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DESCRIPCION
Produccion de metabolitos

La presente invencion se refiere a la produccion de estilbenoides tales como resveratrol o pinosilvina y otros
metabolitos por medio de microorganismos modificados mediante ingenieria genética.

Los microorganismos modificados genéticamente para poder producir resveratrol se describen en los documentos
WO006/089898, W02009/016108, W0O2009/124879 y WO2009/124967. Los microorganismos productores de
pinosilvina se describen en el documento W0O2008/009728. La Patente Sudafricana 2004/8194 (Universidad de
Stellenbosch) y Becker et al. describieron una Saccharomyces cerevisiae para la fermentacion de mosto de vino en
la que se ha introducido un gen de resveratrol sintasa de vid (vst1). El documento W02006/125000 describe células
oleaginosas que tienen capacidad de produccion de resveratrol. EI documento WO2006/124999 describe bacterias
que producen resveratrol. Las levaduras que producen PUFA se describen en el documento WO2005/118814.

Es deseable mejorar la cantidad de estilbenoide u otro metabolito tal como PUFA producido por células de
microorganismos y ademas mejorar el transporte de metabolitos fuera de las células productoras y en el medio en el
que estan creciendo.

Un mecanismo que poseen las células para transportar sustancias a través de sus membranas celulares es
proporcionado por transportadores ABC (Transportadores de Casetes de Unién a ATP). Estos son proteinas
asociadas a la membrana plasmatica que transportan sustancias en un procedimiento impulsado por ATP. Los
transportadores ABC son proteinas que abarcan toda la membrana que utilizan ATP para transportar diversos
sustratos a través de las membranas, tales como productos metabolicos, lipidos, esteroles y farmacos. Los
transportadores ABC se pueden encontrar en todos los organismos, tanto eucariotas como procariotas. En la
levadura y los hongos también estan involucrados en la resistencia a los farmacos y son responsables de la
excrecion de diversos compuestos xenobidticos. S. cerevisiae tiene aproximadamente 16 transportadores
relacionados con ABC (Rogers et al., 2001; Jungwirth y Kuchler 2006), y muchos de estos transportadores
dependientes de ATP estan involucrados en la respuesta a los farmacos pleiotropicos (Jungwirth y Kuchler 2006).

Se han realizado estudios de micromatrices en levaduras alimentada con diversos sustratos; un analogo de
resveratrol metilado llamado pteroestilbeno (Pan et al, 2008), y dos esteroides i) celastrol (Trott et al., 2008) y ii)
progesterona (Banerjee et al., 2008). Los esteroides tienen un tamafio similar al del resveratrol y una estructura
general plana.

Cuando se suministré pteroestilbeno a la levadura, se indujeron los transportadores ABC PDR5, PDR10, YOR1 y
SNQ2 (Pan et al., 2008), y la progesterona y el celastrol indujeron PDR5, PDR15, PDR10, SNQ2 (Benerjee et al.,
2008) y PDR5, PDR10, PDR15, PDR16, SNQ2, YCF1, YOR1 (Trott et al., 2008), respectivamente.

Si bien estos estudios se refieren a la respuesta del microorganismo a la exposicion a los compuestos sometidos a
ensayo y no estan relacionados con el transporte de los microorganismos de compuestos producidos por el
microorganismo como tal, los autores de la presente invencién suponen que la regulacion al alza de un transportador
ABC relevante podria mejorar el transporte de resveratrol fuera de una célula productora de resveratrol, con un
efecto beneficioso. Ahora los autores de la presente invencion han establecido que SNQ2 es un transportador ABC
que es eficaz para transportar resveratrol de acuerdo con la reaccioén:

Resveratrol (dentro de la célula) + ATP — Resveratrol (fuera de la célula) + ADP

Adicionalmente, los autores de la presente invencién han establecido que esto es eficaz para aumentar la
produccién de resveratrol por las células.

Trantas et al. (Metabolic Engineering, 2009, 11:355-366) describen cepas de levadura recombinantes que se pueden
utilizar para la produccién de estilbenoides y flavonoides.

El documento WO 2006/124999 describe un método para producir resveratrol en una célula anfitriona bacteriana
recombinante.

Por consiguiente, en un primer aspecto, la presente invencidon proporciona un microorganismo recombinante que
produce y excreta al medio de cultivo un metabolito estilbenoide producto cuando se cultiva en condiciones de
produccion de estilbenoide, cuyo microorganismo tiene genes que codifican enzimas que constituyen una ruta
metabdlica para la produccion de dicho estilbenoide y un transportador ABC que transporta dicho estilbenoide fuera
de dicho microorganismo a dicho medio de cultivo, en donde dicho transportador es exdégeno a dicho
microorganismo o dicho gen que codifica dicho transportador es endégeno y esta presente en un nimero de copias
mayor que en el microorganismo nativo y/o esta bajo el control de un promotor mas fuerte de modo que dicho gen
enddgeno se expresa a un nivel mas alto que el nivel de expresion nativo,

en donde dicho microorganismo tiene genes que codifican las enzimas:
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- fenilalanina amoniaco liasa, 4-cumarato-CoA ligasa y estilbeno sintasa; y/o

- fenilalanina amoniaco liasa, cinamato 4-hidroxilasa, 4-cumarato-CoA ligasa y estilbeno sintasa; y/o
- tirosina amoniaco liasa, 4-cumarato-CoA ligasa y estilbeno sintasa; y/o

- tirosina amoniaco liasa, cinamato 4-hidroxilasa, 4-cumarato-CoA ligasa y estilbeno sintasa.

Las cepas de microorganismos que producen estilbenoides como se describe en las anteriores ensefianzas de los
autores de la presente invencién comentadas mas arriba son eficaces para producir los estilbenoides, pero tales
cepas generalmente evolucionan disminuyendo la produccion de estilbenoides a lo largo del tiempo. Los genes
heterélogos necesarios para la produccion de estilbenoides, p. €j., el resveratrol, o la produccion de otros
metabolitos se pueden incluir en plasmidos de multiples copias o plasmidos integrativos que también contienen
genes para expresar productos marcadores de deficiencia necesarios para complementar un caracter auxotrofo en la
cepa anfitriona. Esto sirve para mantener los plasmidos, ya que su pérdida completa haria que la célula anfitriona
fuera inviable en virtud de su caracter auxétrofo y la reduccion del nimero de copias de los plasmidos de multiples
copias tenderia a un resultado similar y seria desventajoso para la supervivencia y la replicacion. Por lo tanto,
cualquier célula de la progenie que carezca del plasmido requerido, o suficientes copias del mismo, morira. Sin
embargo, esto da lugar a un "tira y afloja" entre las fuerzas opuestas del requisito de mantener un nimero suficiente
de copias de los plasmidos para producir los productos marcadores, por una parte, y la carga metabdlica impuesta
sobre la célula anfitriona por la presencia de los plasmidos y la producciéon de estilbenoide resultante. La carga
metabdlica incluye el consumo de energia en la sintesis de ADN necesaria para replicar el sistema de expresion, la
expresion de proteinas homdlogas y heterdlogas localizadas en el sistema de expresion, o los productos generados
a partir de las proteinas expresadas. Por lo tanto, los autores de la presente invencién han encontrado que un
numero de copias inicialmente alto puede disminuir a lo largo de las generaciones de células.

La eficacia de la compensacion de microorganismos a partir de la auxotrofia proporcionada por el gen marcador de
deficiencia depende del mantenimiento de una concentracion suficiente de proteina expresada por el gen dentro de
la célula. Esto depende en parte de la vida de la proteina en cuestion. Como comentaron Gilon et al: 1998, las
proteinas que se van a degradar en células eucariotas se marcan comunmente para su destruccion al etiquetarse
con ubiquitina. Las moléculas etiquetadas con ubiquitina se degradan por diversos mecanismos, pero principalmente
por el proteosoma 26S. Gilon informé de que ciertas secuencias C-terminales afiadidas al final de una proteina
podrian aumentar la tasa de etiquetado con ubiquitina, lo que llevaria a una degradacion mas rapida de la proteina.

Los autores de la presente invencion han apreciado ahora que proporcionar extensiones C-terminales de productos
de expresion de proteinas de genes marcadores de deficiencia que conducen a una ubiquitinacién y una
degradacion mas rapidas de esos productos cambiaria el equilibrio en el "tira y afloja" mencionado anteriormente.
Las células necesitarian un mayor numero de copias de los plasmidos afectados para proporcionar un mayor
suministro de los productos de expresion de los genes marcadores de deficiencia incorporados a los plasmidos para
compensar la auxotrofia, y esto a su vez conduciria a un aumento del numero de copias de los genes de la ruta del
resveratrol y una mayor produccidon de resveratrol. Ademas, este principio se puede aplicar generalmente a
metabolitos producidos por una ruta metabdlica dependiente de enzimas codificadas por genes de un plasmido
multicopia.

Por consiguiente, la presente invencion proporciona en un segundo aspecto el microorganismo recombinante
anterior que produce y preferiblemente excreta al medio de cultivo un estilbenoide como un metabolito producto
deseado cuando crece en condiciones de produccion de metabolitos deseadas, en donde el genoma del
microorganismo produce un fenotipo auxétrofo cuyo fenotipo auxétrofo es compensado por al menos un producto de
expresion de un plasmido de multiples copias o integrativo autorreplicante presente en dicho microorganismo, cuyo
plasmido también expresa una o mas enzimas que participan en una ruta metabdlica que produce dicho metabolito
deseado, y en donde al menos uno de dichos productos de expresion del plasmido autorreplicante o integrativo esta
genéticamente modificado para incluir una secuencia de etiqueta de ubiquitinacion.

La produccion de resveratrol en S. cerevisiae recombinante normalmente requiere cuatro genes heterdlogos,
fenilalanina amoniaco liasa, cinamato-4-hidroxilasa, 4-cumarato-CoA ligasa y resveratrol sintasa. La ruta se expresa
en forma de proteinas citosdlicas solubles, con la excepciéon de la cinamato-4-hidroxilasa que se ancla en las
membranas del RE que se orientan al citosol. La ruta del resveratrol prefiere fenilalanina y malonil-CoA como
precursores principales para la produccion.

En s. cerevisiae el exceso de fenilalanina se degrada a feniletanol o fenilacetato a través de la ruta de Erhlich
(Etschmann et al., 2002). Una de las enzimas clave para la degradacion de la fenilalanina es la fenilpiruvato
decarboxilasa (ARO10) (Vuralhan et al., 2005). ARO70 (YDR380w) codifica una enzima, la fenilpiruvato
descarboxilasa, que cataliza la descarboxilacion de fenilpiruvato a fenilacetaldehido, en la ruta de Ehrlich (también
llamada ruta del alcohol fusel), lo que significa la generaciéon de alcoholes a partir de aminoacidos mediante
transaminacion, seguido de una descarboxilacion y una etapa final de reduccioén (transaminasa => descarboxilasa =>
reductasa/deshidrogenasa). Para aumentar el acceso a la fenilalanina, los autores de la presente invencion han
eliminado ARO10 eliminando asi una ruta competitiva que consume fenilalanina. Los autores de la presente
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invencion han encontrado que la delecidon de la funcidon del gen ARO170 de la levadura nativa aumenta el
rendimiento del resveratrol y del acido cumarico en una levadura productora de resveratrol. Se pueden aplicar
principios similares a la produccion de otros metabolitos estilbenoides.

Por consiguiente, en un tercer aspecto, la presente invencion proporciona el microorganismo recombinante anterior
que produce y excreta al medio de cultivo un metabolito estilbenoide producto cuando se cultiva en condiciones de
produccion de estilbenoide, en el que la expresion por un microorganismo de una enzima que participa en el
catabolismo de fenilalanina por la ruta de Ehrlich se reduce en comparacién con su nivel de expresion nativo.

De acuerdo con el primer aspecto de la invencion, el estilbenoide producido puede ser cualquiera de los diversos
estilbenoides, pero es preferiblemente resveratrol.

Dicho transportador ABC puede ser el producto de expresion del gen SNQ2 de Saccharomyces cerevisiae. Puede
ser el producto de expresion del gen BcatrB de Botrytis cinerea.

En el presente contexto, el término "microorganismo" se refiere a organismos microscopicos, que incluyen bacterias,
hongos microscépicos, incluyendo levaduras.

Preferiblemente, el microorganismo es Saccharomyces cerevisiae recombinante. Sin embargo, otros numerosos
microorganismos que pueden ser modificados genéticamente para producir resveratrol u otros estilbenoides se
describen en los documentos WOO06/089898, WO2009/016108, WO2009/124879, WO2009/124967 vy
WO02008/009728. El primer aspecto de la invencién se puede aplicar a cualquiera de esos microorganismos. Por lo
tanto, el microorganismo puede ser un hongo, y mas especificamente un hongo filamentoso que pertenece al género
de Aspergilus, p.ej. A. niger, A. awamori, A. oryzae, A. nidulans, una levadura perteneciente al género
Saccharomyces, p. ej. S. cerevisiae, S. kluyveri, S. bayanus, S. exiguus, S. sevazzi, S. uvarum, una levadura
perteneciente al género Kluyveromyces, p. ej. K. lactis K. marxianus var. marxianus, K. thermotolerans, una levadura
perteneciente al género Candida, p. ej. C. utilis C. tropicalis, C. albicans, C. lipolytica, C. versatilis, una levadura
perteneciente al género Pichia, p. ej. P. stipidis, P. pastoris, P. sorbitophila, u otros géneros de levadura, p. €.
Cryptococcus, Debaromyces, Hansenula, Pichia, Yarrowia, Zygosaccharomyces o Schizosaccharomyces. Con
respecto a otros microorganismos, se proporciona una lista no exhaustiva de hongos filamentosos adecuados: una
especie perteneciente al género Penicillium, Rhizopus, Fusarium, Fusidium, Gibberella, Mucor, Mortierella,
Trichoderma.

Con respecto a las bacterias, se proporciona una lista no exhaustiva de bacterias adecuadas de la siguiente manera:
una especie que pertenece al género Bacillus, una especie que pertenece al género Escherichia, una especie que
pertenece al género Lactobacillus, una especie que pertenece al género Lactococcus, una especie que pertenece al
género Corynebacterium, una especie que pertenece al género Acetobacter, una especie que pertenece al género
Acinetobacter, una especie que pertenece al género Pseudomonas, etc.

Los microorganismos preferidos de la invencion pueden ser S. cerevisiae, A. niger, A. oryzae, E. coli, L. lactis o B.
subtilis.

El microorganismo construido y modificado genéticamente se puede cultivar utilizando procedimientos cominmente
conocidos, que incluyen cultivos quimiostaticos, por lotes, de alimentacion por lotes, etc.

Los siguientes microorganismos son bacterias preferidas Escherichia coli y Lactococcus lactis, y hongos, Aspergillus
oryzae, Aspergillus niger y todas las levaduras pertenecientes al género Saccharomyces.

Preferiblemente, un gen que expresa dicho Transportador ABC esta bajo el control de un promotor que proporciona
una expresion constitutiva. El gen que expresa dicho Transportador ABC puede ser enddégeno o exdgeno. Si es
enddgeno, puede estar presente opcionalmente en un nimero de copia mas alto que en el microorganismo nativo.
Sin embargo, se puede obtener un mayor nivel de expresion al colocar el gen relevante bajo el control de un
promotor mas fuerte, ya sea constitutivo o inducible.

El microorganismo tiene genes que expresan enzimas que proporcionan una ruta metabdlica productora de
estilbenoide que incluye al menos fenilalanina amoniaco liasa (PAL), 4-cumarato-CoA ligasa (4CL1) y estilbeno
sintasa o puede tener genes que expresan enzimas que proporcionan una ruta metabdlica que produce estilbenoide
que incluye al menos fenilalanina amoniaco liasa (PAL), cinamato 4-hidroxilasa (4CH), 4-cumarato-CoA ligasa
(4CL1) y estilbeno sintasa. Como alternativa a PAL, se puede proporcionar TAL y se puede utilizar la ruta TAL (por
ejemplo, TAL, 4CL1, estilbeno sintasa). La estilbeno sintasa puede ser una resveratrol sintasa o una pinosilvina
sintasa, pero preferiblemente es una resveratrol sintasa (VST). Pueden estar presentes simultdneamente tanto VST
como STS.

Este primer aspecto de la invencién se refiere al uso de transportadores ABC para aumentar la exportacion de
estilbenoides tales como resveratrol o pinosilvina desde células de microorganismos. Los autores de la presente
invencion consideran que la identificacion y la expresion en exceso de un transportador de resveratrol en
microorganismos, incluyendo en S. cerevisiae, permitirian una mayor produccién de resveratrol ya que la
acumulacion de una alta concentracion intracelular de resveratrol podria inhibir el crecimiento y el metabolismo de la
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levadura. Se aplicarian Principios similares a otros estilbenoides. Se realizaron busquedas in silico utilizando la
herramienta BLAST en una base de datos del genoma de S. cerevisiae y sometiendo a busqueda blast
transportadores ABC de ofras levaduras y hongos y de la propia S. cerevisiae. Los candidatos resultantes se
muestran en la Tabla 1. Se encontraron algunos candidatos mas que los 16 transportadores ABC anteriormente
descritos (Rogers et al., 2001; Jungwirth y Kuchler 2006) en estas busquedas de homologia.

Tabla 1. Transportadores ABC en S. cerevisiae (Nomenclatura de acuerdo con la base de datos del genoma de

Saccharomyces).

YOR153W - PDR5
YDR406W - PDR15
YORS328W - PDR10
YNRO70W - PDR18
YPLO58C - PDR12
YDRO11W - SNQ2
YORO11W - AUS1
YIL0O13C - PDR11

YOL075C

YCRO011C - ADP1

YPL270W - MDL2

YLR188W - MDL1

YDR135C - YCF1

YLLO48C - YBT1

YHLO035C - VMR1

YKL209C - STE6

YMR301C - ATM1

YLLO15W - BPT1

YGR281W - YOR1

Se han descrito supuestos genes de resveratrol sintasa en el hongo de la raiz blanca Botrytis Cinerea (Numero de
acceso del gen BcatrB: AJ006217) (Schoonbeek et al., 2001) y el hongo Aspergillus nidulans (Nimero de acceso del
gen ATRB: Z68905) (del Sorbo et al., 1997, Andrade et al., 2000). Los mutantes de delecion de Botrytis cinerea
(delta-BcatrB) y Aspergillus Nidulans (delta-ATRB) mostraron una mayor sensibilidad hacia el resveratrol
(Schoonbeek et al., 2001, Andrade et al., 2000). Estas dos proteinas, ATRBp y BcatrBp, tienen la homologia mas
alta (30-39%) para los genes transportadores de S. cerevisiae codificados por los genes PDR18, SNQ2, PDR10,
PDR12, PDR5 y PDR15. Los autores de la presente invencidon consideran que al menos uno de los genes
homologos en S. cerevisiae debe ser un transportador de resveratrol. Como se muestra en los ejemplos a
continuacion, tanto SNQ2 como BcatrBp son eficaces para aumentar la produccion de resveratrol en S. cerevisiae.

Muchos transportadores ABC de otros organismos se han expresado en S .cerevisiae (Connolly et al., 2005; Del
Sorbo et al., 2008; Nimii et al., 2005; Zwiers et al., 2002). Sin embargo, también se han expresado transportadores
ABC de S. cerevisiae en otros organismos. Esto ha sido ilustrado por la expresion funcional del transportador YCF1
en la planta Arabidopsis thaliana (Song et al., 2003) y PDRS5, un pariente cercano de SNQ2, en la planta de tabaco
(Muhitch et al., 2000). En general, parece que la expresion funcional de cualquier transportador ABC es posible a
través de las barreras de especie, como se ha ilustrado por la expresion de 25 transportadores ABC humanos en
Pichia pastoris (Chloupkova et al., 2007). Incluso los transportadores unidos a la membrana eucaridticos se han
expresado en organismos procarioticds tales como Lactococcus lactis (Kuniji et al., 2003). Por lo tanto, es probable
que otros organismos puedan volverse tolerantes a altos niveles de resveratrol por la expresion heterdloga de SNQ2
o BcatrB de S. cerevisiae o Botrytis cinerea.

