatcgtca
gcgttcegtga
atgccgatca
atcagaccat
tttgggcagt

tcgaaaaaag
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ccaaaactgt
agaagagatc
tgtaataatt
catggaagtg
tctggaacaa
cctgtataaa
atatctgaat
tgatcattat
aacaccgcegt
tgcacgcatg
ttttgatgca
caaaggcttt
tagcattatt
tggttgtect
tecgtcecggea
gattaatgtt
tctggttgtt
aggtcctttt
taatcaggtt
tcaggcgagt
cgtggataat
ggcaggtcag
cgttattgge
tatctttage
ggttegttgg
tgcatttgaa
aggtgaactg
tagcegtegt
cctgacacag
tagcgcaacc

cggtattggt

gctcagtacce
cacgctgtgt
taattacagg
aaaatcttca
gagggtggta
gcaattgaag
cagctgggtg
ctggatatgc
accattgaag
gatgatggta
gatggtaaac
tatagccatt
accgatgaga
ccggaaggtce
catattcatt
gcecggtgate
gatgcagttg
gccgaaatgg
gtggatcgtc
gatcatgatc
cagatcatcc
ctggcacgtc
aaatataacc
gttgcagata
ctggatgcac
gcagtttgga
gatgcaaccg
cagaccattc
attaaaacca
cgtcatcgtce

gcactgcgcee
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gccaatattt
aaaaatttta
cgggggcaac
acacccagga
atcecgegtgt
atctgaatat
caaatcaaga
gtatggatgce
gtcecgetgta
gcgatccgaa
cgctgeccgaa
ttgatccgac
atggtcagta
cgacccagca
attttgttag
cgtataccta
aacataccga
tgtttgatct
cgecgtetgge
actggcctgt
aagaaaccgt
tggtgegtcet
atggtaaaag
aacgtgaaac
ctggtctgga
cccaggcaga
aacaccatct
tggttctgac
gcattgcaca
agggcattga

ataccctgga

ctceccttgag
caaaaaggta
cccgectgtt
tgttcaggat
taaacaaatt
caccagcgac
agcaggtctg
agaagatgca
tgttgcgggt
tggtcatacc
tgcaaaagtt
cggtgaacag
tcgtgttegt
actgctgaac
cgcagatggt
tgatgatttt
tcecggaageca
gaaactgacc
agtttaatac
ttttatttca
ggataaaatt
gatgcaattt
ccgtetgetg
cattcagctg
tgccgatgtt
tattcgtctg
gctgcaacag
ccagattgat
gcaggttccg
aaacggtaaa

acaggcactg

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



gcacaggtge
cagctgaaac
caacagcagc
gatctggaac
gcaaccatgt
agccgtgcat
gcggaacagce
agcgttaaat
ctgcaacgtg
aaaattgaac
caaatggaaa
gaccgttaaa
acctctggcg
caccgattca
tggaaaccga
gtgceggtgg
ttaaaggtta
cactgctgct
aaccggttge
tggcagatga
ttgatgcagg
gcctgaccga
tcctggeage
cgctgecgat
aagcaccgac
gtcecggttga
ttgttattga
caggtcatge
ttattaaagt
cgggtgaaga
ttgaagcagce

aatttctggg

cgagcgcacg
aactgctgct
tgcatgattt
cgattgtgaa
ttaaaaacac
gcattgaaat
agaccaccat
ttegtgatca
aatttcgttt
agaccatgcg
gcgcagcata
tctatcaceg
gtgataatgg
ggatctgegt
tcatccggtt
caccgttaaa
tcegcacage
gggttgtgaa
accggtggtt
tceggatttt
tcegtttttt
tgttaccatt
aggtcgeccat
taccattaat
caccccgttt
actggttcag
aggtgaactg
aatgccggaa
taaagccgtt
acataccacc
aattccgggt

tattctgecaa
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tacctatgaa
ggatcagaaa
tgataccggt
tattgatggt
cgcagcaaaa
caacagccat
taaaagcatt
gctgegtgee
ctattttgaa
tcagcagggc
aaaacacgga
caagggataa
ttgcatgtac
gatgcaattg
gatccgaatg
cgtcecgacce
cgtattctgg
gcaagtcagc
gttccggcaa
gatctgegta
tgtctgggtce
catcgtctgt
attgaagttt
atgggtctgg
ggttataatg
ggtgttagcg
ctgectggtg
tttececgggtt
accatgcgca
ctggcaggtc
tttctgeaaa