El segundo aspecto se refiere al uso de etiquetas de ubiquitinacién y es Uutil ya sea de forma aislada o combinadas
con el primer aspecto.

Dicha secuencia de etiqueta de ubiquitinacion es preferiblemente una prolongacién C-terminal de dicho producto de
expresion.

Preferiblemente, dicha prolongaciéon C-terminal de dicho producto de expresion satisface los siguientes criterios:

1. Es una secuencia de nucleétidos que codifica un péptido conectado en marco al extremo N o C terminal de
un marco de lectura abierto de un gen.
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2. La secuencia de proteina consiste en al menos 10 aminoacidos e incluye una regién hidréfoba de al menos
cinco aminoacidos.

3. Al menos 40% de los aminoéacidos en la region hidréfoba deben ser aminoacidos con cadenas laterales
hidréfobas.

Preferiblemente, la secuencia de la etiqueta tiene una de las siguientes secuencias:
ACKNWFSSLSHFVIHL (SEQ ID NO: 1)
SLISLPLPTRVKFSSLLLIRIMKIITMTFPKKLRS (SEQ ID NO: 2)
FYYPIWFARVLLVHYQ (SEQ ID NO: 3)
SNPFSSLFGASLLIDSVSLKSNWDTSSSSCLISFFSSVMFSSTTRS (SEQ ID NO: 4)
CRQRFSCHLTASYPQSTVTPFLAFLRRDFFFLRHNSSAD (SEQ ID NO: 5)
GAPHVVLFDFELRITNPLSHIQSVSLQITLIFCSLPSLILSKFLQV (SEQ ID NO: 6)
NTPLFSKSFSTTCGVAKKTLLLAQISSLFFLLLSSNIAV (SEQ ID NO: 7)
PTVKNSPKIFCLSSSPYLAFNLEYLSLRIFSTLSKCSNTLLTSLS (SEQ ID NO: 8)
SNQLKRLWLWLLEVRSFDRTLRRPWIHLPS (SEQ ID NO: 9)
SISFVIRSHASIRMGASNDFFHKLYFTKCLTSVILSKFLIHLLLRSTPRYV (SEQ ID NO: 10)

cuyos ejemplos pueden ser codificados como sigue:

1. ACKNWFSSLSHFVIHL (SEQ ID NO: 1)

GCT TGT AAA AAT TGG TITT TCT TCT TTG TICT CAT TTT GTT ATT
CAT TTG (SEQ ID NO 11)

2. FYYPIWFARVLLVHYQ (SEQ ID NO: 3)

TTT TAT TAT CCA ATT TGG TTT GCT AGA GTT TTG TTG GTT CAT
TAT CAA (SEQ ID NO 12)

La etiqueta de ubiquitinacion también puede ser FSSLA (SEQ ID NO: 13).

Dicho producto de expresion que lleva la secuencia de etiqueta de ubiquitinaciéon es preferiblemente el producto de
expresion de un marcador que incluye ura3 o his3 o trp1, leu2, lys2, o met15.

De acuerdo con el primer aspecto de la invencion, el metabolito deseado producto es preferiblemente un
estilbenoide pero también puede ser un acido graso poliinsaturado y cualquiera de los dos puede ser producido en
una Saccharomyces cerevisiae recombinante apropiada.

Generalmente, todas las caracteristicas preferidas del primer aspecto de la invencién se pueden emplear
combinadas con las caracteristicas preferidas del segundo aspecto.

El sistema de replicacion autbnoma de 2 micras (2 pm) se utiliza como un sistema de expresion de elevado nimero
de copias con una alta estabilidad. Una célula anfitriona que contiene un sistema de expresion con el origen de
replicacion de 2 um generalmente contiene aproximadamente 30-40 copias de vectores de expresion, dependiendo
del uso del marcador y de la carga metabdlica, también denominado tira y afloja (Moriya et al., 2006). La
incorporacion de un marcador deficiente como el marcador de deficiencia de leu2 (Moriya et al., 2006) puede
aumentar el nimero de copias en el sistema de expresion de 2 um de 30-40 a 150-160 copias.

La producciéon de resveratrol en S. cerevisiae generalmente esta habilitada por la expresion de cuatro genes
heterdlogos, y la fenilalanina y la malonil-CoA del precursor (documento WO06/089898). Las cuatro proteinas
heterélogas se pueden localizar en dos plasmidos que contienen dos genes heterélogos cada uno o un plasmido que
contiene los cuatro genes, que constituyen la ruta del resveratrol. El sistema de expresion utilizado contiene un
sistema de expresion de 2 pym como origen de replicacion y un marcador tal como ura3 y/o his3 o uno de los otros
marcadores mencionados anteriormente para complementar la cepa anfitriona auxétrofa. La expresion de la ruta
productora de resveratrol en un plasmido da como resultado un ndmero de copias inicial determinado por el tira y
afloja (Moriya et al., 2006) que da como resultado un titulo dado de resveratrol. El uso de dos plasmidos eleva la
concentracion final que muestra que un aumento en el numero de copias del plasmido afecta al rendimiento de
resveratrol como se muestra en el Ejemplo 35.
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Para aumentar el equilibrio del numero de copias, se necesita disefiar el anfitrion para que se adapte mejor a la
presiéon conferida por el sistema de expresion/produccion o aumentar la necesidad del gen marcador. La ultima
solucion se utiliza en ejemplos de acuerdo con este aspecto de la invencién, centrandose en la semivida de
proteinas del producto del gen marcador fusionando la secuencia codificante del marcador ura3 a una etiqueta C-
terminal que contiene secuencias de direccionamiento para los genes Ubc6 y Ubc7 de S. cerevisiae (Gilon et al.,
1998). Esto deberia disminuir la semivida de las proteinas y, por lo tanto, aumentar la demanda de numero de copias
del gen marcador.

El tercer aspecto se refiere a la eliminacion u otra negacion de la funcién de la ruta de Erhlich, ya que afecta a los
precursores del metabolito deseado.

Dicha enzima cuya actividad se suprime o reduce puede ser preferiblemente una fenilpiruvato descarboxilasa. Un
gen que expresa dicha enzima puede ser eliminado o desactivado funcionalmente, por ejemplo mediante eliminacion
parcial o insercion de una secuencia sin sentido. Preferiblemente, el microorganismo es una Saccharomyces
cerevisiae recombinante y dicha enzima esta codificada por Aro10.

El tercer aspecto, que incluye todas sus caracteristicas preferidas, se puede utilizar combinado con uno o ambos
aspectos primero y segundo, incluyendo todas o cualquiera de sus caracteristicas preferidas.

La produccion de estilbenoide puede aumentar ain mas al aumentar la expresion del gen ACC1 para aumentar el
conjunto de malonil-CoA disponible en la ruta metabdlica, como se describe en los documentos W02009/124879 y
W0O2009/124966.

Los microorganismos particularmente preferidos, especialmente S. cerevisiae, de acuerdo con la invencion
contienen cuatro plasmidos integrativos que contienen los genes de la ruta del resveratrol heterélogo y los genes del
transportador de resveratrol de la planta y portan una delecion en los genes Aro10, Ura3, His3, Leu2, Trp1 y una
expresion en exceso de los genes ACC1 y SNQ2.

De acuerdo con cada aspecto de la invencion, se puede preferir cambiar y modificar la expresion del gen Aro4 y/o
Aro7 a niveles superiores a los producidos en el tipo salvaje del microorganismo. Estos genes estan implicados en la
sintesis de aminoacidos aromaticos y la mejora de la produccion de estilbenoide que han observado los autores de
la presente invencion al utilizarlos puede deberse a la provision de niveles mas elevados de precursores de
aminoacidos.

En un aspecto preferido, la invencién proporciona una Saccharomyces cerevisiae recombinante que tiene genes que
codifican enzimas que constituyen una ruta metabdlica para la produccion de un estilbenoide y que expresan un
Transportador (preferiblemente un transportador ABC) que tiene actividad exportadora para el estilbenoide, en
donde el genoma de Saccharomyces cerevisiae produce un fenotipo auxotrofo cuyo fenotipo auxdétrofo es
compensado por al menos un producto de expresion de un plasmido autorreplicante o de multiples copias integrativo
presente en dicha Saccharomyces cerevisiae, cuyo plasmido también expresa una o mas de dichas enzimas que
constituyen dicha ruta metabdlica que produce dicho estilbenoide, y en donde al menos uno de dichos productos de
expresion del plasmido autorreplicante o integrativo esta modificado genéticamente para que incluya una secuencia
de etiqueta de ubiquitinacion.

Preferiblemente, en semejante organismo recombinante, la expresion de una enzima que participa en el catabolismo
de la fenilalanina por la ruta de Ehrlich se reduce en comparacién con su nivel de expresién nativo como se describid
anteriormente y preferiblemente la expresion del gen ACC1 se eleva por encima de su nivel de expresion nativo.

En una realizacién particularmente preferida, se proporciona una Saccharomyces cerevisiae recombinante que tiene
un fenotipo cromosémico TRP auxotrofo, URA auxdtrofo, LEU auxétrofo e HIS auxétrofo y que tiene incorporado un
plasmido integrante que contiene el gen SNQ2 de Saccharomyces cerevisiae bajo el control de un promotor
constitutivo de TDH3, cuyo plasmido restaura la prototrofia para TRP, y que contiene adicionalmente un primer
plasmido de mudltiples copias autorreplicante que contiene los genes 4CL2, VST1 y URA3 C-terminalmente
prolongados por la secuencia de etiqueta de ubiquitinacion GCT TGT AAA AAT TGG TTT TCT TCT TTG TCT CAT
TTT GTT ATT CAT TTG, un segundo plasmido de multiples copias autorreplicante que contiene los genes PAL2,
C4H:CYB5:ATR2, HIS3, 4CL2, y VST1, y un tercer plasmido de muiltiples copias autorreplicante que contiene los
genes VST1, 4CL2, LEU2, C4H: CYB5: ATR2, y PAL2.

En otra realizacion particularmente preferida, se proporciona una Saccharomyces cerevisiae recombinante que tiene
un fenotipo cromosémico TRP auxotrofo, URA auxdtrofo, LEU auxétrofo e HIS auxotrofo y que tiene incorporado un
plasmido integrativo que contiene el gen SNQ2 de Saccharomyces cerevisiae bajo el control de un promotor
constitutivo de TDH3, cuyo plasmido restaura la prototrofia para TRP y que contiene adicionalmente un primer
plasmido integrativo que contiene los genes PAL2, C4H y C4H:CYB5:ATR2, un segundo plasmido integrativo que
contiene los genes VST, 4CL2 e HIS5 C-terminalmente prolongados por la secuencia de etiqueta de ubiquitinacion
GCT TGT AAA AAT TGG TTT TCT TCT TTG TCT CAT TTT GTT ATT CAT TTG, y un tercer plasmido integrativo
que contiene los genes VST y STS.

La invencion se describira adicionalmente con referencia a los dibujos adjuntos en los que:
7
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La Figura 1 muestra una ruta metabdlica que produce resveratrol;

La Figura 2 muestra una ruta metabdlica alternativa que produce resveratrol;

La Figura 3 muestra una ruta metabdlica que produce pinosilvina;

La Figura 4 muestra la estructura de un plasmido Rho0053 producido en el Ejemplo 19;

La Figura 5 muestra la estructura de un plasmido Rho0032B producido en el Ejemplo 17;

La Figura 6 muestra la estructura de un plasmido Rho0044 producido en el Ejemplo 18;

La Figura 7 muestra la estructura de un plasmido Rho0051 producido en el Ejemplo 24;

La Figura 8 muestra las cantidades de resveratrol obtenidas en el Ejemplo 21;

La Figura 9 muestra las cantidades de resveratrol obtenidas en el Ejemplo 22;

La Figura 10 muestra las cantidades de resveratrol obtenidas en el Ejemplo 35;

La Figura 11 muestra las cantidades de resveratrol obtenidas en el Ejemplo 36;

La Figura 12 muestra las cantidades de resveratrol obtenidas en el Ejemplo 36;

La Figura 13 muestra la produccion de resveratrol medida en el Ejemplo 41;

La Figura 14 muestra una secuencia a la que se hace referencia en el Ejemplo 55 (SEQ ID NO: 185);
La Figura 15 muestra un analisis de varios transformantes FS09258 + p0204 + p0180 producidos en el Ejemplo 65; y

La Figura 16 muestra los resultados de las fermentaciones de alimentacion por lotes conducidas descritas en el
Ejemplo 72 utilizando las cepas FS09258-51-53-32B-44, FS09326 y FS09322.

La Figura 17 muestra un perfil de tiempo tipico de la produccién de resveratrol y otros productos en el cultivo de la
cepa FS09322 de Saccharomyces cerevisiae de acuerdo con la invencion. La barra vertical a aproximadamente 55
minutos indica el tiempo de cambio a una fase de produccion.

Como se muestra en la Figura 1, el resveratrol se puede formar a partir de fenilalanina a través de una ruta en la que
fenilalanina se transforma en acido cinamico por una fenilalanina amoniaco liasa (PAL1, PAL2 o PAL3), que se
transforma en acido cumarico por accion de una cinamato 4-hidroxilasa (C4H). A partir del acido cumarico se forma
4-cumaroil-CoA por la accion de una 4-cumarato-CoA ligasa (4CL1). La 4-cumaroil-CoA se hace reaccionar con
malonil-CoA mediante una resveratrol sintasa para producir resveratrol. Una ruta alternativa que se muestra en la
Figura 2 comienza con tirosina en lugar de fenilalanina y forma acido cumarico mas directamente. Una ruta para
producir pinosilvina mostrada en la Figura 3 se parece a la de la figura 1, pero forma el estilbenoide a partir de una
reaccion entre malonil-CoA y cinamoil-CoA catalizada por una resveratrol sintasa o mas preferiblemente por una
pinosilvina sintasa (es decir, una estilbeno sintasa que tiene una preferencia por cinamoil-CoA como sustrato).

Se puede proporcionar una ruta de estilbenoide en un microorganismo tal como Saccharomyces cerevisiae
proporcionando los genes necesarios para expresar las enzimas que se muestran en las rutas de estas figuras.

A continuacion se describira con detalle una Saccharomyces cerevisiae recombinante preferida FS09258-51-53-32B-
44 que combina los diversos aspectos de la invencion.

El microorganismo receptor es una Saccharomyces cerevisiae con genotipo MATalfa ura3-52 his3 MAL2-8c SUC2].
Se introducen los siguientes plasmidos.

Material genético introducido

Vectores/plasmidos introducidos

Plasmidos/Cepas | FS09258-51-53-32B-44

RHO 0051 +
RHO0053 +
RHO0032B +
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Plasmidos/Cepas | FS09258-51-53-32B-44
RHO0044 +

+ Plasmido expresado en la cepa;

FS09258-51-53-32B-44 contiene tres plasmidos de mdltiples copias que contienen los genes de la ruta del
resveratrol heterélogos de la planta.

Los tres vectores de plasmidos, RHO0053, RHO0032B y RHO0044, estan basados en los vectores PESC de
Stratagene, PESC-URA, PESC-HIS y PESC-LEU (www.stratagene.com) y han sido modificados mediante la
sustitucion de los promotores de galactosa inducibles originales por promotores constitutivos de levadura. Los tres
vectores de plasmidos, RHO0053, RHO0032B y RHO0044 contienen adicionalmente los genes de la ruta del
resveratrol de la planta, con el conjunto completo de genes de la ruta del resveratrol incluidos en cada plasmido
(véanse los mapas de plasmidos mas adelante). Los genes de plantas heterélogas provienen de los organismos no
patégenos Arabidopsis thaliana y Vitis vinifera (uva) (resveratrol, sintasa).

El plasmido Rho51 también se basa en el vector de Stratagene (pesc-trp) y también tiene promotores constitutivos
fuertes. Adicionalmente, la region de 2 micras, que sefiala la autorreplicacion y las multiples copias, se ha eliminado
y, por lo tanto, este plasmido solo puede replicar como una Unica copia integrada en el genoma de la levadura.

El plasmido RHO51 contiene una expresion en exceso de un transportador SNQ2 de resveratrol. SNQ2 es un
transportador de casete de unién a ATP (ABC) de membrana plasmatica, transportador de multiples farmacos
implicado en la resistencia a multiples farmacos y tiene resistencia a especies de oxigeno singlete. SNQ2 se cloné
entre los sitios de restriccion BamHI y Kpnl del vector PSF57-TRP1 para generar el vector RHO0051 (véanse las
caracteristicas del plasmido y el mapa) bajo el control del promotor de TDH3. Al cortar este vector con Hind Il (que
corta al final del marcador TRP1) y transformar una levadura auxétrofa para TRP, el vector integrativo se integra en
el cromosoma del promotor de TRP1 eliminado y restaura el TRP1 no funcional.

A continuacién aparecen mas detalles de los plasmidos:

Plasmido RHO0053 - véase también la Figura 4

Caracteristicas de Rho0053

Nombre Region Tipo

CYcC1 Terminador 4987..5107

ADH1 Terminador complemento (157..321)
ADH1 Terminador complemento (6884..7048)
CYcC1 Terminador 14786..14906

F1 Origen de replicacion |complemento (6482..6788)
Origen puUC Origen de replicacion | 14936..15603

2mu Origen de replicacion [ 16745..17900

TDH3 Promotor complemento (2190..2844)
TEF1 Promotor 3134..3534

TDH3 Promotor complemento (9365..10019)
TEF1 Promotor 10309..10709
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Nombre Region Tipo

Tag 2 Promotor 6169..6216

4CL2 ORF complemento (507..2177)

VST1 ORF 3547..4725

URAS3 con TAG2 |ORF 5365..6219 /nota=Longitud: 807
PAL2 Codon opt. |ORF complemento (7199..9352)

Bla ORF complemento (15751..16623)
C4H-CYB5-ATR2 |ORF 10722..14540

Plasmido RHO0032b véase también la Figura 5

Caracteristicas Rho0032b

Nombre Tipo Region

CYcC1 Terminador 8094..8214

ADH1 Terminador complemento (157..321)

puUC Origen de replicacion | 14999..15666

2 mu Origen de replicacion | 16808..17963

Origen F1 Origen de replicacion |9613..9919

TEF1 Promotor 12996..13396

TDH3 Promotor complemento (12052..12706)
TDH3 Promotor complemento (2673..3327)
TEF1 Promotor 3617..4017

VST1 ORF 13409..14587

4CL2 ORF complemento (10369..12039)
HIS3 ORF 8562..9221

Bla ORF complemento (15814..16674)
PAL2 ORF complemento (507..2660)
C4H-CYB5-ATR2 |ORF 4030..7848

5 Plasmido RHO0044 -véase también la Figura 6

Caracteristicas Rho0044
10



Nombre
LEU2_terminador
CYC1

CYC1

ADH1

ADH1

2 mu

Origen PUC
TDH3

TEF
LEU2_promotor
TEF

TDH3

VST1

4CL2

LEU2
C4H::Cyb5::AR2codopt
PAL2codopt

BLA
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Tipo

Terminador
Terminador
Terminador
Terminador
Terminador

Origen de replicacion
Origen de replicacion
Promotor

Promotor

Promotor

Promotor

Promotor

ORF

ORF

ORF

ORF

ORF

ORF

Plasmido RHO0051 - véase también la Figura 7

Caracteristicas Rho0051

Nombre

PTRP1

TDH3

TEF

SNQ2

TRP1

Tipo Region

Promotor | 187..468

Promotor |2865..3514

Region

9721..10171

7985..8105

15627..15747

complemento (48..212)
complemento (10797..10961)
17586..18741

15777..16444

13514..14180

complemento (12824..13236)
8234..8613

3502..3914

complemento (2558..3223)
14187..15368

complemento (11147..12817)
8614..9720

3957..8105

complemento (398..2551)

complemento (16592..17464)

Promotor | complemento (2164..2564)

ORF 3521..8026

ORF 469..1140

11
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FS09258-51-53-32B-44 lleva una delecion en el gen ARO10, Ura3, His3, Leu2, Trp1 y una expresion en exceso del
gen ACC1:

Expresion en exceso de ACC1 por intercambio de promotor

Se expres6 en exceso ACC1 utilizando el promotor de TPI1 (Triosa fosfato isomerasa) de S. cerevisiae constitutivo
nativo. El TPI-ACC1 es una regulacion al alza cromosémica del gen ACC1 mediante la sustitucion del promotor débil
natural de ACC1 por el promotor de TPl de S. cerevisiae nativo constitutivo del gen TPl (YDR050c) que codifica una
enzima glicolitica abundante, la triosa fosfato isomerasa. El método utilizado para el cambio de promotor se describe
en (Erdeniz et al, 1997). ACC1 (YNRO16c) codifica una enzima, la acetil-CoA carboxilasa, que cataliza la
carboxilacion de acetil-CoA para formar malonil-CoA. La malonil-CoA se requiere normalmente para la biosintesis de
novo de acidos grasos de cadena larga en levadura y también se necesita para la sintesis de resveratrol (reaccion
de resveratrol sintasa: 3 malonil-CoA + 4-cumaroil-CoA = 4 CoA + 3,4',5-trihidroxiestilbeno + 4 CO2).

Delecion de genes

La delecion de genes se realizé utilizando un sistema cre-lox (Gueldener et al., 2002) que deja una secuencia loxP
corta en el ADN acortado.

A continuacién, se describen con mas detalle las deleciones: Ura3-52 es un marcador auxétrofo comudn y bien
caracterizado y significa que el gen Ura3 natural (o el nombre del gen sistematico YEL021w) se ha mutado mediante
la insercion de un elemento TY1 (transponible). El gen Ura3 codifica una enzima, orotidina-5'-fosfato (OMP)
descarboxilasa, que cataliza la sexta etapa enzimatica en la biosintesis de novo de pirimidinas. Esta mutacion es
una mutacion no reversible (Rose y Winston, 1984).

His3 también es un marcador comun y bien caracterizado y significa que el gen His3 (YOR202w) es una forma
mutada no reversible que lo hace auxotrofo. His3 codifica una enzima, la imidazologlicerol-fosfato deshidratasa, que
cataliza la sexta etapa en la biosintesis de histidina.

Leu2 es un marcador auxotrofo comun. Por lo general, estos marcadores auxotrofos consisten en mutaciones y
mutaciones de cambio de marco en la posicién leu2-3,112 (Meira et al., 1995). Sin embargo, en esta cepa, los
autores de la presente invencion han eliminado las partes principales del gen LEU2 utilizando el método descrito
anteriormente (Erdeniz et al., 1997) para hacer que la cepa auxdétrofa para Leu?2 evite las estrategias de mutacién en
las cepas de los autores de la presente invencion.

Trp1 es un marcador auxoétrofo comin en cepas de S. cerevisiae de laboratorio. Los autores de la presente
invencion eliminaron las partes principales del gen TRP1 utilizando el método descrito anteriormente (Erdeniz et al.,
1997) para volver auxétrofa la cepa para TRP1 para evitar las estrategias de mutacién en las cepas de los autores
de la presente invencion.

ARO10 (YDR380w) codifica una enzima, la fenilpiruvato descarboxilasa, que cataliza la descarboxilacion de
fenilpiruvato a fenilacetaldehido, en la ruta de Ehrlich (también denominada ruta del alcohol fusel), lo que significa la
generacion de alcoholes a partir de aminoacidos por transaminacion, seguida de una descarboxilacion y una etapa
final de reduccion (transaminasa => descarboxilasa => reductasa/deshidrogenasa).

Ruta del resveratrol

Los genes heterdlogos insertados codifican las enzimas implicadas en la ruta de fenilpropanoide. Esta ruta implica el
consumo de L-fenilalanina a través del acido cinamico a acido cumarico a cumaril-CoA. Finalmente, la formacion de
resveratrol es posible a través de la resveratrol sintasa de la uva. El resveratrol producto formado es un nutracéutico
con propiedades anticancerigenas y antioxidantes. Los genes son los siguientes:

a) Fenilalanina amoniaco liasa (PAL2) con codones optimizados de Arabidopsis thaliana para la expresion en S.
cerevisiae que cataliza la desaminacion de fenilalanina a acido cinamico.

b) Un fragmento de ADN fusionado que consiste en tres genes (partes):

Parte i) un gen de cinnamato 4-hidroxilasa (C4H) de Arabidopsis thaliana con codones optimizados para la expresion
en S. cerevisiae;

Parte ii) Portador de electrones Citocromo b5 CYBS5 codificado por ORF nativo YNL111c de S. cerevisiae;

Parte iii) Un gen de citocromo p450 reductasa (AR2) de Arabidopsis thaliana, con codones optimizados para la
expresion en S. cerevisiae.

Las tres partes se han fusionado de tal manera que se expresan como una unica enzima y la orientacion del
fragmento de ADN fusionado es > Coddn de inicio C4H::CYB5::AR2 codén de parada < (donde :: representa genes
fusionados en el marco) . Estas construcciones de fusién permiten actividades cataliticas mas elevadas de la etapa
de hidroxilacién (conversion de acido cinamico en acido cumarico), que cuando C4H se expresa solo.

12
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c) Una 4-cumaroil CoA-ligasa sin codones optimizados (4CL2) de Arabidopsis thaliana que cataliza la activacion del
acido cumarico a cumaroil-CoA mientras que consume ATP y acetil-CoA.

d) Resveratrol sintasa con codones optimizados de uva (Vitis vinifera) que cataliza la reaccién de plegamiento del
anillo de un cumaroil-CoA y 3 malonil-CoA en resveratrol.

Las secuencias reguladoras que permiten la expresion tnicamente del gen o los genes de interés.

Promotor TEF1 de S. cerevisiae (Mumberg et al., 1995), que es el promotor del gen YBR118w. Este gen codifica un
promotor del factor de elongacion de la traduccion EF-1 alfa TDH3 de S. cerevisiae (Mumberg et al., 1995), que es el
promotor del gen YGR192c. Este gen codifica una gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa.

Terminador CYC1 del gen de S. cerevisiae YJR048w que codifica la isoforma 1 del citocromo C.
Terminador ADH1 del gen de S. cerevisiae YOL086¢ que codifica la alcohol deshidrogenasa 1.
Terminador LEU2 del gen de S. cerevisiae YCL0O18W que codifica la beta-isopropilmalato deshidrogenasa.
Las secuencias de nucleétidos necesarias para el mantenimiento del vector.

- Ori F para la replicacion y subclonacion en E. coli (sin embargo, no tiene funcion en S. cerevisiae).

- Ori de 2 micras para la replicacion en S. cerevisiae.

- Gen de resistencia a ampicilina para la seleccion en E. coli (sin embargo, no tiene funciéon y no se expresa en S.
cerevisiae).

- Marcadores auxétrofos de aminoacidos URA3 e HIS3 y LEU2 y TRP1 para la seleccion y el mantenimiento en S.
cerevisiae.

La invencion se describira e ilustrara adicionalmente mediante los siguientes ejemplos.
En este trabajo se han utilizado ciertos métodos que se describiran brevemente aqui.
Tecnologia de infusion

Se generaron las construcciones de vectores utilizando i) la clonacion basada en enzimas de restriccion
convencionales combinada con la ligacion utilizando ADN ligasa de T4 o ii) la tecnologia Infusion (In-Fusion™ Dry-
Down PCR Cloning Kit) de Clontech (Clontech, Mountain View, CA). Esta tecnologia In-Fusion permite la
recombinacién homologa entre un plasmido linealizado y un inserto generado por PCR que contiene salientes
homologos al vector linealizado. El vector linealizado se generd por digestion con enzimas de restriccion o por PCR
utilizando Herculase® Il Fusion DNA Polymerase (Agilent Technologies - Stratagene, La Jolla, CA) y cebadores con
una temperatura de fusién de 60 grados Celsius.

Método bipartito de expresion en exceso de genes de levadura nativos mediante el método de direccionamiento de
genes basado en el marcador URA de Kluyveromyces lactis.

La expresion en exceso de genes de levaduras nativas con promotores de levadura constitutivos se lleva a cabo por
medio de un método de sustitucion del promotor basado en un sustrato de direccionamiento de genes generados por
PCR lineal y utilizando URA3 de K. lactis como un marcador reciclable descrito previamente (Erdeniz et al., 1997).
Este método incluye la generacion de una cepa de levadura intermedia, donde el gen marcador URA3 de
Kluyveromyces lactis se integra combinado con dos copias de la secuencia promotora constitutiva fuerte como una
repeticion directa en cada lado del gen marcador. El gen marcador se enlaza a continuaciéon a través de la
recombinaciéon mediada por la repeticiéon directa, un evento que se selecciona cultivando en placa la cepa intermedia
sobre un medio que contiene acido 5-fluoroorético (5-FOA), que es toxico para las células que expresan el gen
URAS3. El resultado es una cepa de levadura, en la cual el promotor nativo ha sido reemplazado por el promotor
constitutivo fuerte. La integracion de la secuencia promotora descrita anteriormente y el gen marcador se dirige a la
ubicacion correcta en el genoma por medio de secuencias diana generadas por PCR.

El sustrato de direccionamiento de genes descrito anteriormente se puede construir por medio de multiples rondas
de fusién-PCR. Sin embargo, para evitar la introduccion de mutaciones generadas por PCR, es beneficioso utilizar
un sustrato de direccionamiento de genes bi-partito o incluso cuadruple (Erdeniz et al., 1997).

Por ejemplo, para expresar en exceso un gen con el promotor fuerte de ADH1, este promotor se ha introducido en
vectores de trabajo intermedios a cada lado de URA3 de K. /actis, dando como resultado los vectores pWAD1,
pWAD2, (documento W02005/118814). Con estos vectores como moldes, se pueden amplificar fragmentos que
contienen (en la direccion de 5' a 3') 1) el ADH1 acoplado a dos tercios de URA3 de K. /actis hacia el extremo 5/,
utilizando los cebadores AD-fw e Int3', y 2) dos tercios de URA3 de K. lactis hacia el extremo 3' acoplado a ADH1,
utilizando los cebadores Int5' y AD-rv. Se amplifican las secuencias diana correspondientes a una secuencia de 300-
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500 pb aguas arriba del gen que se va a expresar en exceso y 300-500 pb que comienzan con ATG del gen que se
va a expresar en exceso, a partir de ADN genémico de levadura utilizando cebadores adecuados. El cebador inverso
utilizado para la amplificacion de la secuencia diana aguas arriba contiene un saliente 5' que permite la fusion con el
fragmento 1 descrito anteriormente. El cebador directo utilizado para la amplificacién de la secuencia diana que
comienza con ATG contiene un saliente 5' que permite la fusion con el fragmento 2 descrito anteriormente. Después
de la fusion por PCR de la secuencia diana aguas arriba con el fragmento 1, y fusién por PCR del fragmento 2 con la
secuencia diana que comienza con ATG, los dos sustratos lineales estan listos para la transformacion.

Método cre/lox para delecién de genes

La delecion de genes diana se llevd a cabo por medio de un método basado en un sustrato de direccionamiento de
genes generados por PCR, lineal utilizando un marcador auxotrofo o de resistencia a antibiéticos flanqueado por
secuencias de 34 pb llamadas sitios loxP, junto con un plasmido que contiene recombinasa (Johansson y Hahn-
Hagerdal, 2002, Yoon et al., 1998).

El método utiliza una recombinasa cre procedente del bacteri6fago P1 que reconoce y facilita un evento de
recombinacién entre secuencias loxP que causa la pérdida de la secuencia marcadora entre estos sitios. Este
método incluye la generacion de una cepa de levadura intermedia, donde el gen marcador elegido se integra
combinado con dos copias de las secuencias de direccionamiento loxP como una repeticion directa a cada lado del
gen marcador. La cepa intermedia también contiene un plasmido de replicacion autbnoma que lleva un marcador
auxotrofo o de resistencia a antibidticos y un gen de recombinasa Cre controlado por el promotor inducible por
galactosa GAL1. El gen marcador enlaza a continuacion a través de la recombinacién mediada por la recombinasa
Cre que se dirige a los sitios loxP, un evento activado por el metabolismo de la galactosa. El resultado es una cepa
de levadura, en la que la secuencia codificante del gen diana ha sido reemplazada por un sitio loxP.

El sustrato de direccionamiento de genes descrito anteriormente se puede construir por medio de fusion-PCR. Sin
embargo, para evitar la introduccién de mutaciones generadas por PCR, es beneficioso utilizar un sustrato de
direccionamiento de genes bi-partito o incluso cuadruple (Erdeniz et al., 1997).

Por ejemplo, para eliminar un gen diana utilizando un marcador elegido, es decir URA3 de K. /actis flanqueado por
sitios loxP, se han introducido dos sitios de 34 pb en un vector de trabajo a cada lado, lo que da como resultado el
vector pUG72 (Johansson y Hahn-Higerdal, 2002). Con este vector como molde, se pueden amplificar fragmentos
que contienen (en la direccion 5' a 3') i) la secuencia loxP acoplada a dos tercios de URA3 de K. lactis hacia el
extremo 5, utilizando los cebadores URA3_R 5-ATACATTTGCCTTTTGAAAAC vy X1_F 5-
GTCAGCGGCCGCATCCCTGCTACGCTGCAGGTCGACAA, vy ii) dos tercios de URA3 de K. lactis hacia el extremo
3' acoplado a una secuencia loxP, utilizando los cebadores X2 R 5-
CACGGCGCGCCTAGCAGCGGAGGCCACTAGTGGATCTGATAT y URA3_F 5'-CCAACAATGATGATATCTGATC.

Las secuencias diana correspondientes a una secuencia de 300-500 pb aguas arriba del gen que se va a suprimir y
a 300-500 pb del coddn de parada del gen que se va a eliminar, se amplifican a partir de ADN gendmico de levadura
utilizando cebadores adecuados. El cebador inverso utilizado para la amplificacion de la secuencia diana aguas
arriba contiene un saliente 5' que permite la fusidon con el fragmento 1 descrito anteriormente. El cebador directo
utilizado para la amplificacion de la secuencia diana que comienza con el codén de parada contiene un saliente 5'
que permite la fusion con el fragmento 2 descrito anteriormente. Después de la fusion por PCR de la secuencia
diana aguas arriba con el fragmento 1, y la fusién por PCR del fragmento 2 con la secuencia diana que comienza
con el codén de terminacion, los dos substratos lineales estan listos para la transformacion.

Transformaciones de levadura y nomenclatura

La transformacion de células de levadura se lleva a cabo de acuerdo con métodos conocidos en la técnica, por
ejemplo, utilizando el método de transformacion con acetato de litio (Gietz y Schiestl, 1991) seguido de cultivo en
placa sobre medio selectivo, placas de agar completo sintético que carecen de aminoacidos correspondientes a los
marcadores en los vectores y la auxotrofia de los mutantes de levadura. En general, a menos que se establezca en
los Ejemplos especificos, las cepas resultantes después de la transformacion recibieron la siguiente nomenclatura
de cepas FSX-Y-Z-V-W, donde X es el fondo de cepa e Y, Z, V, W indican vectores, integrativos y auto-replicantes
de 2 micras de multiples copias, que se han transformado en esa cepa de fondo X. Por ejemplo, tomando Ejemplos
de cepas para FS01529-9-28 y FS09258-53-32-44-51 que aparecen en los siguientes Ejemplos, para la cepa
FS01529-9-28, la cepa X de levadura de fondo de cepa es 01529 y contiene los vectores Y y Z, que son el vector
RHOO009 y RHO028. Para la cepa FS09258-53-32-44-51, el fondo de cepa X es 09258 y la cepa contiene los
vectores, Y, Z, V, W, que son RHO053, RHO032 RHO044 y RHO051, respectivamente.

Extraccion de lipidos de la levadura

Antes de la extraccion de lipidos, se realizd una estimacion de la concentracion de peso seco (PS) del cultivo y el
cultivo se diluyé o se concentré en dH,O de manera que se obtuvo una suspension con una concentracion de peso
seco de aproximadamente 8 mg/ml.

Las células para extraccion se prepararon transfiriendo 1 ml de suspension celular (aproximadamente 8 mg de peso
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seco) a tubos de trans-metilacion (100 x 16 mm) con microtubos con tapa de rosca de color "negro" con un
revestimiento de PTFE de color "rojo", con tapdn de rosca (SciLabware Limited, Staffordshire, Reino Unido), se
centrifugaron a 8.000 rpm durante 4 minutos y se eliminé el sobrenadante. Se afiadieron 50 pl de patron interno
(C23:0 FFA,> 99% p.a., Larodan) con 1 ml de metanol, 1 ml de HCL metandlico y 600 pl de heptano (con BHT al
0,02%), las muestras se sometieron a agitacion vorticial y se incubaron durante 60 min a 100°C con sacudidas a
mano durante 5 segundos cada 20 minutos. Después de la incubacion, las muestras se dejaron enfriar por debajo de
la temperatura ambiente en un bario de hielo. Con posterioridad, se afiadieron 2 ml de milli-Q H,O y se sometieron a
agitacion vorticial brevemente y la muestra se centrifugd a 1.730 rpm durante 2 minutos. Se transfirieron
aproximadamente 150 pl de la fase de heptano superior a un vial para CG con un inserto (200 pl) y se almacenaron
a -20°C hasta el analisis de CG.

Cromatografia de gases con deteccion de FID

Se analizaron FAME en un cromatografo de gases (GC) (Agilent 7890A, Agilent) acoplado a un detector de
ionizacién de llama (FID). El GC-FID se hizo funcionar con un autoinyector (GC-Pal, CTC Analytics) y el soporte
l6gico para GC, EZChrom Elite (version 3.3.1).

Los volumenes de inyeccion de muestra fueron 1 pl (2-6 mg/mL) y la razén de division 200:1 se hizo funcionar a una
temperatura de inyector de 250°C. El nimero de enjuagues con muestra antes de la inyeccion fue de 1 y después de
la inyeccion el numero de enjuagues con disolvente fue de 5. Las muestras se separaron en una columna DB-Wax
(10 m x 0,1 mmDI, 0,1 ym de espesor de pelicula) (J & W Scientifics). La columna se ajusté a un detector de
ionizacién de llama (FID) para la identificacion y la cuantificacion. Se utilizd hidrégeno como gas portador y se hizo
funcionar a una velocidad lineal de 30 ml/min. Basandose en la naturaleza polar del revestimiento de la columna
(DB-Wax al 100%) y un programa de temperatura optimizado (véase a continuacion), se separaron FAME de
acuerdo con las diferencias de polaridad y punto de ebullicion. La temperatura del horno se fijé inicialmente a 190°C.
Inmediatamente después de la inyeccion, se aumentd hasta 230°C a 40°C/min, después se aumento hasta 240°C a
12°C/min y finalmente se aumenté hasta 260°C a 60°C/min y se mantuvo durante 0,5 min. El tiempo total de
ejecucion fue de 3,0667 min.

En el lado de FID, se utilizd nitrégeno como gas de relleno (25 mL/min) y la razon de aire/hidrogeno se ajusto a
13,33:1 (400:30 mL/min). El detector de FID se ajusté a 275°C.