gtgaaaaaac

aaaaatcgtc
catgttctgce
ctgattaaca
caggatcaag
cagcagcgtg
ctgattcgec
gataccgtga
ctgttttata
aaaagtgccg
tgtattcaga
cgccgcaaac
atatctaaca
taatctagat
ccectgetgea
cagaactggc
gtattggtcc
ttggtatgca
tggcactgga
gcagcgcacc
ccctgetgec
tggcecetgge
gtgttcaggg
ttcgtcagaa
acccagcaat
aactgggtgt
ttccggaaaa
ttegtgtteg
attgtggtgg
ataacgcaat
tgccgaccga
atgtttatge

gtcagecctge
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tgctgtcaga
aacaactgca
ttctggacaa
cactgaatce
ccaaagttca
atggtgttgt
ttgttgecagt
ccgataccga
gtcgcatgat
atgccatgat
ggcgtccgaa
ccgtgegtgt
aaggaatata
acagcatgat
aggcgtttat
ggcaatgatg
tgcaagccegt
agttggtaaa
gtgtcaagag
tgcacatacc
aagcgatccg
tcgtgatgaa
agcagaagca
ctatattggce
tgcecggtgea
agcaattgca
tgaagatcag
tgcaaatcceg
tctgcaaacce
agcaagcatt
ccataccgea

cgatgaaggt

tctgcaccat
acagacacag
aattcgtgtt
ggatagcettt
gattgcatat
tggtctgect
gtttggtatc
acgtcagegt
tctggcagca
ggcactgcaa
tttcettggte
tgactatttt
gccatgaccg
aatcagtatc
cgtcatattg
tttaataaca
cagcgtgcag
gcagttaaaa
cagatttttc
aataccccga
gtggatgcaa
ctgagcatgt
gcaggtaaac
gcatgttttg
ctgcgtcage
cgtgccgaaa
cataccaatt
agcctgeegg
ctggttggtc
tggaatgcag
ggeggtggta

cgtcagggte

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900



aggcagccct
aggatgtgga
gtgatgttag
caccggaata
gtaccegttee
cgcgteegtt
aagctaataa
tagcttccaa
agaacaacct
aggtgtggta
aaactgacca
gcagcagaaa
tgggcaattg
gttggtaaag
gttaaaatca
aactatatca
accaatgttc
ctgaaaggtc
aacctgattc
ggtgatgatg
aacgtgttca
attgcaaata
attctgtggg
ctgcaaatca
ctgggtttca
cgtattggta
aatcagattt
ccgaatcagce
gttggtagce
cagccgaacce
acagttagca
gtggaatttt
attgttgttg
atgccgageg
gcagttaaaa
cagtagcgcet

tagttgaccg

gctggcgetg
catttttgat
cattaccacc
ttcaccgage
gtgggcactg
tgcacctgaa
caggcctgcet
gaaagatatc
ctgctaaaat
taataatctt
gcctgegtgt
cctataccgt
aacagagcaa
caccgtatgt
ttggcaccga
aaggcgaagyg
gtaccatgac
tggatgttca
agcataatcg
gtaaaggtaa
tcgataatgg
acctgtttac
gtaatgataa
attggggtaa
atctgacagg
ttgccatteg
gggataacgg
gtctgggtge
gtggeggtgg
agcagaattg
aaaaacagct
ttggcaatcg
ttaccgatca
ttaccgcaaa
tgcgttaaat
gtctggcaac

atccttaaac
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gcaacctata
agtgatgata
attccgggta
attcgtggta
aaaagccatt
tattttgcac
ggtaatcgca
ctaacagcac
tcctgaaaaa
aacaacagca
tagcctgetg
tgatcgttat
tgcaaatagce
tatcaaagtt
gtgggataaa
tgaaaaagca
cctgectggt
tegtttttgt
tatcagcaac
tcecgaccage
tgatggtctg
cagcacaaaa
tgcegtggtg
acgtaactat
tgatggtaac
tagtgaaaaa
caaagatatc
aattgttttt
tgttgttatt
taatgcaatt
gaccgttgaa
taatgccagce
tcagggtctg
tgtgacagat
gcatgcgege
ataaacggcc

tgaggcacta

gcgaactgaa
ttectgtggge
ttcgeggtca
atggtattag
ttgaacgtge
gtctggaaaa
ggaattttta
aagagcggaa
ttttgcaaaa
ggacgctcce
gcactgggtc
caggatgata
gcacaagaaa
gataaaccgce
accggtgaat
tgtcegggtg
ctggttctge
attggtgttc
aattatggtg
accaccacca
gaactgaccc
gccaatcegg
ggtaacaaat
atcgcctata
attttcgaca
gatgccaatg
aaacgttgtg
ggtgttcegg
gaaccggcaa
cctaatcagg
gttaaaggca
agcagcgaag
gcaaaagcaa
catctgggtg
cgcgttegeg
ccttetggge