Los FAME se identificaron en funcion del tiempo de retencion relativo (TRR). Utilizando el soporte légico para GC
(EzChrom Elite), se produjeron TRR y se actualizaron utilizando una matriz de FAME patrén disponibles
comercialmente (patrén de referencia para GLC 68D, 409 y 85, Nu-Chek-Prep) y C22:4 (n-6), C23: 0, C22: 5 (n-3) y
C18: 4 (n-3) (Sigma, Larodan y Avanti). Se ejecuto rutinariamente un patrén de FAME cuantitativo (GLC 68D, Nu-
Chek-Prep) para controlar el estado de la columna y el rendimiento global de la GC.

Cuantificacion y rendimiento de acidos grasos

La cuantificacion se basé en datos de FID autointegrados por el soporte l6gico de GC y se corrigi6 manualmente
para artefactos potenciales. Las cantidades de acidos grasos individuales (FA) y FA totales (mg) se calcularon
basandose en ISTD (C23:0 FFA), agregado durante la extraccion de lipidos. Se prepar6 ISTD en una solucion de
cloroformo:metanol (2:1, v/v) y se afiadié una cantidad adecuada para representar un 5-10% de los FA totales. El
rendimiento de FA (mg FA/g PS) se determiné por medio de un calculo basado en ISTD y se dividié por el peso seco
(PS) de la biomasa en 1 ml de la suspension celular inicial.

Ejemplo 1. Aislamiento de los genes de la ruta del resveratrol que codifican PAL2, C4H, ATR2, 4CL2, 4CL1y VST1

Se sintetizaron fenilalanina amoniaco liasa (gen PAL2) con codones optimizados para S. cerevisiae de Arabidopsis
thaliana (Cochrane et al., 2004) (SEQ ID NO: 14), cinnamato 4-hidroxilasa (gen C4H) con codones optimizados para
S. cerevisiae de Arabidopsis thaliana (Mizutani et al., 1997) (SEQ ID NO: 15), citocromo P450 reductasa (gen ATR2)
con codones optimizados para S. cerevisiae de Arabidopsis thaliana (Mizutani y Ohta, 1998) (SEQ ID NO: 16), 4-
cumarato:coenzimaA ligasa (4CL1) con codones optimizados para S. cerevisiae de Arabidopsis thaliana (Hamberger
y Hahlbrock 2004; Ehlting et al., 1999) (SEQ ID NO: 17), y resveratrol sintasa (gen VST1) con codones optimizados
de Vitis vinifera (vid) (Hain et al., 1993) (SEC ID NO: 18) para su expresion en S. cerevisiae por medio de GenScript
Corporation (Piscataway, NJ). Los genes con codones optimizados sintéticos se suministraron insertados en el
vector pUC57 de E. coli. Los genes sintéticos se reamplificaron con PCR utilizando los vectores pUC57 como
moldes. Después de la digestion con DPN1, los productos de PCR se purificaron en gel de agarosa utilizando el kit
de extraccion en gel QiaQuick (Qiagen).

Se aisl6 4-coumarato:coenzima A ligasa (4CL2) (Hamberger y Hahlbrock 2004; Ehlting et al., 1999) (SEQ ID NO: 19)
mediante PCR a partir de ADNc de A. thaliana (BioCat, Heidelberg, Alemania) utilizando el cebador directo 5'-GC
GAATTC TT ATGACGACAC AAGATGTGAT AGTCAATGAT (SEC ID NO: 20) que contiene el sitio de restriccion
EcoRI subrayado y el cebador inverso 5-GC ACTAGT ATC CTA GTT CAT TAA TCC ATT TGC TAG TCT TGC T
(SEQ ID NO: 21) que contiene el sitio de restriccion Spel subrayado.

Construccién de vector que produce resveratrol
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Ejemplo 2. Construccion de un vector de levadura para la expresion inducida por galactosa PAL2 y el gen de fusion
C4H:ATR2

El gen que codifica PAL2 de A. thaliana fue reamplificado por PCR a partir del vector Genscript pUC-57-PAL2
utilizando el cebador directo 5-CTC ACT AAA GGG CGG CCG CAT GGA CCA AAT TGA AGC AAT-3 (SEQ ID NO:
22) que contiene el sitio de restriccion ECoRI y el cebador inverso que contiene el sitio de restriccion BGLII 5-TAA
GAG CTC AGA TCT TTA GCA GAT TGG AAT AGG TG-3 (SEQ ID NO: 23).

El gen que codifica C4H de A. thaliana fue reamplificado por PCR a partir del vector Genscript pUC-57-C4H
utilizando el cebador directo 5-GAA GAA GAC CTC GAG ATG GAT TTG TTATTG CTG GA-3 (SEQ ID NO: 24) y el
cebador inverso 5 AGT AGA TGG AGT AGA TGG AGT AGA TGG AGT AGA TGG ACA ATT TCT GGG TTT CAT
GA-3 (SEQ ID NO: 25). ATR2 de A. thaliana se reamplificé mediante PCR a partir del vector Genscript pUC-57-
ATR2 utilizando el cebador directo 5-CCA TCT ACT ACT CCA TCT ACT CCA TCT ACT CCA TCT ACT AGG AGG
AGC GGT TCG GGC-3 (SEC ID 26) y el cebador inverso 5-GCT AGC CGC GGT ACC TTA CCA TAC ATC TCT
CAG ATA T-3 (SEQ ID NO: 27).

Los productos de PCR amplificados C4H y ATR2 se utilizaron como moldes para la creacion del gen de fusion
C4H:ATR2 utilizando el cebador directo 5-GAA GAA GAC CTC GAG ATG GAT TTG TTATTG CTG GA-3 (SEQ ID
NO: 28) y el cebador inverso 5-GCT AGC CGC GGT ACC TTA CCA TAC ATC TCT CAG ATA T-3 (SEQ ID NO: 29).

El gen de fusion C4H:ATR2 se digirid6 con Xhol/Kpnl y se ligé en pESC-URA-PAL2 digerido con Xhol/Kpnl. El
plasmido resultante, pESC-URA-PAL2-C4H:ATR2 (RHO003), contenia los genes que codificaban PAL2 y C4H:ATR2
bajo el control de los promotores <= GAL1/GAL10 => inducidos por galactosa divergentes. La secuencia del gen que
codifica C4H:ATR2 se verificd por secuenciacion de dos clones diferentes de RHO003.

Ejemplo 3. Construccion de un vector de levadura para la expresion inducida por galactosa de PAL2 y el gen de
fusion C4H:CYB5:ATR2

El gen que codifica PAL2 de A. thaliana fue reamplificado por PCR a partir del vector Genscript pUC-57-PAL2
utilizando el cebador directo 5-CTC ACT AAA GGG CGG CCG CAT GGA CCA AAT TGA AGC AAT-3 (SEQ ID NO:
30) que contiene el sitio de restriccion ECoRI y el cebador inverso que contiene el sitio de restriccion BGLII 5-TAA
GAG CTC AGA TCT TTA GCA GAT TGG AAT AGG TG-3 (SEQ ID NO: 31).

El producto de la PCR PAL2 amplificado se digirié6 con EcoR1/BGLII y se ligoé en el vector pESC-URA digerido con
EcoR1/BGLII (Stratagene), dando como resultado el vector pESC-URA-PAL2. Se secuenciaron dos clones
diferentes de pESC-URA-Pal2 para verificar la secuencia del gen clonado.

PAL2 de A. thaliana se reamplificé por PCR a partir del vector Genscript pUC-57-PAL2 utilizando el cebador directo
5-GAA GAA GAC CTC GAG ATG GAT TTG TTA TTG CTG GA-3 (SEQ ID NO: 32) y el cebador inverso 5-ACC TAG
AGC ACC ACC ACAATT TCT GGG TTT CAT GAC T-3 (SEQ ID NO: 33). ATR2 de A. thaliana fue reamplificado por
PCR del vector Genscript pUC-57-ATR2 utilizando el cebador directo 5-GGT GCT ATT CTA GTT GGT AGG AGG
AGC GGT TCG GGC-3 (SEQ ID NO: 34) y el cebador inverso 5-GCT AGC CGC GGT ACC TTA CCA TAC ATC TCT
CAG ATA T-3 (SEQ ID NO: 35). CYB5 (codificado por el gen YNL111c de S. cerevisiae) se amplifico utilizando ADN
gendmico purificado de S. cerevisiae como molde utilizando el cebador directo 5-CCA GCT CAA TCA GTT CCA
GCT CTT TCAGTT CCT AAA GTT TAC AGT TAC C-3 (SEQ ID NO: 36) y el cebador inverso 5-AAC TAG AAC TGA
TTG AGC AGT TGG TGA TGG TTT ACT TTG GTT TTC AGA GG-3 (SEQ ID NO: 37).

Los productos de PCR amplificados C4H, CYB5 y ATR2 se utilizaron como moldes para la creacion del gen de
fusion C4H:CYB5:ATR2 utilizando el cebador directo 5-GAA GAA GAC CTC GAG ATG GAT TTG TTA TTG CTG
GA-3 (SEQ ID NO: 38) y el cebador inverso 5-GCT AGC CGC GGT ACC TTA CCA TAC ATC TCT CAG ATA T-3
(SEQ ID NO: 39).

El gen de fusion C4H:CYB5:ATR2 se digirié con Xhol/Kpnl y se ligé en pESC-URA-PAL2 digerido con Xhol/Kpnl. El
plasmido resultante, pESC-URA-PAL2-C4H:CYB5:ATR2 (RHO004), contenia los genes que codificaban PAL2 y
C4H:CYB5:ATR2 bajo el control de los promotores <= GAL1/GAL10 => inducidos por galactosa divergentes. La
secuencia del gen que codificaba C4H:ATR2 se verificé por secuenciacion de dos clones diferentes de (RHO004).

Ejemplo 4. Construccion de un vector de levadura para la expresion inducida por galactosa de 4CL2 y VST1

El gen que codificaba 4CL2 se aislé6 como se describe en el Ejemplo 5. El producto de la PCR 4CL2 amplificado se
digiri6 con EcoR1/Spe1 y se ligd en el vector pESC-HIS digerido con EcoR1/Spe1 (Stratagene), dando como
resultado el vector pESC-HIS-4CL2. Se secuenciaron dos clones diferentes de pESC-HIS-4CL2 para verificar la
secuencia del gen clonado.

El gen que codificaba VST1 se reamplificd a partir del vector Genscript puc57-VST1 mediante PCR utilizando el
cebador directo 5'-CC GGATCC ATG GCA TCC GTA GAG GAG TTC AGA A-3' (SEQ ID NO: 40) que contiene el
sitio de restriccion BamHI subrayado y el cebador inverso 5'-CG CTCGAG TCA TTA GTT AGT GAC AGT TGG AAC
AGA GT-3' (SEQ ID NO: 41) que contiene el sitio de restriccion subrayado para XHOI. El gen VST1 sintético
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amplificado se digiri6 con BamH1/Xho1 y se ligé en pESC-HIS-4CL2 digerido con BamH1/Xho1. El plasmido
resultante, pESC-HIS-4CL2-VST1 (Rh0043), contenia los genes que codificaban 4CL2 y VST1 bajo el control de los
promotores <= GAL1/GAL10 => inducidos por galactosa divergentes. La secuencia del gen que codificaba VST1 se
verificd por secuenciacion de dos clones diferentes de pESC-HIS-4CL2-VSTA1.

Ejemplo 5. Construccion de un vector de levadura para expresion inducida por galactosa de 4CL1y VST1

El gen que codificaba 4CL1 se aisl6 mediante PCR a partir del vector puc57-4CL1 utilizando el cebador directo 5'-
TTGAAAATTCGAATTC ATGGCCCCCCAAGAA-3' (SEQ ID NO: 42) que contiene el sitio de restricciéon EcoRI
subrayado y el cebador inverso 5-GCGAAGAATTGTTAATTAA TTAAAGACCGTTTGCTAGTTT-3' (SEQ ID NO: 43)
que contiene el sitio de restriccion para PACI subrayado. El producto de PCR 4CL1 amplificado se digiri6 con
EcoR1/PAC1 y se ligé en el vector pESC-HIS digerido con EcoR1/PAC1 (Stratagene), dando como resultado el
vector pESC-HIS-4CL1. Se secuenciaron dos clones diferentes de pESC-HIS-4CL1 para verificar la secuencia del
gen clonado.

El gen que codificaba VST1 se amplificé a partir del vector Genscript puc57-VST1 mediante PCR utilizando el
cebador directo 5'-CC GGATCC ATG GCA TCC GTA GAG GAG TTC AGA A-3' (SEQ ID NO: 40) que contiene el
sitio de restriccion BamHI subrayado y el cebador inverso 5'-CG CTCGAG TCA TTA GTT AGT GAC AGT TGG AAC
AGA GT-3' (SEQ ID NO: 45) que contiene el sitio de restriccion para XHOI subrayado. El gen VST1 sintético
amplificado se digiri6 con BamH1/Xho1 y se ligé en pESC-HIS-4CL1 digerido con BamH1/Xho1. El plasmido
resultante, pESC-HIS-4CL1-VST1 (RhO001), contenia los genes que codificaban 4CL1 y VST1 bajo el control de los
promotores <= GAL1/GAL10 => inducidos por galactosa divergentes. La secuencia del gen que codificaba VST1 se
verificé por secuenciacion de dos clones diferentes de pESC-HIS-4CL1-VST1 (RHOO001).

Ejemplo 6. Construccion de un fragmento promotor constitutivo fuerte TDH3

El promotor TDH3 (GPD) de 600 pares de bases se amplificd a partir de ADN gendmico de S. cerevisiae utilizando el
cebador directo 5-GC GAGCTC AGT TTA TCA TTA TCA ATA CTC GCC ATT TCA AAG-3' (SEQ ID NO: 46) que
contiene un sitio de restriccion Sac1 y el cebador inverso 5- CG TCTAGA ATC CGT CGA AAC TAA GTT CTG GTG
TTT TAA AAC TAA AA-3' (SEQ ID NO: 47) que contiene un sitio de restriccion Xba71. El fragmento de TDH3
amplificado se digiri6 con Sac1/Xba1 y se ligd en el plasmido pRS416 digerido con Sac1/Xba1 (Sikorski y Hieter,
1989) como se describié previamente (Mumberg et al., 1995) dando como resultado el plasmido pRS416-TDH3.

Ejemplo 7. Construccién del fragmento promotor fuerte constitutivo TEF2

Se amplificd el promotor TEF2 de 400 pares de bases a partir de ADN genémico de S. cerevisiae utilizando el
cebador directo 5'-GC GAGCTC ATA GCT TCA AAA TGT TTC TAC TCC TTT TTT ACT CTT-3' (SEQ ID NO: 48)
que contiene un sitio de restriccion Sac? y el cebador inverso 5- CG TCTAGA AAA CTT AGA TTA GAT TGC TAT
GCT TTC TTT CTA ATG A-3' (SEQ ID NO: 49) que contiene un sitio de restriccion Xba7. El fragmento de TEF2
amplificado se digiri6 con Sac1/Xba1 y se ligd en el plasmido pRS416 digerido con Sac1/Xba1 (Sikorski y Hieter,
1989) como se describié previamente (Mumberg et al., 1995) dando como resultado el plasmido pRS416-TEF2.

Ejemplo 8. Construccion del fragmento del promotor TEF y TDH3 constitutivo divergente fusionado

Se construy6 un fragmento de fusion divergente entre el promotor TEF2 y el promotor TDH3 comenzando a partir de
PRS416-TEF y PRS416-TDH3.

El fragmento de TDH3 de 600 pares de bases se amplificé de nuevo a partir de PRS416-TDH3 utilizando el cebador
directo 5 TTGCGTATT GGGCGCTCTTCC GAG CTC AGT TTA TTA TTA TCA ATA CTC GC-3' (SEQ ID NO: 50)
que contiene el saliente subrayado para la fusion de PCR al fragmento de TEF2 y el cebador inverso 5' AT GGATCC
TCT AGA ATC CGT CGA AAC TAA GTT CTG-3' (SEQ ID NO: 51) que contiene el sitio de restriccion BamH1
subrayado. Esto dio como resultado un fragmento listo para la fusion al fragmento de TEF2 a continuacion.

Se amplificé de nuevo el fragmento de TEF2 de 400 pares de bases que incluia un espaciador de 277 pares de
bases aguas arriba del sitio de restriccion Sac1 a partir de PRS416-TEF2 utilizando el cebador directo 5' AT
GAATTC TCT AGA AAA CTT AGA TTA GAT TGC TAT GCT TTC-3' (SEQ ID NO: 52) que contiene el sitio de
restriccion EcoR1 subrayado y el cebador inverso 5' TGA TAA TGA TAA ACT GAG CTC GGA AGA GCG CCC AAT
ACG CAA AC-3' (SEQ ID NO: 53) que contiene el saliente subrayado para la fusion al fragmento de TDH3. Esto dio
como resultado un fragmento de 680 pares de bases listo para la fusién al fragmento de TDH3.

El fragmento de TEF2 de 680 pares de bases y los fragmentos de TDH3 de 600 pares de bases se unieron entre si
(fusionaron) utilizando PCR de fusién con el cebador directo 5' AT GAATTC TCT AGA AAA CTT AGA TTA GAT
TGC TAT GCT TTC-3' (SEC ID NO 54) y el cebador inverso 5 AT GGATCC TCT AGA ATC CGT CGA AAC TAA
GTT CTG-3' (SEQ ID NO: 55), dando como resultado el fragmento de promotor divergente <= TEF2/TDH3 => (SEQ
ID NO: 56).

Ejemplo 9. Construccion de un vector de levadura para la expresion constitutiva de PAL2 y el gen de fusion
C4H:ATR2
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El vector pESC-URA-PAL2-C4H:ATR2 con promotores inducibles por galactosa GAL1/GAL10 divergentes se digirid
secuencialmente con Notl y BsiWI para eliminar los promotores GAL1/GAL10.

El fragmento del promotor <= TEF2/TDH3 => constitutivo divergente (Ejemplo 8) se volvio a amplificar con el
cebador directo 5-GC GCGGCCGC TCT AGA AAA CTT AGA TTA GAT TGC TAT GCT TTC-3 (SEQ ID NO: 57) y
cebador inverso 5-ATT CGTACG TCT AGA ATC CGT CGA AAC TAA GTT CTG-3 (SEQ ID NO: 58). El producto de
PCR resultante se digiri6 secuencialmente con Notl y BsiWl y se ligd en el vector anterior sin el fragmento
GAL1/Gal10. Esto dio como resultado un vector pESC-URA-TDH3-PAL2-TEF1-C4H: ATR2 (RHOO0019) con
promotores reemplazados, de GAL1/Gal10 a TEF2/TDH3.

Ejemplo 10. Construccién de un vector de levadura para la expresion constitutiva de PAL2 y el gen de fusion
C4H:CYB5:ATR2

El vector pESC-URA-PAL2-C4H:CYB5:ATR2 con promotores inducibles por galactosa GAL1/GAL10 divergentes se
digirié secuencialmente con Notl y BsiWI para eliminar los promotores GAL1/GAL10.

El fragmento del promotor <= TEF2/TDH3 => constitutivo divergente (Ejemplo 8) se volvio a amplificar con el
cebador directo 5-GC GCGGCCGC TCT AGA AAA CTT AGA TTA GAT TGC TAT GCT TTC-3 (SEQ ID NO: 57) y el
cebador inverso 5-ATT CGTACG TCT AGA ATC CGT CGA AAC TAA GTT CTG-3 (SEQ ID NO: 58). El producto de
PCR resultante se digiri6 secuencialmente con Notl y BsiWl y se ligdo en el vector anterior sin el fragmento
GAL1/Gal10. Esto dio como resultado un vector pESC-URA-TDH3-PAL2-TEF1-C4H:CYB5:ATR2 (RHO0025) con
promotores reemplazados, de GAL1/GA110 a TEF2/TDH3.

Ejemplo 11. Construccion de un vector de levadura para la expresion constitutiva inducida de 4CL2 y VST1

El vector pESC-HIS-4CL2-VST1 con promotores inducibles por galactosa GAL1/GAL10 divergentes se digirio
secuencialmente con EcoR1 y BamH1 para eliminar los promotores GAL1/GAL10.

El fragmento del promotor <= TEF2/TDH3 => constitutivo divergente (Ejemplo 8) se digirié6 secuencialmente con
EcoR1y BamH1 y se ligd en el vector linealizado anterior sin el fragmento GAL1/GAL10. Esto dio como resultado un
vector pesc-HIS3-TEF2-4CL2-TDH3-VST1 (RHO0011) con promotores reemplazados, de GAL1/GA110 a
TEF2/TDHS3.

Ejemplo 12. Generacion de vectores de control RHO0020 y RHO0022

Los vectores pESC-URAS3 y pESC-HIS3 (Stratagene) se digirieron con BamHI y EcoRI para eliminar los promotores
de galactosa GAL1/Gal10 divergentes. Los promotores TEF/TDH3 divergentes se cortaron del vector RHO009 y se
ligaron en dos cadenas principales de vectores de Stratagene abiertas para generar los vectores de control vacios
pESC-URAS-TEF/TDH3 (RHO0020) y pESC-HIS3-TEF/TDH3 (RHO0022).

Ejemplo 13: Generacion del vector RHO0028 a partir de RHO0025 (intercambio de marcadores)

El marcador URAS3 en el vector RHO0025 se intercambio por el marcador HIS3 utilizando la tecnologia Infusion. La
cadena principal del vector RHO0025 a excepcién del casete del marcador URA3 se linealizé con PCR utilizando la
polimerasa Herculasa Il con el cebador directo 5-ATGCGTAAGGAGAAAATACCGCATCAGG-3' (SEQ ID NO: 59) y
el cebador inverso 5'-CTC TCA GTA CAA TCT GCT CTG ATG CCG-3' (SEQ ID NO: 60). El casete del marcador
HIS3 se amplific6 de nuevo a partir de pESC-HIS (Stratagene) utilizando el cebador directo 5° CAGAGCA
GATTGTACTG AGAG GAG CTT GGT GAG CGC TAG GAG TCA y el cebador inverso 5'-CGG TAT TTT CTC CTT
ACG CAT GGA AAG CGC GCC TCG TTC AGA ATG-3' (SEQ ID NO: 62) con los salientes homologos subrayados
para el vector RHO0025 linealizado. Los dos fragmentos se recombinaron utilizando el kit de Clonacion Infusion. El
vector resultante pESC-HIS3-TDH3-PAL2-TEF1-C4H:CYB5:ATR2 (RHO0028).

Ejemplo 14. Generacion del vector RHO009 a partir de RHO0011 (intercambio de marcadores)

El marcador HIS3 en el vector RHO0011 se intercambid por el marcador URA3 utilizando la tecnologia Infusion. La
cadena principal del vector RHO0011 a excepcion del casete marcador HIS3 se linealizé con PCR utilizando la
polimerasa Herculasa Il con el cebador directo 5'-TCG ACG GAT CTA TGC GGT GTG AAA TAC C-3' (SEQ ID NO:
63) y el cebador inverso 5' -ACT CTC AGT ACA ATC TGC TCT GAT GCC G-3' (SEQ ID NO: 64). El casete del
marcador URA3 se volvié a amplificar a partir de pESC-URA (Stratagene) utilizando el cebador directo 5-AGA
GCAGATTGTA CTGAGAGT CAT CAG AGC AGA TTG TAC TGA GAG TGC-3' (SEQ ID NO: 65) y el cebador
inverso 5-CAC ACC GCA TAG ATC CGT CGA GGA TTT TGC CGA TTT CGG CCT ATT GG-3' (SEQ ID NO: 66)
con los salientes homologos subrayados para el vector RHO0011 linealizado. Los dos fragmentos se recombinaron
utilizando el kit de Clonacién Infusion. El vector resultante pESC-URA3-TEF2-4CL2-TDH3-VST1 se denomind
RHOO009.

Ejemplo 15. Construccién de un vector de levadura para la expresion constitutiva de PAL2, C4H:ATR2, 4CL2 y VST1
que contienen el marcador ura3 RHO0029

Se utilizd6 RHO0019 como molde para la amplificacion por PCR (Herculasa Il) utilizando el cebador directo 5-CAG
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AGC AGA TTG TAC TGA GAG TG-3 (SEC ID NO 70) y el cebador inverso 5-ATG CCG CAT AGT TAA GCC A-3
(SEC ID NO 67). Se utiliz6 RHO0011 como molde para la amplificacion por PCR (Herculasa Il) utilizando cebador
directo 5-TGG CTT AAC TAT GCG GCA TGA GCG ACC TCA TGC TAT ACC T-3 (SEQ ID NO: 68) y el cebador
inverso 5-TCT CAG TAC AAT CTGC TCT GCT GTG GAT AAC CGT ATT ACC G-3 (SEQ ID NO: 69).

Los dos fragmentos obtenidos por PCR se fusionaron utilizando la Tecnologia de clonacién InFusion que dio como
resultado el plasmido pESC-URA-TDH3-PAL2-TEF1-C4H:ATR2-TDH3-4CL2-TEF-VST1 (RHO0029).

Ejemplo 16. Construccién de un vector de levadura para la expresion constitutiva de PAL2, C4H:ATR2, 4CL2 y VST1
que contienen el marcador His3 RHO0030

Se utiliz6 RHO0011 como molde para la amplificacién por PCR (Herculasa Il) utilizando cebador directo 5-CAG AGC
AGA TTG TAC TGA GAG TG-3 (SEQ ID NO: 70) y el cebador inverso 5-ATG CCG CAT AGT TAA GCC A-3 (SECID
NO 67). Se utilizé RHO0019 como molde para la amplificacién por PCR (Herculasa Il) utilizando el cebador directo 5-
TGG CTT AAC TAT GCG GCA TGA GCG ACC TCA TGC TAT ACC T-3 (SEQ ID NO: 68) y el cebador inverso 5-
TCT CAG TAC AAT CTGC TCT GCT GTG GAT AAC CGT ATT ACC G-3 (SEQ ID NO: 69). Los dos fragmentos
obtenidos por PCR se fusionaron utilizando la Tecnologia de clonacién InFusion dando como resultado el plasmido
pESC-HIS-TDH3-PAL2-TEF1-C4H:ATR2-TDH3-4CL2-TEF-VST1 (RHO0030).

Ejemplo 17. Construccion de un vector de levadura para la expresion constitutiva de PAL2, C4H:CYB5:ATR2, 4CL2
y VST1 que contienen el marcador His3 RHO0032b

Se utilizd6 RHO0025 como molde para la amplificacion por PCR (Herculasa Il) utilizando el cebador directo 5-CAG
AGC AGA TTG TAC TGA GAG TG-3 (SEQ ID NO: 70) y el cebador inverso 5-ATG CCG CAT AGT TAA GCC A-3
(SEC ID NO 67). Se utiliz6 RHO0011 como molde para la amplificacion por PCR (Herculasa Il) utilizando cebador
directo 5-TGG CTT AAC TAT GCG GCA TGA GCG ACC TCA TGC TAT ACC T-3 (SEQ ID NO: 68) y el cebador
inverso 5-TCT CAG TAC AAT CTGC TCT GCT GTG GAT AAC CGT ATT ACC G-3 (SEQ ID NO: 69). Los dos
fragmentos obtenidos por PCR se fusionaron utilizando la Tecnologia de clonacion InFusion dando resultado el
plasmido pESC-HIS-TDH3-PAL2-TEF1-C4H:CYB5:ATR2-TDH3-4CL2-TEF-VST1 (RHO0032b).

Ejemplo 18. Construccion de un vector de levadura para la expresion constitutiva de PAL2, C4H:CYB5:ATR2, 4CL2
y VST1 que contienen el marcador Leu2 RHO0044

El vector RHO0044 (la ruta de resveratrol completa en un vector de multiples copias autorreplicativo basado en el
sistema de expresion de 2 micras con marcador leu2) se construyo de la siguiente manera. Primero se intercambid
el marcador HIS3 en el plasmido pes-HIS3-TDH3-4CL2-TEF-VST1 (RhO0011) utilizando la Clonaciéon InFusion
fusionando el fragmento i) RHO0011 linealizado construido por PCR con Herculasa Il y el cebador directo 5-TCG
ACG GAT CTA TGC GGT GTG AAA TAC C (SEQ ID NO: 63) y el cebador inverso 5-ACT CTC AGT ACA ATC TGC
TCT GAT GCC G (SEQ ID NO: 64) y el fragmento ii) construido amplificando el casete de expresion LEU2 de pESC-
LEU2 ( Stratagene) con el cebador directo 5'-AGA GCAGATTGTA CTGAGAGT AAG ATG CAA GAG TTC GAA TCT
CTT AGC AA (SEC ID NO 71) y el cebador inverso 5'-CAC ACC GCA TAG ATC CGT CGA TCG ACT ACG TCG
TAA GGC CGT TTC T- 3' (SEQ ID NO: 72). Esto dio como resultado el vector pESC-LEU2-TDH3-4CL2-TEF-VST1
(RhO0072). El casete de expresion que contenia TDH3-PAL2-TEF-C4H::CYb5::ATR2 se inserté a continuacion en
RHO0072 utilizando Tecnologia Infusion entre el fragmento i) RHO0072 linealizado construido mediante PCR con la
polimerasa Herculasa Il con el cebador directo 5-AAGATGCAAG AGTTCGAATCTCTTAGCAACC (SEQ ID NO: 73)
y el cebador inverso 5'-CTC TCA GTA CAA TCT GCT CTG ATG CC (SEQ ID NO: 60) y el fragmento ii) construido
por PCR del plasmido Rh00025 con el cebador directo 5'-CAGAGCAGATTGTACTG
AGAGGAGCGACCTCATGCTAT ACCT (SEQ ID NO: 74) y el cebador inverso 5-AGATTCGAACTCTTGCATCTT
CTGTGGATAACCGTATTACCG-3' (SEQ ID NO: 75). Esto dio como resultado el vector pESC-LEU-TDH3-PAL2-
TEF1-C4H:CYBS5:ATR2-TDH3-4CL2-TEF-VST1 (RhO0044).

Ejemplo 19. Construccion de un vector de levadura para la expresion constitutiva de PAL2, C4H:CYB5:ATR2, 4CL2
y VST1 que contienen el marcador Ura3-tag2 RHO0053

Se utiliz6 RHO0025 como molde para la amplificacion por PCR (Herculasa Il) eliminando la secuencia codificante de
ura3 utilizando el cebador directo 5-CTC ATT TTG TTA TTC ATT TGT AAA AAA CTG TATATATAG TAA ATG CAT
GT-3 (SEQ ID NO: 76) que contiene una etiqueta de ubiquitinacion y el cebador inverso 5-TCC TTA TAT GTA GCT
TTC GAC AT-3 (SEQ ID NO: 77).

Se utilizé RHO0020 como molde para la amplificacién por PCR de la secuencia codificante de ura3 utilizando el
cebador directo 5- ATG TCG AAA GCT ACA TAT AAG GAA CGT G-3 (SEQ ID NO: 78) y el cebador inverso 5-CAA
ATG AAT AAA ATG AGA CAA AGA AGA AAACCAATT TTT ACA AGC GT TTG CTG GCC-3 (SEQ ID NO: 79) que
contiene una etiqueta de ubiquitinacion. Los dos fragmentos obtenidos por PCR se fusionaron utilizando la
Tecnologia de clonacion InFusion dando como resultado el plasmido pESC-URA3:TAG-TDH3-PAL2-TEF1-
C4H:CYB5:ATR2. El plasmido se llamé RHO0058.

Se linealiz6 RHO0058 mediante amplificacion por PCR (Herculasa ) utilizando el cebador directo 5-CAG AGC AGA
TTG TAC TGA GAG TG-3 (SEQ ID NO: 70) y el cebador inverso 5-ATG CCG CAT AGT TAA GCC A-3 (SEQ ID NO:
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67). Se utiliz6 RHO0011 como molde para la amplificacion por PCR de los casetes de expresion 4CL2 y VST1
(Herculasa Il) utilizando el cebador directo 5-TGG CTT AAC TAT GCG GCA TGA GCG ACC TCA TGC TAT ACC T-
3 (SEQ ID NO: 68) y el cebador inverso 5 -CT CAG TAC AAT CTGC TCT GCT GTG GAT AAC CGT ATT ACC G-3
(SEQ ID NO: 69). Los dos fragmentos obtenidos por PCR se fusionaron utilizando la Tecnologia de clonacién
InFusion dando como resultado el plasmido pESC-URA3:TAG-TDH3-PAL2-TEF1-C4H:CYB5:ATR2-TDH3-4CL2-
TEF-VST1. La secuencia de la etiqueta afadida al extremo C-terminal del producto del gen URA3 fue
ACKNWFSSLSHFVIHL (SEQ ID NO: 1). El plasmido se denominé RHO0053. En la Figura 4 aparece un diagrama
de este sistema de expresion que contiene el gen de fusion de fenilalanina amoniaco liasa y cinamato-4-hidroxilasa,
4-cumarato-CoA ligasa y resveratrol sintasa. El sistema de expresidon tiene una etiqueta adicional
ACKNWFSSLSHFVIHL (SEQ ID NO: 1) situada en el extremo C-terminal del gen marcador, en este caso ura3. Una
etiqueta alternativa para utilizar aqui seria FYYPIWFARVLLVHYQ (SEQ ID NO: 3).

Ejemplo 20. Transformacion de mutantes por delecion de Euroscarf con el supuesto resveratrol suprimido para
escrutar supuestos transportadores de resveratrol.

Se escruto la coleccion de cepas mutantes por delecidon del archivo Europeo de S. cerevisiae para determinar el
analisis funcional (Euroscarf). Esta coleccion consiste en diferentes mutantes en los cuales se ha suprimido un gen
conocido (Giaever, et al 2002). De esta biblioteca, los autores de la presente invencion seleccionaron mutantes con
los transportadores eliminados, identificados en la Tabla 2, que se eligieron como se ha descrito anteriormente.

Tabla 2 Transportadores ABC seleccionados candidatos para el escrutinio

ORF suprimido de la cepa Euroscarf Nombre del gen para ORF suprimido
YOOOO *1) Cepa de control, Sin delecién
AYGR281w YOR1

AYDR406w PDR15

AYDRO11w SNQ2

AYOR328w PDR10

AYOR153w PDR5

AYPLO58c PDR12

AYNRO70w PDR18

AYILO13c PDR11

*1) El fondo de cepa (genotipo) para la levadura de control YOOOO es [BY4741 MATA his3A1; leu2A0; met15A0;
ura3A0] y para cepas con deleciones génicas es [BY4741 MATA his3A1; leu2A0; met15A0; ura3A0 Gene: delta:
KanMx] donde Genne:delta:KanMX significa que cada gen ha sido suprimido por la incorporacion homdloga del
casete de kanamicina (KANMM), resistencia a la geneticina G418.

Los mutantes por delecién de Euroscarf y el control en la Tabla 2 se transformaron con dos vectores RHO009 y
RHO0028, que juntos albergaban la ruta completa heteréloga del resveratrol dividida en las dos_copias multiples de
2 micras diferentes. El vector RHO009 contenia los genes que codificaban las enzimas que convierten la fenilalanina
en acido cumarico, es decir, fenilalanina amoniaco liasa (PAL2) de Arabidopsis thaliana y Cinnamato-4-hidroxilasa
(C4H) de Arabidopsis thaliana fusionadas en marco a su citocromop-450-reductasa (AR2) de Arabidopsis thaliana.
RHO0028 contiene los genes que convierten el acido cumarico en resveratrol, es decir 4-cumarato:CoA-ligasa
(4CL2) de A. thaliana y resveratrol sintasa (VST1) de Vitis vinifera. En detalle, las células de levadura Euroscarf se
extrajeron del agar inclinado suministrado de Euroscarf y se inocularon en 5 ml de YPD en tubos de escrutinio
estériles durante la noche a 30°C. Las células se transformaron de acuerdo con el método convencional de acetato
de litio (Gitez y Schiestl, 1989) con el vector RHO009 y RHO028. Los transformantes en forma de colonias
individuales se seleccionaron sobre placas de agar SC-URA-HIS.
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Ejemplo 21. Escrutinio en tubo de ensayo de mutantes por delecion del transportador Euroscarf que producen
resveratrol

Los transformantes de las placas SC-ura-his se recogieron con asas de inoculacion de plastico estériles y se
inocularon 5 colonias de cada placa de transformaciéon en 5 ml de medio mineral definido que contenia 40 g/l de
glucosa con un suplemento de 750 mg/l de leucina y 300 mg/l de metionina. Las células se cultivaron durante 72
horas hasta que se agotd la glucosa. Los autores de la presente invencién calcularon la cantidad de resveratrol
producido por biomasa producida (DO600) a las 72 horas cuando se agoto la glucosa. Los valores se presentan en
la Figura 8 (mg de resveratrol/DO). Los resultados se presentan como la Cantidad total de resveratrol en mg por DO
a las 72 horas. Los mutantes por delecién con productores bajos, tales como SNQ2 e YOR1, se consideraron
candidatos prometedores para transportadores de resveratrol.

Ejemplo 22. Escrutinio en matraz oscilante de mutantes por delecion de transportador Euroscarf que producen
resveratrol

El trabajo en los tubos de escrutinio se repitié en matraces oscilantes que contenian un medio mineral definido con
40 g/l de glucosa, 750 mg/l de leucina y 300 mg/l de metionina. Los matraces oscilantes se inocularon a una DO de
0,1 a partir de los tubos de escrutinio cultivados durante 72 horas (Ejemplo 21) y se cultivaron durante 72 horas
hasta que se agot6 la glucosa. Los autores de la presente invencion calcularon la cantidad de resveratrol producido
por biomasa producida (DO600) a las 72 horas cuando se agoto la glucosa. Los valores se presentan en la Figura 9
(mg de resveratrol/DO). Los resultados se presentan como la cantidad total de resveratrol en mg por DO a las 72
horas. En el matraz oscilante, el unico mutante que produjo niveles mas bajos de resveratrol en comparacion con el
control fue el mutante SNQ2, lo que significa que SNQ2 era un potencial transportador de resveratrol. A diferencia de
los resultados en el tubo de escrutinio, esta vez, YOR1 no se consideré un candidato prometedor.

Ejemplo 23. Aislamiento de genes transportadores de resveratrol

El transportador ABC SNQ2 (codificado por el gen YDR011w) (SEQ ID NO: 80) se aislé mediante PCR utilizando
ADN genomico de S. cerevisiae CEN.PK113-5D K1, que se habia preparado utilizando el mini kit QlAamp DNA
(Qiagen). El cebador directo fue 5-TCGACGGATTCTAGAGGATCC ATG AGC AAT ATC AAA AGC ACG CAA GAT
A (SEQ ID NO: 81) y el cebador inverso fue 5-ATC TTA GCT AGC CGC GGT ACC TTACTGCTTC
TTTTTCCTTATGT TTTTAATTT TATTGA-3' (SEQ ID NO: 82).