taacggcttce
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aaatatcatt
aatgaccacc
tcagctggac
ctgcaaaacc
accgtttgea
aaatcagggce
tttggatgga
agatgttttg
agttgttgac
gggttgagga
tggttaccag
gcgaaaaagg
accagattct
tgccteegat
ttattgcaat
caaatccggg
aagatgttaa
tggttaatcg
gtgccggtgt
ataataacaa
gtggtgcage
aaccgagcca
tcgaaaacta
acgaactgac
gcaataaagt
cacgtattac
aagccggtgg
cactggaaca
aactgcaaaa
gtattcaggce

cccctaatca

ctggtggatg
cgtatgcagg
ccgagccaga
atctttgatt
gatgttgatc
agcgcaaaat
tcegectace
ttctacatcce
tttatctaca
aaacctaatg
cggttttgca
tagcctgegt
gattcaggca
taaaagcagc
tgatggcagc
tcagtatgge
tggtgttacc
cagcagcaat
tatgattacc
agttctggat
atttaatctg
gggtattgaa
ttcagatggce
caataacagc
gcatggtaac
cctgaccaaa
tagctgtgtt
tgaaggtttt
aacctgceacce
accgaaactg

gcgttataat

cagaacagta tctgggtagc
attgggctcc gaaagttagce
cgaccagcga actgagcagce
cggcgetttt ttttggtact

aatgccgatc agttaaggat

3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060

6100
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REIVINDICACIONES

1. Un microorganismo modificado genéticamente que produce &acido cis,cis-mucoénico a partir de una fuente de
carbono no aromatico, que comprende un gen que codifica una enzima shikimato deshidrogenasa con pérdida de
funcion parcial, en donde dicha enzima shikimato deshidrogenasa con pérdida de funcion parcial confiere prototrofia
a los aminoéacidos aromaticos y vitaminas, pero sin conducir a una secrecion significativa de compuestos aromaticos.

2. Un microorganismo modificado genéticamente de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dicho microorganismo
modificado genéticamente es una bacteria.

3. Microorganismo modificado genéticamente de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde dicho microorganismo
modificado genéticamente es Escherichia coli.

4. Un microorganismo modificado genéticamente de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende adicionalmente
uno o mas genes exogenos seleccionados de un grupo que consiste en aroZ, qa-4, asbF, aroY, quiC y catAX, en
donde dichos genes exdgenos codifican proteinas funcionales en una ruta del acido mucoénico.

5. Un microorganismo modificado genéticamente de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende adicionalmente
uno o mas genes exoégenos seleccionados de un grupo que consiste en aroB, aroD, aroF, aroG, aroH, tktA, talB, rpe,
y rpi, donde dichos genes exdgenos codifican proteinas funcionales en una ruta del acido shikimico.

6. Un microorganismo modificado genéticamente de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la actividad de una
proteina reguladora negativa de la biosintesis de aminoacidos aromaticos codificada por un tyrR gen o su homdlogo
se reduce o elimina sustancialmente.

7. Un microorganismo modificado genéticamente de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende adicionalmente
un gen aroG* que codifica una enzima DAHP sintasa que es sustancialmente resistente a la inhibicion por
fenilalanina.

8. Un organismo de ingenieria genética de la reivindicacion 7, que comprende un gen aroG* que codifica una enzima

DAHP sintasa que se selecciona de un grupo que consiste en aroG*20-893, aroG*20-897 aroG*20-899, aroG*20-
901, aroG*111, aroG*211, aroG*212, aroG*311, aroG*312, aroG*411, aroG*412 , y aroG*511.
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Figura 1

PEP
o DAHP
E4P Pi € ‘L DHQ Sintasa (a0 B)
DAHP Sintasa DHQ
(aroG, aroF, aroH) H20 € § DHQ Deshidratasa (7o)
DHS
NADP g |
NADPH 3 \L Shikimato deshidrogenasa (a/o E)

SHK

ATP €— »L Shikimato quinasa I/II (a0 K, arol)

S3P

PEpP —> ¢ EPSP Sintasa (aroA)

EPSP

Pi € vL Corismato sintasa (a2 C)

L-Tyr, L-Phe, L-Tip | €===|  cna
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pobA
—

Figura 2
DAHP
v aroB
. Acido
DHQ >l quinico
\b arol
aro’
DHS _— PCA
Bk 711 G
SHK Catecol
v arok, aroL
J' catd
S3p
* ceMuA
aroA
PSP J' isomerasa
'b aroC tthMuA
CHA
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Figura 5
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Figura 8
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Figura 11
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