El transportador ABC BcatrB de Botrytis cinerea (Schoonbeek et al., 2001) fue sintetizado por GenScript Corporation
(Piscataway, NJ) basandose en la secuencia de proteinas para el gen BcatrB (num. de acceso de proteina
Q9UWO3). Se optimizaron los codones del gen (SEQ ID NO: 83) para la expresion en S. cerevisiae. La secuencia de
proteinas en la base de datos para BcatrBp (proteina Q9UWO03) tenia una secuencia de aminoacidos indefinida en la
posicion 99 llamada X. Para revelar qué aminoacido X podia ser, los autores de la presente invenciéon sometieron a
busqueda BLAST la secuencia de proteina BcatrB-Q9UWO03 hacia otros transportadores ABC en la base de datos
Uniprot (www.uniprot.org/) con los siguientes resultados:

BcatrB/QO9UWO03 | MPEL'---QAMQQQSDKD?-------mmmmmmmemel QAKRRDLGVTWKNLTVKGIGADAX® |99
ABRVEOQ MPEL---QAMQQQSDKD------------=--—- QAKRRDLGVTWKNLTVKGIGADAA* |99
Q8TFM7 MPEI°---QAMREQGEKD" - QVKRRDLGVTWRNLTVKGIGADAA' |106
ATF7S9 MPEI---QAIRNQEEKD® -~~~ e QVKRRDLGVTWKNLTVKGIGADAA® |99
Q96W59 TEEL"-—-KQTQQQNEND" - GAKDKKLGITWTDLDIKGIGADAA'? |93

Busqueda Blast de la proteina BcatrB y el alineamiento utilizando Clustal W, solo se muestran las secuencias
parciales que se conservan, no se indica el numero ni la identidad de los aminoacidos intermedios. La X en la
posicion 99 en la proteina BcatrB se alinea muy bien con alanina en otro transportador ABC con alta homologia para
BcatrBp.

Otras secuencias con un alto nivel de identidad para la proteina BcatrB revelaron que la X es muy probablemente
una alanina (A), que los autores de la presente invencion incluyen en el orden final del gen sintético.

" SEQ ID NO: 186

2SEQ ID NO: 189
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® SEQ ID NO: 84
*SEQ ID NO: 85
® SEQ ID NO: 187
® SEQ ID NO: 190
" SEQ ID NO: 86
8 SEQ ID NO: 191
® SEQ ID NO: 87
' SEQ ID NO: 188
" SEQ ID NO: 192
2 SEQ ID NO: 88

El gen fue suministrado en un vector puc de E. coli convencional (Puc-57-BcatrB). El gen BcatrB se aisl6 volviendo a
amplificar el gen mediante PCR a partir del vector puc-BcatrB con cebadores Directo:
TCGACGGATTCTAGAGGATCC ATG GCA GCA ATA GAG CCA GAA GGT TT (SEQ ID NO: 89) e Inverso: ATC
TTA GCT AGC CGC GGT ACCTCATTCAGC ACCTTTTGT TTT CTT TGT TCT C (SEQ ID NO: 90).

Ejemplo 24. Generacion de vectores de integracion con expresion de transportadores de resveratrol

El vector integrativo con promotores TEF/TDH constitutivos y marcador TRP1, denominado pSF057, se construyd de
la siguiente manera. El vector RHO011 se digiri6 con EcoRI y BamHI para obtener el fragmento con los promotores
de glucosa TDH3/TEF. A continuacion, el vector pESC-TRP (Stratagene) se digirié con las mismas enzimas de
restriccion, EcoRI y BamHI, para eliminar el fragmento de promotores de galactosa (Gal1/GAI10) de este vector y se
mantuvo la cadena principal del vector. El fragmento del promotor de glucosa TEF/TDH3 de RHO0011 se ligoé a
continuacion en la cadena principal restante de pesc-TRP utilizando ADN ligasa de T4. El vector resultante se llamé
pSFO055. El plasmido pSF055 se digirio con la enzima de restriccion Afel y se ligdé de nuevo con ADN ligasa de T4. El
producto digerido de Afel elimina la mayor parte del origen de 2 micras y convierte un vector autorreplicante de
multiples copias en un vector integrativo. El vector integrativo resultante se llamé pSF057.

Los genes BcatrB y SNQ2 del transportador ABC, aislados con los cebadores descritos en el Ejemplo 23, se
clonaron en el vector pSF057 bajo el control del promotor TDH3 por medio de clonacion por infusion entre los
productos de PCR de los transportadores y pSF057 linealizado. El pSF057 se linealizé con la polimerasa Herculasa
II'y el cebador directo 5'-GGT ACC GCG GCT AGC TAA GAT CCG-3' (SEC ID NO 91) y el cebador inverso 5-GGA
TCC TCT AGA ATC CGT CGA AAC TAA GTT-3' (SEQ ID NO: 92). Los vectores resultantes pSF57-TRP1-TDH3-
SNQ2 y PSF057-TRP1-TDH3-BCATRB se denominaron RHO0051 y RHOO006, respectivamente.

Ejemplo 25 Generacion de una cepa de S. cerevisiae con dos marcadores ura3-52 e his3.

Se construyé una cepa mutante de levadura marcadora doble FS01528 [MatA ura3-52, his3] y FS01529 [Matalfa
ura3-52, his3] cruzando FS01210 [Matalfa his3] y FS01202 [MatA ura3-52] diseccionando esporas y puntuacion el
mutante de doble delecién en placas de agar SC-Ura (medio completo sintético que carece de uracilo) y SC-His
(medio completo sintético que carece de histidina) y SC-Ura-His (medio completo sintético que carece de uracilo e
histidina).

Ejemplo 26. Construccion de una cepa que expresa en exceso el gen ACC1 de S. cerevisiae nativo bajo el promotor
TPI

El gen de ACC1 de levadura (YNRO16c), que codifica la acetil-CoA carboxilasa, se expres6 en exceso con el
promotor TP/1 de levadura constitutivo como se describié anteriormente (documento WO2005/118814). Esto se hizo
reemplazando el promotor de ACC1 nativo por el promotor de TPI1, utilizando un método de reemplazo de promotor
ligeramente modificado basado en el método de direccionamiento de genes bipartito. Una parte del sustrato bipartito
consistia en dos tercios (hacia el extremo 3') de URA3 de K. lactis, fusionado a la secuencia del promotor TP/1y una
secuencia diana correspondiente al comienzo de ACC1. La segunda parte del sustrato bipartito consistia en una
secuencia diana aguas arriba de ACC1, fusionada a la secuencia promotora de TPI1 y dos tercios (hacia el extremo
5') de URA3 de K. lactis. Tras la transformacion con el sustrato bipartito y la seleccion en medio que carecia de
uracilo, se obtuvieron transformantes en los que el promotor nativo habia sido eliminado y reemplazado por dos
copias de la secuencia del promotor de TPI1 en forma de una repeticion directa en cualquier lado del gen marcador
URAS3 de K. lactis. Se selecciond un segundo evento de recombinacion, que dio lugar a la salida del marcador de
seleccion, cultivando en placa de nuevo los transformantes en un medio que contenia acido 5'-fluoroorético (5-FOA),
que es toxico para las células que expresan el gen URA3. Esto dio lugar a una cepa, en la cual el promotor ACC1
nativo habia sido reemplazado por el promotor TP/1.

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 665258 T3

Para construir la parte 1 del sustrato bipartito, se amplificaron dos tercios (hacia el extremo 3') de ura3 de K. lactis a
partir del plasmido pWJ716 utilizando los cebadores 5' CTTGACGTTCGTTCGACTGATGAGC 3' (SEQ ID NO: 93) y
5' CTGGAATTCGATGATGTAGTTTCTGG 3' (SEQ ID NO: 94). Por ofra parte, se amplifico la secuencia del promotor
TPI1 a partr de  ADN genémico  de S. cerevisiae  utilizando los  cebadores %'
CTACATCATCGAATTCCAGCTACGTATGGTCATTTCTTCTTC 3 (SEC ID NO 95) y 5'
TTTTTGATTAAAATTAAAAAAACTTTTTAGTTTATGTATGTGTTTTTTG 3' (SEC ID NO 96) y se amplificé una
secuencia de direccionamiento aguas abajo, que consistia en el comienzo del gen ACC1 (es decir, los primeros 553
pb del gen) a partir de ADN genémico de S. cerevisiae utlizando los cebadores 5
AGTTTTTTAATTATTAATCAAAAAATGAGCGAAGAAAGCTTATTCGAGTC 3 (SEQ ID NO: 97) y 5%
CACCTAAAGACCTCATGGCGTTACC 3' (SEQ ID NO: 98). Estos tres fragmentos se fusionaron entre si en dos
rondas de PCR. Primero se fusiond la secuencia del promotor TPI1 a la secuencia de direccionamiento aguas abajo,
utilizando los cebadores 5' CTACATCATCGAATTCCAGCTACGTATGGTCATTTCTTCTTC 3' (SEQ ID NO: 95) y &'
CACCTAAAGACCTCATGGCGTTACC 3' (SEQ ID NO: 98). El producto resultante se fusiond a continuacion al
fragmento que contenia dos tercios (hacia el extremo 3') de URA3 de K. lactis. El fragmento resultante, 3' 2/3 K.
lactis URA3-pTPI1-DOWN(ACCH1) era la parte 1 del sustrato de direccionamiento del gen bipartito.

Para construir la parte 2 del sustrato bipartito, se amplificaron dos tercios (hacia el extremo 5') de URA3 de K. lactis
a partir del plasmido pWJ716 utilizando los cebadores 5' CGGTCTGCATTGGATGGTGGTAAC 3' (SEQ ID NO: 99) y
5' GAGCAATGAACCCAATAACGAAATC 3' (SEQ ID NO: 100). La secuencia del promotor TPI1 se amplifico a partir
de ADN gendmico de S. cerevisiae utilizando los cebadores 5'
CTACATCATCGAATTCCAGCTACGTATGGTCATTTCTTCTTC 3 (SEC ID NO 95) y 5'
CACCATCCAATGCAGACCGTTTTAGTTTATGTATGTGTTTTTTG 3' (SEC ID NO 101), y se amplificé una secuencia
diana aguas arriba de ACCT a partir de ADN gendémico S. cerevisiae utilizando cebadores 5'
TGTTCTGCTCTCTTCAATTTTCCTTTC 3 (SEC ID NO 102) y 5'
CTGGAATTCGATGATGTAGTTTCTAATTTTCTGCGCTGTTTCG 3' (SEC ID NO 103). Estos tres fragmentos se
fusionaron en dos rondas de PCR. Primero, se fusioné la secuencia de direccionamiento aguas arriba con la
secuencia del promotor TPI1, utilizando los cebadores 5 TGTTCTGCTCTCTTCAATTTTCCTTTC 3' (SEQ ID NO:
102) y 5 CACCATCCAATGCAGACCGTTTTAGTTTATGTATGTGTTTTTTG 3' (SEQ ID NO: 101). El fragmento
resultante se fusiond a continuacion al fragmento que contenia dos tercios (hacia el extremo 5') de URA3 de K.
lactis, dando como resultado el fragmento UP(ACC1)-pTPI1-5' 2/3 K. lactis URAS3, que constituia la parte 2 del
sustrato de direccionamiento del gen bipartito.

La cepa de levadura FS01529 [MATalfa ura3-52, his3] se transformé con los sustratos lineales UP(ACC1)-pTPI1-5'
2/3 K. lactis URA3 y 3' 2 /3 K. lactis URA3-pTPI1-DOWN(ACCT). Los transformantes se seleccionaron y se
purificaron mediante siembra en estrias en un medio que carecia de uracilo y a continuacion se transfirieron a placas
que contenian 5-FOA. Los recombinantes salto fuera ("pop-out") se purificaron mediante siembra en estrias en
medio que contenia 5-FOA. La cepa resultante se denominé FS09216 y tenia el genotipo [MATalfa ura3-52, his3,
TPI-ACC1]. La correcta integracion del promotor TP/1 fue verificada por medio de PCR de colonias.

Ejemplo 27. Construccion de una cepa con el gen ARO10 suprimido codificada por YDR380w.

El gen de levadura ARO10, que codifica la fenilpiruvato decarboxilasa (YDR380w), se suprimi6 utilizando el método
Crel/loxP. Una parte del sustrato bipartito consistia en dos tercios (hacia el extremo 3') de URA3 de K. lactis, un sitio
loxP localizado entre el gen marcador y la secuencia diana correspondiente a la secuencia aguas arriba de la
secuencia codificante de ARO10. La segunda parte del sustrato bipartito consistia en dos tercios (hacia el extremo
5") de URA3 de K. lactis, un sitio loxP localizado entre el gen marcador y la secuencia diana correspondiente a la
secuencia aguas abajo de la secuencia codificante de ARO10. Ademas, se incluyo en la transformacion un plasmido
que contenia el gen HIS3, un gen de recombinasa-Cre controlado por el promotor GAL1. Tras la transformacion con
el sustrato bipartito y la seleccion sobre medio que carecia de uracilo e histidina, se obtuvieron transformantes de
histidina en los que la secuencia codificante de ARO70 habia sido inactivada y reemplazada por dos copias de la
secuencia loxP como una repeticion directa a cualquier lado del gen marcador URA3 de K. lactis. Se seleccion6 un
segundo evento de recombinacion, que dio lugar a la eliminacion de los fragmentos sobrantes del marcador de
seleccion, haciendo crecer la transformacion seleccionada en medio YP-galactosa durante la noche y volviendo a
cultivar los transformantes en el medio YPD. Esto dio lugar a una cepa, en la cual la secuencia codificante ARO10
nativa ha sido reemplazada por un sitio loxP.

Para construir la parte 1 del sustrato bipartito, se amplificaron dos tercios (hacia el extremo 3') de ura3 de K. lactis y
el sitio loxP del plasmido pUG72 utilizando los cebadores 5' CCA ACA ATG ATG ATA TCT GAT C 3' (SEQ ID NO:
104) y 5' CCG CTG CTA GGC GCG CCG TGG GCG CAA TTA TAA AAC ACT G 3' (SEQ ID NO: 106). Ademas, la
secuencia de direccionamiento homodloga aguas abajo se amplifico a partir de ADN gendmico de levadura utilizando
los cebadores 5-CCG CTG CTA GGC GCG CCG TGG GCG CAA TTA TAA AAC ACT G-3 (SEC ID NO: 106) y 5-
GTT TCA AAT AGA ACG AGG GAG -3 (SEQ ID NO: 105). Los dos fragmentos se fusionaron entre si mediante PCR
utilizando los fragmentos de PCR como molde y los cebadores 5-CCA ACA ATG ATG ATA TCT GAT C-3 (SEC ID
NO: 104) y 5- GTT TCA AAT AGA ACG AGG GAG-3 (SEQ ID NO: 105). El fragmento resultante, 3' 2/3 K. lactis
URAS3-loxP-DOWN(ARO10) era la parte 1 del sustrato de direccionamiento del gen bipartito.
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Para construir la parte 2 del sustrato bipartito, se amplificaron dos tercios (hacia el extremo 5') de URA3 de K. lactis y
un sitio loxP del plasmido pUG72 utilizando los cebadores 5' GTC AGC GGC CGC ATC CCT GCT ACG CTG CAG
GTC GAC AA 3' (SEQ ID NO: 107) y 5' ATA CAT TTG CCT TTT GAA AAC 3' (SEQ ID NO: 108). La secuencia diana
aguas arriba de ARO10 se amplificé a partir de ADN gendmico de S. cerevisiae utilizando los cebadores 5' GCC
GTC ATA TAT TAC TTT GAG C 3' (SEC ID NO: 109) y 5' GCA GGG ATG CGG CCG CTG ACA CAG AAG TCG
CGT CAA CTT G 3' (SEQ ID NO: 110). Los dos fragmentos se fusionaron mediante PCR utilizando los fragmentos
de PCR generados como moldes, utilizando los cebadores 5' GCC GTC ATA TAT TAC TTT GAG C 3' (SEC ID NO:
109) y 5' ATA CAT TTG CCT TTT GAA AAC 3' (SEQ ID NO: 108) dando como resultado el fragmento UP(ARO10)-
loxP-5' 2/3 K. lactis URA3, que constituia la parte 2 del sustrato de direccionamiento del gen bipartito.

La cepa de levadura FS09216 [MATalfa ura3-52, his3, TPI-ACC1] se transformé con los sustratos lineales
UP(ARO10)-loxP-5' 2/3 K. lactis URA3 y 3' 2/3 K. lactis URA3-loxP-DOWN(ARO10). Los transformantes se
seleccionaron y se purificaron mediante siembra en estrias en un medio que carecia de uracilo e histidina. Las cepas
seleccionadas se inocularon en YP-galactosa liquida durante la noche y se cultivaron sobre placas YPD. Las
colonias individuales se purificaron mediante siembra en estrias sobre placas YPD y se cultivaron en placas réplicas
sobre YPG, SC-URA y SC-HIS para confirmar la pérdida de marcador y la pequefiez. La cepa resultante se
denomind FS09235 vy tenia el genotipo [matalfa ura3-52 his3-11 pTPI-Acc1 deltaaro10]. La correcta integracion del
promotor TPI1 se verificé mediante PCR de colonias.

El gen LEU2 (codificado por YCLO18W) se elimind parcialmente para permitir el uso de vectores basados en LEU2
en las cepas de levadura mutantes. La cepa parental utilizada para la deleciéon de LEU2 fue FS09216 [Matalfa ura3-
52 his3 pTPI-Acc1]. La delecion de LEU2 se realizo utilizando el método de direccionamiento del gen bipartito para
deleciones de genes y URA3 de Klyuveromyces lactis como marcador de selecciéon seguido de un rescate del
marcador URA3 sobre placas de 5-FOA (acido 5-fluoro-oroético) (Erdeniz et al., 1997). Una parte del sustrato bipartito
consistio en la secuencia diana correspondiente al comienzo del gen LEUZ2 fusionado a dos tercios (hacia el extremo
5) de URA3 de K. lactis. La segunda parte del sustrato bipartito consistié en dos tercios (hacia el extremo 3') de
URAZ3 de K. lactis fusionado a la secuencia diana aguas abajo del gen LEU2.

En detalle, el fragmento de la secuencia diana LEU2-up se construyé mediante PCR con ADN gendmico de S.
cerevisiae CEN.PK y cebador directo (LEU2-up-F) 5'-CAGAGGTCGCCTGACGCATATACCT (SEQ ID NO: 111) y el
cebador inverso 5-GCAGGGATGCGGCCGCTGACGCAAAGTTACATGGTCTTAAGTTGG. La secuencia diana de
LEU2-Down se construyd mediante PCR a partir de ADN gendémico de S. cerevisiae CEN.PK y el cebador directo 5'-
CCGCTGCTAGGCGCGCCGT GCTCCAGATTTGCCAAAGAATAAGGTCAAC-3' (SEQ ID NO: 112) y el cebador
inverso (LEU2-Down-R) 5'-TGTTACACCTAACTTTTTGTGTGGTGCC.

Se genero el fragmento K. lactis up (KLURA5-R de 865 pb) mediante PCR con el vector pWJ1042 como molde
(Secuencia xx) y el cebador directo 5-GTCAGCGGCCGCATCCCTGC TTCGGCTTCATGGCAATTCCCG (SEQ ID
NO: 113) (dKL5'") y el cebador inverso 5' GAGCAATGAACCCAATAACGAAATC (SEQ ID NO: 100) (Int3"). El vector
pWJ1042 es un vector lanzadera de E. coli y contiene el casete de expresion de ura3 de K. lactis completo
flanqueado por dos secuencias repetidas de ADN homologo de 144 pb a cada lado del casete marcador para una
facil recombinacion y un rescate de marcadores en 5-FOA.

Se genero el fragmento K. lactis down (KLURA3-R de 1246 pb) mediante PCR con el vector pWWJ1042 como molde y
el cebador directo (Int5') 5-CTTGACGTTCGTTCGACTGATGAGC (SEC ID NO: 93) y el cebador inverso 5'-
CACGGCGCG CCTAGCAGCGG TAACGCCAGGG TTTTCCCAGTCAC (SEC ID NO: 114) (cKL3").

Se fusiond el fragmento de secuencia diana leu2-up con Klura5-R mediante PCR utilizando cebadores Leu2-up-F e
Int3'. El fragmento de secuencia diana LEU2-Down se fusioné a KLURAS3-R utilizando los cebadores Int 5' y Leu2-
Down-R.

Estos fragmentos fusionados se utilizaron para transformar la levadura FS09216 utilizando el método de
transformacion de acetato de litio convencional. Los transformantes se hicieron crecer en placas SC-URA durante
dos dias a 30°C y posteriormente se sembraron en estrias en placas de 5-FOA para permitir el salto fuera y el
rescate del marcador del segmento del gen que se iba a eliminar. Después de la confirmacion de la delecion de
LEU2, se confirmé el rescate del marcador cultivando en placa la réplica sobre SC-URA y SC-LEU. La nueva cepa
con la delecién de LEU2 se denominé FS09236 [MATalfa ura3-52 his3 leu2 pTPI1-Acc1].

Ejemplo 29. Generacion de la cepa FS09240 matalfa ura3-52, his3, leu2, pTPI-ACCA1, deltaAro10

El gen de la levadura ARO10, que codifica la fenilpiruvato descarboxilasa, se eliminé utilizando el método Cre/loxP
como se describe en el Ejemplo 27.

La cepa de levadura FS09236 [MATalfa ura3-52 his3-11 leu2 pTPI1-Acc1] se transformd con los sustratos lineales
UP(ARO10)-loxP-5' 2/3 K. lactis URA3 y 3' 2/3 K. lactis URA3-loxP-DOWN(ARO10). Los transformantes se
seleccionaron y se purificaron mediante siembra en estrias sobre medio que carecia de uracilo e histidina. Las cepas
seleccionadas se inocularon en YP-galactosa liquida durante la noche y se cultivaron sobre placas YPD. Las
colonias individuales se purificaron mediante siembra en estrias sobre placas YPD y se cultivaron en placa réplicas
sobre YPG, SC-URA y SC-HIS para confirmar la pérdida de marcador y la pequefiez. La cepa resultante se
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denomind FS09240 y tenia el genotipo [MATalfa ura3-52 his3-11 leu2 pTPI1-Acc1 deltaaro10]. La correcta
integracion del promotor TPI1 se verificd6 mediante PCR de colonias.

Ejemplo 30. Generacion de la cepa FS09258 matalfa ura3-52, his3, leu2, trp1, pTPI-ACC1 deltaAro10

El gen TRP1 (codificado por YDR0O0O7W) se elimind parcialmente para crear un marcador TRP1 no reversible en el
mutante de levadura y para permitir la integracion de los transportadores de resveratrol en el gen de TRP1
parcialmente eliminado utilizando los vectores integrativos basados en TRP1 RHO0067 y RHOO0051. La cepa
parental utilizada para la delecién de TRP1 fue FS09240 [Matalfa ura3-52 his3 delta-Leu2 pTPI-Acc1, delta-ARO10].
La delecion se realizd de acuerdo con el método CRE-lox bipartito utilizando el casete Leu2 de Klyuveromyces lactis
flanqueado por las dianas LOXP (vector pUG73 Euroscarf) como marcador reutilizable para los fragmentos
bipartitos.

Se generd el fragmento LoxP-Leu2-up de Kluyveromyces lactis (1.323 pb) mediante PCR del vector pUG73
utilizando cebador directo (X1F) 5-GTCAGC GGCCGCATCCC TGCTACGCTGCAGGTCGACAA (SEQ ID NO: 115)
y el cebador inverso (KLEU-R) 5'-CAC ACT ACA CAG ATT ATA CCA TG (SEQ ID NO: 116).

Se gener6 el fragmento Leu2-LoxP-down de Klyuveromyces lactis (1.500 pb) mediante PCR del vector pUG73
utilizando el cebador directo (KLEU-F) 5-TTCTCTAACG ACGACGAAATCG (SEQ ID NO: 117) y el cebador inverso
5' CACGGCGCGCCTAGCAGCGG AGGCCACTAGTGGATCTGATAT (SEC ID NO: 118) (X2R).

Se genero el fragmento TRP1-up mediante PCR utilizando ADN genémico de S. cerevisiae como molde y el cebador
directo (TRP-up-F) 5" GAA GAG GAG TAG GGA ATA TTA CTG GCT (SEQ ID NO: 119) y el cebador inverso 5'
GCAGGGATGCG GCCGCTGAC ACT CCA AGC TGC CTT TGT GTG CTT AAT (SEC ID NO: 120).

Se genero el fragmento TRP1-down mediante PCR utilizando ADN gendmico de S. cerevisiae como molde vy el
cebador directo 5' CCGCTGCTAGGCGCGCCGTG CAA GAG TTC CTC GGT TTG CCA GTT ATT A (SEC ID NO:
121) y el cebador inverso (TRP-Down-R) 5' CCT GCG ATG TAT ATT TTC CTG TAC AAT CAA TC (SEQ ID NO:
122).

Se fusiond el fragmento TRP1-up al fragmento LoxP-Leu2-up de Klyuveromyces lactis mediante PCR de fusion
utilizando TRP-up-F y Kleu-R como cebadores. Se fusioné el fragmento Leu2-LoxP-down de Klyuveromyces lactis
con el fragmento TRP1-down por medio de PCR de fusién utilizando KLEU-F y TRP-DOWN-R como cebadores.

Se transformé FS09240 con 10 microlitros de cada uno de los dos productos de PCR fusionados (sustrato bipartito)
y se selecciond sobre placas SC-leu. Se reunieron de cinco a diez transformantes resultantes y se utilizaron para la
transformacion con 3 microlitros de PSH47 (recombinasa Cre bajo el promotor GAL1 en un vector URA3) sobre
placas SC-Leu). Los transformantes resultantes se hicieron crecer durante la noche en YP-galactosa (20 g/l de
galactosa 10 g/l de extracto de levadura y 20 g/l de peptona) para la induccién de la recombinasa Cre y el rescate
del marcador. Se disolvio un microlitro del cultivo durante la noche en 1 ml de agua estéril y se cultivaron en placa
200 microlitros sobre placas de YPD-agar. Se puntuaron 40 colonias para determinar la falta de crecimiento sobre
placas de agar SC-TRP, SC-leu y SC-ura mediante cultivo en placa de réplicas, lo que indicd que la delecion de
TRP1 y el rescate del marcador habian funcionado. La cepa resultante con delecion parcial de TRP1 se confirmé
mediante PCR de colonias utilizando el cebador 5'-CTG GGA GCA GAT GAC GAG TTG GT (SEC ID NO: 123) y
TRP-DOWN-R. La cepa delta-TRP1 resultante tenia una delecion parcial de TRP1 (donde se habia eliminado una
region del medio de TRP1-ORF al medio del terminador), y se denominé FS09258 [Matalfa ura3-52 his3 delta-leu2
delta-trp1 pTPI-Acc1, delta-ARO10].

Ejemplo 31. Generacién de una cepa con expresion constitutiva de la ruta a resveratrol en la levadura S. cerevisiae
Fas01529-9-28.

Se co-transformé la cepa FS01529 de S. cerevisiae (CEN.PK MATa ura3 His3) con RHO0028 (pESC-HIS3-TEF-
PAL2-TDH3-C4H::CYB5:ATR2) y RHOO009 (pESC-URAS-TEF2-4CL2-TDH3-VST1 y la cepa transformada se
denomind FS01529-9-28. Los transformantes se seleccionaron en medio que carecia de uracilo e histidina y se
purificaron mediante siembra en estrias en el mismo medio.

Ejemplo 32. Generacién de una cepa con expresion constitutiva de la ruta a resveratrol en la levadura S. cerevisiae
FS09258-53-32-44-51.

Se transformé primero la cepa FS09258 [Matalfa ura3-52 his3 delta-leu2 delta-trp1 pTPI-Acc1, delta-ARO70] con el
plasmido RHO0051, se linealizé6 mediante digestion con HINDIII y se selecciond sobre placas de agar sélido SC-trp.
Después de volver a sembrar en estrias los transformantes sobre nuevas placas de agar sélido SC-trp, las células
de esta placa se inocularon en YPD y se transformaron con los plasmidos RHO0053 y RHO0032 y se seleccionaron
sobre placas de agar soélido SC-ura-his. A continuacion, las cepas se hicieron crecer previamente en medio selectivo
(medio liquido SC-ura-his) y se transformaron con el plasmido RHO0044 y se seleccionaron sobre placas de agar
sélido SC-ura-his-leu. Esto dio como resultado la cepa FS09258-53-32-44-51.
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Se gener6 una segunda cepa de la misma manera pero en lugar de RHO0051 se utilizé RHO0067, se linealizd por
medio de digestion con HINDIII, dando como resultado la cepa FS09258-53-32-44-67.

Ejemplo 33. Cultivo en matraz oscilante/pocillo profundo y medios

Las cepas de levadura se hicieron crecer en matraces oscilantes de 500 ml con un volumen de trabajo de 50-100 ml
o en placas de cultivo con pocillos profundos de 10 ml con 5 ml de volumen de trabajo ("Riplate BV" 850601 de HJ-
Bioanalytik Gmbh, Alemania) cubiertas con laminas Airpore Tape (nimero de catalogo 19571) (Qiagen, Maryland,
USA). Las placas de cultivo con pocillos profundos y los matraces oscilantes se inocularon a 250 rpm y 30 grados.

A menos que se establezca lo contrario, el medio utilizado para el crecimiento y la produccion de estilbenoides en el
matraz oscilante o los cultivos en pocillos profundos fue un medio mineral definido (denominado medio de Delft) que
consistia en i) glucosa o galactosa como fuente de carbono en general 40 g/l a menos que se establezca lo contrario
ii) sulfato de amonio, (NH4).SO4, 30 g/l como fuente de nitrégeno iii) tampoén de fosfato que consistia en 12 g/l
KH2PO. y 5 g/l de KzHPO, con el medio ajustado a pH 5,5 iv) 2 g/l de MgS04.7H20 y V) 1 ml de una solucion de
partida 1000X de vitaminas y 1 ml de una solucién de partida 1000X de oligoelementos. La solucién de vitaminas y la
solucion de oligoelementos se prepararon como se describié previamente (Verduyn et al., 1992, Boer et al., 2003).

Ejemplo 34. Creacion de una proteina quimérica que aumenta la hidroxilacion del acido cinamico conduciendo al
aumento de la produccién de resveratrol

La cinamato-4-hidroxilasa (C4H) pertenece a la familia de proteinas de las citocromo P450 monooxigenasas (P450).
La enzima es una oxidasa unida a la membrana dependiente de hemo que facilita la adicion de un atomo de oxigeno
mediante la escision del di-oxigeno molecular (Werck-Reichhart y Feyereisen, 2000). La C4H es soportada por la
P450 reductasa (CPR), un donador de electrones, y utiliza el electrén para dividir el oxigeno atmosférico a radicales
reactivos del oxigeno. Se cree que el complejo enzimatico coopera con el citocromo bs que en teoria facilita la
transferencia de electrones. Se ha demostrado que los P450 heterdélogos en algunos casos no poseen la capacidad
de aceptar la donacion de electrones desde fuentes enddgenas (Guengerich et al., 1993). Por lo tanto, para
aprovechar de manera 6ptima las rutas metabdlicas que contienen monooxigenasas en organismos de expresion
heterélogos, se ensambla una enzima quimérica que contiene actividad hidroxilasa, citocromo Bs y reductasa.

Se construyeron dos cepas que contenian plasmidos pESC que contenian la ruta del resveratrol con o sin una
proteina quimérica (Tabla 3).

Tabla 3
Nombre de la Cepa Genotipo
cepa parental

FS01529-1-2  |FS01529  |MATalfa ura3-52 his3 [pESC-ura-pGAL1-C4H-pGAL10-PAL2], [pESC-his-GAL1-
4CL1-pGAL10-VST1]

FS01529-1-4  |FS01529 | MATalfa ura3-52 his3 [pESC-ura-pGAL1-C4H:CYB5:ATR2-pGAL10-PAL2] [pESC-
his-GAL1-4CL1-pGAL10-VST1]

Las cepas se hicieron crecer en medio de Delft con glucosa al 0,2% y galactosa al 1,8%. Las cepas se cultivaron
durante 71 horas alcanzando la fase estacionaria y se tomaron muestras para su extraccion y posterior analisis de
HPLC (Tabla 4).

Tabla 4
Cepa DO600 \mg/I de resveratrol | mg/l pinosilvina
FS01529-1-2 (11,0 11,0 153,7
FS01529-1-4 (10,0 45,1 92,9

La expresion de la proteina quimérica aumento el titulo de resveratrol en 310%.

Ejemplo 35. Ruta del resveratrol en diferentes vectores
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Los autores de la presente invencion investigaron si habria una diferencia entre una cepa que tenia la ruta completa
de resveratrol separada en dos vectores, que se transformaba con RHO009 y RHO0028 frente a una cepa que tenia
la ruta completa de resveratrol en un vector tal como RHO0029 o RHO0030 y si una cepa que albergaba dos
vectores, cada uno con la ruta de resveratrol completa, conduciria a titulos mas altos que una cepa que tuviera
solamente un vector con la ruta completa de resveratrol de un solo vector.

Por lo tanto, los autores de la presente invencion construyeron las siguientes cepas:
i) FS0916-9-28 (que tiene una copia de la ruta del resveratrol dividida en dos vectores diferentes.

i) FS09216-29-22 que tiene un vector de multiples copias basado en URA3 con la ruta completa de
resveratrol y un vector HIS3 vacio para eliminar la auxotrofia.

iii) FS09216-30-20 que tiene un vector de multiples copias basado en HIS3 con la ruta completa de
resveratrol y un vector URA3 vacio para eliminar la auxotrofia.

iv) FS09216-29-30 que tiene un vector de multiples copias basado en URA3 con la ruta completa de
resveratrol y un vector de multiples copias basado en HIS3 con la ruta completa de resveratrol, esto es, en
principio, dos copias de la ruta completa de resveratrol.

Las cepas se hicieron crecer en matraces oscilantes que contenian 100 ml de medio mineral con 40 g/l de glucosa
como fuente de carbono. Después de 72 horas, se calculo el resveratrol por medio de la densidad 6ptica (DO 600).
La Figura 10 muestra la cantidad producida de resveratrol por densidad dptica después de cultivos de 72 horas en
cepas con la ruta del resveratrol en diferentes vectores.

La cantidad de resveratrol producido por biomasa fue mas alta cuando estuvieron presentes dos copias de la ruta del
resveratrol, es decir, en FS0916-29-30. Tener una copia de la ruta completa de resveratrol en un vector basado en
HIS3 (FS09216-30-20) o en un vector basado en URA3 (FS09216-29-21) produjo resultados similares pero menores
que la cepa con dos copias. Tener solo una copia de la ruta separada en dos plasmidos diferentes produjo los
rendimientos mas bajos de resveratrol (FS09216-9-28).

Ejemplo 36. Estabilidad de la cepa

Se construyd una cepa con una copia de la ruta del resveratrol dividida en dos vectores: FS01529-9-28. También se
construy6 una segunda cepa con dos vectores cada uno con la ruta de resveratrol completa en el mismo FS01529-
29-30 de fondo. Las dos cepas se hicieron crecer en 100 ml de medio mineral definido con 40 g/l de glucosa en una
serie de tres matraces oscilantes de 500 ml. La toma de muestras y la medicion del resveratrol se realizaron a las 72
horas. Se realizé un estudio de transferencia en serie donde se inocularon 50 microlitros del matraz oscilante 1 en un
matraz oscilante nuevo (matraz oscilante 2) con el mismo medio que el cultivo 1. Después de 72 horas se midieron
el resveratrol y la densidad 6ptica y se llevd a cabo un tercer matraz oscilante de la misma manera con toma de
muestras a las 72 horas. La Figura 11 muestra los titulos de resveratrol y ODF en tres matraces oscilantes en serie
para la cepa FS01529-9-28:

Barras de color negro = resveratrol (mg/l), barras de color gris = densidad 6ptica (DO600 nm) a las 72 horas
en cada matraz oscilante.

La Figura 12 muestra de un modo similar los titulos de resveratrol y DO en tres matraces oscilantes en serie
para la cepa FS01529-29-30.

A partir de las Figuras 11 y 12 resulta evidente que la cepa FS01529-29-30 con dos plasmidos que tienen cada uno
la ruta de resveratrol completa conduce a titulos de resveratrol mas altos que la cepa con solo una copia de la ruta
separada en dos vectores FS01529-9-28 como también se observé en el Ejemplo 35 en otra cepa de fondo. Sin
embargo, en este experimento los autores de la presente invencién también demostraron que la produccion de
resveratrol es mas estable y se mantiene a altos niveles en transferencias de matraces oscilantes en serie en la
cepa FS01529-29-30 en comparacion con la cepa FS01529-9-28 donde la produccion de resveratrol se reduce
después de cada transferencia y casi no se forma resveratrol en el matraz oscilante 3. Es posible, pero no favorable,
dividir la ruta del resveratrol en diferentes vectores ya que es muy probable que la distribuciéon del plasmido y el
numero de copias cambien en toda la poblacién y a lo largo del tiempo en cada matraz oscilante y esto ocasiona una
razon desigual entre las enzimas de la ruta del resveratrol que conduce a bajos titulos de resveratrol.

Ejemplo 37. Comparacion de los transportadores de resveratrol SNQ2, BcatrB y control en cultivos en pocillos
profundos

La cepa 9258-29-30-44-51 que expresa el transportador SNQ2, la cepa 9258-29-30-44-67 que expresa el
transportador BcatrB y la cepa de control 9240-29-30-44 se hicieron crecer durante 48 horas en placas de cultivo de
pocillos profundos. La cepa de control produjo 48 mg/l de resveratrol a una DO de 5,6 y la cepa que expresaba
SNQ2 produjo 61 mg/l de resveratrol a una DO de 5,7. Las cepas que expresaban BcatrB (transportador de
resveratrol de Botrytis cinerea) produjo 56 mg/l de resveratrol a una DO de 8 después de 48 horas.
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Genotipos:

9240 = Matalfa ura3-52 his3 Leu2 pTPI-Acc1, DARo10 9258 = Matalfa ura3-52 his3 Leu2 pTPI-Acc1, DARo10,
deltaTRP1

Vectores insertados:
RHO0029
RHO0030
RHO0044
RHO0051
RHO0067
En la fermentacion, las mismas cepas que en el Ejemplo 34 produjeron a las 72 horas:
9240-29-30-44 produjo 437 mg/I de resveratrol.
9258-29-30-44-51 (incluyendo la expresion en exceso de SNQ2) produjo 573 mg/l de resveratrol.
Cepa 9258-29-30-44-67 (incluyendo la expresion en exceso de BcatrB) produjo 951 mg/l de resveratrol.
Las condiciones para la fermentacion y el analisis se describen a continuacion antes del Ejemplo 41.

Conclusion: El efecto de la expresion en exceso de un transportador es muy probablemente mas evidente en una
fermentacion de alimentacion por lotes donde la concentracion total de resveratrol excede los 200 mg/l, mientras que
en los cultivos en matraz oscilante o en pocillos profundos los niveles de resveratrol alcanzados son menores, lo que
puede no ser inhibidor y, por lo tanto, el efecto del transportador de resveratrol queda oscurecido por este hecho.

Ejemplo 38. Desarrollo de un sistema vector de expresion de elevado numero de copias estable utilizando una
etiqueta de ubiquitinacion

Se construyeron dos cepas, una que contenia un plasmido p4-ura (Ejemplo 15) y la otra que contenia un plasmido
p4-ura-tag2 (Ejemplo 19) (Tabla 5).

Tabla 5

Nombre de la |Cepa Sistema de |Genes en el sistema de expresion Etiqueta

cepa parental expresion insertado

FS01202-29 |FS01202 Rho0029 pTDH3-PAL2, pTEF1-C4H::CYB4::ATR2, [Ninguna
pTDH3-4CL2, pTEF1-VST1

FS01202-53 |FS01202 Rho0053 pTDH3-PAL2, pTEF1-C4H::CYB4::ATR2, |Etiqueta de

pTDH3-4CL2, pTEF1-VST1 ubiquitinacién

Las cepas se hicieron crecer en medio de Delft con glucosa al 2%. Las cepas se cultivaron durante 72 horas
alcanzando la fase estacionaria y se tomaron muestras para su extraccion y posterior analisis mediante HPLC (Tabla
6).

Tabla 6
Cepa mg/l de resveratrol | DOgoo | Rendimiento de biomasa | Rendimiento de glucosa
FS01227-29 | 28,0 98 |29 0,70
FS01227-53 | 54,8 83 6,6 1,37

De los resultados presentes en la Tabla 6, el rendimiento de biomasa aumenté en 127%, el rendimiento de glucosa
en 95% y el titulo en 96%.
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Ejemplo 39. Expresion en exceso de acetil-CoA carboxilasa (ACC1) para aumentar la produccion de resveratrol

Los dos precursores de levadura clave para la produccion de resveratrol que utilizan la ruta heterdloga del
resveratrol que comienza con la fenilalanina amoniaco liasa son fenilalanina y malonil-CoA. Para aumentar la
produccion de malonil-CoA, la acetil-CoA carboxilasa (ACC1) que convierte la acetil-CoA en malonil-CoA se expresé
en exceso, lo que condujo al flujo de acetil-CoA redirigido desde la acumulacién de biomasa y la asimilacion del ciclo
de TCA hacia la produccién de malonil-CoA, incrementando de ese modo la disponibilidad de MAlonil-CoA para
aumentar el titulo de resveratrol.

Se construyeron dos cepas que contenian plasmidos pESC que contenian la ruta del resveratrol. Ademas, una de
las cepas tenia el promotor ACC1 enddégeno intercambiado con el promotor glucolitico triosa fosfato isomerasa
(TPI1). (Tabla 7).

Tabla 7
Nombre de la|Cepa Genotipo
cepa parental

FS01529-1-4  |FS01529  MATalfa ura3-52 his3 [pESC-ura-pGAL1-C4H:CYB5:AR2-pGAL10-PAL2], [pESC-
his-GALI-4CL1-pGAL10-VST1]

FS09216-1-4 |FS01529 | MATalfa ura3-52 his3 pTPI-ACC1 [pESC-ura-pGAL1-C4H:CYB5:AR2-pGAL10-
PAL2], [PESC-his-GALI-4CL1-pGAL10-VST1]

Las cepas se hicieron crecer en medio de Delft con glucosa al 0,2% y galactosa al 1,8%. Las cepas se cultivaron
durante 72 horas alcanzando la fase estacionaria y se tomaron muestras para su extraccion y posterior analisis
mediante HPLC (Tabla 8).

Tabla 8.

Cepa mg/l de resveratrol
FS01529-1-5 119

FS09216-1-5 165

A partir de los resultados presentes en la Tabla 8, la expresion gendémica en exceso de acc1 aumento el titulo de
resveratrol en 39%.

Ejemplo 40. Delecion de Aro10 fenilpiruvato descarboxilasa para aumentar la produccion de resveratrol con
disponibilidad de fenilalanina

Se construyeron dos cepas que contenian p4 que contenia la ruta del resveratrol. Ademas, una de las cepas tenia
ARO10 endoégeno eliminado (Tabla 9).

Tabla 9
Nombre de [Cepa Genotipo
la cepa parental

FS09216-29- |FS09216 |MATalfa ura3-52 his3 pTPI-ACC1 [p4-ura-pTDH3-PAL2, pTEF1-C4H::CYB4:ATR2,
30 pTDH3-4CL2, pTEF1-VST1], [p4-his- pTDH3-PAL2, pTEF1-C4H::CYB4::ATR2, pTDH3-
4CL2, pTEF1-VST1]

FS09235-29- |[FS09216 |MATalfa ura3-52 his3 pTPI-ACC1 AARO10  [p4-ura-pTDH3-PAL2, pTEF1-
30 C4H:CYB4:ATR2, pTDH3-4CL2, pTEF1-VST1], [p4-his-pTDH3-PAL2, pTEF1-
C4H::CYB4:ATR2, pTDH3-4CL2, pTEF1-VST1]
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Las cepas se cultivaron en medio de Delft con glucosa al 2%. Las cepas se cultivaron durante 72 horas alcanzando
la fase estacionaria y se tomaron muestras para la extraccion y el posterior andlisis mediante HPLC (Tabla 10).

Tabla 10

Cepa mg/l de acido mg/l de mg/DO600 de acido mg/DO600 de
cumarico resveratrol cumarico resveratrol

FS09216-29-

30 14 109 1,0 7,9

FS09235-29-

30 43 113 3,2 8,5

A partir de los resultados presentados en la Tabla 10, la delecion de ARO70 conduce a un aumento en el
rendimiento de biomasa de aproximadamente 10% y 220% para resveratrol y acido cumarico, respectivamente.

Medios y condiciones de fermentacion
El siguiente grupo de ejemplos describe las fermentaciones realizadas de la siguiente manera general.
Medio de crecimiento para la fermentacion de alimentacion por lotes

La composicion del medio utilizado en la fase de lote inicial de los cultivos de alimentacién por lotes se muestra en la
Tabla 11. La composicion del medio de alimentacion se presenta en la Tabla 12, 13, 14. La fuente de nitrégeno
utilizada en la fase de lote inicial del cultivo de alimentacién por lotes fue la urea, mientras que, en la fase de
alimentacion, se utilizé hidréxido de amonio (NH4sOH, 25%) como la fuente de nitrégeno y como élcali. En la mayor
parte de los cultivos, se utiliz6 NHsOH (25%) como alcali en las fases tanto de lote como de alimentacion. En
algunos de los cultivos, el alcali utilizado en la fase del lote inicial fue KOH (2 N). Tanto para la fase de lote inicial
como para la fase de alimentacion, se utilizd HCI (2 N) como acido.

Tabla 11 Composicion del medio minimo utilizado en el lote inicial de la fermentaciones de alimentacién por lotes

Concentracion
Glucosa-H;0 [g/l] 110
Urea [g/I] 11,36
KH2PO4 [g/1] 15,00
MgSO4-7H20 [g/l] 25
Solucién de vitaminas [ml/I] Tabla 13 5,00

Solucion de oligoelementos [ml/l] Tabla 14 |5,00

Antiespumante 204 (Sigma A-8311) [u/l]  |50,00

Tabla 12 Composicion del medio minimo utilizado en la alimentacion de los cultivos de alimentacion por lotes

Concentracion
Glucosa-H;0 [g/l] 550

KH2PO4 [g/l] 9,00
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Concentracion

MgSO4-7H20 [g/l] 5,10
K2S0O4 [g/1] 3,5
NazSO04 [g/l] 0,28
Solucién de vitaminas [ml/I] Tabla 13 12,00
Solucion de oligoelementos [ml/l] Tabla 14 10,00
Antiespumante 204 (Sigma A-8311) [u/l] 50,00*

*Durante la fermentacién se tuvo que afadir Antiespumante adicional a demanda cuando se producia espuma

Tabla 13 Composicion de la solucion de vitaminas utilizada en la fermentaciones de alimentacion por lotes

Concentracion [g/L]

Biotina 0,05
Pantotenato de calcio 1,0
Acido nicotinico 1,0
Mioinositol 25,0
Tiamina HCL 1,0
Piridoxal HCL 0,2

Acido para-aminobenzoico | 0,2

Tabla 14 Composicion de la solucién de oligoelementos utilizada en la fermentacion de alimentacion por lotes

Concentracion [g/L]
EDTA (disddico) |15
ZnS04 7H0 4,5
MnCl»-2H,0 1,0
CoCl,'6H,0 0,3
CuS045H,0 0,3
Na;MoO4-2H,O 0,4

CaCI2-2H20 4,5
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Concentracion [g/L]
FeSO4-7H20 3,0
H3BO3 1,0

Ki 0,1

Condiciones de funcionamiento de la fermentacion de alimentacién por lotes

Las condiciones de funcionamiento utilizadas en la fase de lote inicial y la fase de alimentacion de las
fermentaciones de alimentacion por lotes se muestran en la Tabla 15.

Tabla 15 Condiciones de funcionamiento para la fase inicial del lote en las fermentaciones de alimentacion por lotes

Parametro Punto de ajuste
Volumen de liquido (1) 0,5
Temperatura (°C) 30,0

pH 55

Velocidad de agitacion (rpm)’ 1200-1800
Velocidad de flujo de gas (vvm)*° 1,5

Velocidad de flujo de gas (I/min) 0,75

! ajustado automaticamente de manera que el oxigeno disuelto esta por encima de 60% (ajuste 100 % para 0,75
I/min y 1200 rpm, sin células)

2 yvm = | de gas/(l de liquido x min)

%1 vwm para la fermentacion utilizando la cepa FS09263-29-44-51

Preparacion de soluciones de partida de glicerol

Las soluciones de partida de glicerol se prepararon utilizando cultivos en matraces oscilantes con pantallas laterales
de 250 ml durante una noche (se llevaron a cabo a 30°C y se agitaron a 250 rpm). Tales cultivos se inocularon con
un asa llena de células de una placa de agar. Las células se cosecharon durante la fase logaritmica tardia (DOsgo
~7-9) mientras habia glucosa residual. El caldo se transfirié a tubos de centrifuga Falcon estériles de 50 ml y las
células se centrifugaron durante 5 min. a aproximadamente 4.000 rpm a 4°C. Las células se volvieron a suspender
en ~15 ml de solucion de glicerol estéril al 15% (p/v). Se transfirié una alicuota de 1 ml de células suspendidas a
crioviales y se almacenaron a -80 °C.

Cultivos de siembra e inéculo

Los cultivos de siembra se prepararon llevando a cabo cultivos secuenciales de matraces oscilantes, de manera que
las células experimentaron un cierto numero de generaciones antes de ser inoculadas en el biorreactor. El cultivo del
matraz oscilante se llevé a cabo en un matraz oscilante de 500 ml utilizando un volumen de trabajo de 100 ml. El
medio utilizado en los cultivos se describe mas arriba. El matraz oscilante inicial se inoculd con un cultivo de solucion
de partida de glicerol hasta una DO600 final de 0,01 o 0,001. Las células se incubaron a 30°C y 150 rpm y se
recogieron cuando la DO600 alcanzé aproximadamente 1 (que corresponde a aproximadamente 10 generaciones) y
se transfirieron al siguiente matraz oscilante. El procedimiento se repitié, de modo que se llevaron a cabo un total de
4 cultivos en matraz oscilante (o aproximadamente 40 generaciones) antes de la inoculacion. El cultivo en el cuarto
matraz se utilizd para inocular el reactor. La DO inicial de toda la fermentacién fue de aproximadamente 0,001.
Cuando se utilizaron las cepas FS09258-53-32B-44-51 o FS09258-29-30-44-67, la DO inicial en la fermentacion fue
de aproximadamente 0,05
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Cultivos de alimentacion por lotes en biorreactores

Los cultivos de alimentacion por lotes se realizaron en biorreactores Biostat B plus (Sistemas Sartorius BBI), con un
volumen de trabajo de 2 I. El volumen inicial de liquido utilizado en todos los cultivos fue de 500 ml. El volumen total
de alimentacién preparado fue de 1 |, de modo que el volumen de liquido en el recipiente del fermentador no excedié
de 1,5 I. El biorreactor estaba equipado con dos turbinas de disco Rushton de cuatro hojas y pantallas. Se utilizé aire
para hacer burbujear los biorreactores. Las concentraciones de oxigeno, diéxido de carbono y etanol en los gases de
escape fueron controlados por un analizador de gases Innova 1313 con multiplexacion. La temperatura, el pH, la
agitacion y la tasa de aireacion se controlaron a lo largo de los cultivos. La temperatura se mantuvo a 30°C. El pH se
mantuvo a 5,5 mediante la adicion automatica de KOH (2N) o NH40OH (25%), en el transcurso del lote inicial, y
NH40H (25%) y HCI (2 N), durante la fase de alimentacion. La velocidad del agitador se ajusté inicialmente a 1200
rpm y la tasa de aireacion a 1,5 vvm (es decir, 0,75 I/h, para un volumen de liquido de 500 ml). La tasa de aireacion
se establecié en 2,25 I/h, durante el procedimiento de alimentacion. Cuando los niveles de oxigeno disuelto
disminuyeron por debajo de 60%, la velocidad del agitador se aument6 automaticamente a valores de hasta 1.800
rpm. La formacion de espuma se controld utilizando un sensor de espuma y mediante la adicion automatica y/o
manual de un agente antiespumante (Antiespumante 204) (diluido o puro). Las muestras se retiraron en momentos
seleccionados y se analizaron para determinar la masa celular, los metabolitos extracelulares y los estilbenoides.

Después de la inoculacién, las fermentaciones de alimentacion por lotes pasaron por una fase discontinua que duré
hasta que no se midi6é glucosa residual durante la fermentacion. Posteriormente, se utilizd un perfil de alimentacion
exponencial para asegurar una tasa de crecimiento especifica constante reducida.

Perfiles de alimentacion

Un perfil de alimentacion exponencial conduce a una tasa de crecimiento especifica constante y una concentracion
de sustrato residual (Ecuacion 1).

YxsHo
F(t)= Xo Vo e
Salimentacién - S0 (Ecuacic’m 1)

donde Vj [I] indica el volumen de liquido al comienzo del procedimiento de alimentacién por lotes; Xo [g PS/] y So
[g/l], las concentraciones de biomasa y sustrato al inicio del procedimiento de alimentacion por lotes,
respectivamente; Saimentacisn [9/l], 1a concentracion de sustrato en la alimentacion; Yxs [g/g PS], el inverso del
rendimiento de biomasa en el sustrato; y yo [I/h], la tasa de crecimiento especifica.

En todos los cultivos, se utilizaron perfiles de alimentacion exponencial predefinidos (Tabla 16) después de la fase
de lotes, sin ningun tipo de control automatico de la velocidad de alimentacion. La velocidad de alimentacion se
ajusté manualmente en el transcurso de los cultivos (a perfiles constantes), para evitar el metabolismo respiro-
fermentativo. La fase de alimentacion exponencial estuvo seguida de una o dos fases con alimentacién reducida y
constante. En la Tabla 17, se enumeran los parametros sobre los que se cambiaron las fermentaciones de la fase de
lotes a la alimentacion exponencial, a la fase 1 de alimentacion constante y a la fase 2 de alimentacion constante.

Tabla 16 Parametros utilizados para el calculo de perfiles de alimentacién exponenciales predefinidos en la fase de
alimentacion por lotes.

Salimentacién [g/'] Vo [l] Xo [g PS"] Yxs [g/g PS] Mo [1Ih]

FS09258-51-53-32B-44 |500 05 17,7 0,35 0,08
FS09240-29-30-44 500 0,5 |16,9 0,35 0,1
FS09258-29-30-44-51 |500 0,5 155 0,35 0,1
FS09258-29-30-44-67 |500 0,5 |12,6 0,35 0,1
FS09263-29-44-51 500 0,5 |134 0,35 0,1
FS09263-29-44-pSF057 | 500 0,5 |15,1 0,35 0,1

Tabla 17 Parametros aproximados al inicio de la fase de alimentacién exponencial, la fase 1 de alimentacion
constante, la fase 2 de alimentacién constante
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Cepa

FS09258-51-53-32B-
44

FS09240-29-30-44

FS09258-29-30-44-
51

FS09263-29-44-51

FS09263-29-44-67

FS09263-29-44-
pSF057

ES 2 665258 T3

Inicio de

Fase de alimentacion
exponencial

Fase 1 de alimentacion
constante

Fase 2 de alimentacion
constante

Fase de alimentacion
exponencial

Fase 1 de alimentacion
constante

Fase 2 de alimentacion
constante

Fase de alimentacion
exponencial

Fase 1 de alimentacion
constante

Fase 2 de alimentacion
constante

Fase de alimentacion
exponencial

Fase 1 de alimentacion
constante

Fase 2 de alimentacion
constante

Fase de alimentacion
exponencial

Fase 1 de alimentacion
constante

Fase 2 de alimentacion
constante

Fase de alimentacion
exponencial

Fase 1 de alimentacion
constante

Fase 2 de alimentacion
constante

Tiempo

(h)

25

50

73

43

61

74

43

63

Ninguno

42

64

73

24

75

Ninguno

42

63

Ninguno

34

M (Vh) o velocidad de flujo
(ml/h)

0,08 1/h

20 ml/h

7,7ml/h

0,1 1/h

18 ml/h

8,8 ml/h

0,1 1/h

20 ml/h

Ninguno

0,1 1/h

21 ml/h

10,4 ml/h

0,1 1/h

20 ml/h

Ninguno

0,1 1/h

21,3 ml/h

Ninguno

DOsoo

30

110

190

15

40

110

22

186

Ninguno

20

160

184

18

108

Ninguno

215

174

Ninguno

Et (g/L)

40

0,15

12

Ninguno

20

22,7

Ninguno

18

Ninguno
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Andlisis de estilbenoides

Para el analisis cuantitativo de acido cumarico, acido cinamico, acido florético, trans-resveratrol, cis-resveratrol,
dihidro-resveratrol y pinosilvina, las muestras se someten a separacion por medio de cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC), utilizando un sistema de HPLC de Dionex, antes de Detecciéon UV con matriz de diodos a | = 306
nm. Se utiliza una columna Phenomenex (Torrance, CA, USA) Luna de 2,5 micrometros C18 (100 X 2,00 mm) a
60°C. El método comprende, como fase movil, un gradiente en forma de S no lineal de acetonitrilo y agua miliQ
(ambos contienen 50 ppm de acido trifluoroacético), a un flujo de 0,8 ml/min. El perfil de gradiente varia de 10% a
100% de acetonitrilo a lo largo de 5 minutos. El tiempo de elucion es de aproximadamente 3,2 min para el acido
cumarico, 4,6 min para el trans-resveratrol, 6,0 min para el acido cinamico y 7,1 min para la trans-pinosilovina. Se
utiliza el siguiente procedimiento de preparacion de muestras para el analisis de estilbenoides:

- Adicion de etanol (99,9%) a una concentracion final de 50% (v/v);
- Agitacion vorticial (30 s);

- Centrifugacion (5 min, velocidad 13.000);

- Analisis de sobrenadante por HPLC.

Las muestras se diluyen apropiadamente en agua destilada antes del analisis de HPLC, siempre que se requiera, de
manera que las concentraciones de estilbenoides caigan dentro de los intervalos lineales definidos por los patrones.

Ejemplo 41. Fermentacion de alimentacion por lotes de FS09258-51-53-32B-44, FS09258-29-30-44-51, FS09240-
29-30-44

El efecto de la expresion en exceso de SNQ2 sobre la produccion de resveratrol se investigd en la fermentacion de
alimentacion por lotes controlada. Se utilizd FS09240-29-30-44 como cepa de referencia y se compard con una cepa
que adicionalmente alberga una expresion en exceso de SNQ2, esto es FS09240-29-30-44-51. En un experimento
posterior, se sometié a ensayo adicionalmente el efecto de la utilizacién de una etiqueta de ubiquitinacién en uno de
los plasmidos (Rho 053) y se compar6 FS09258-51-53-32B-44 con FS09240-29-30-44-51. Los resultados de las tres
fermentaciones de alimentacién por lotes realizadas de las cepas FS09240-29-30-44, FS09258-29-30-51 vy
FS09258-51-53-32B-44 se pueden ver en la Figura 13.

Se encontré que la expresidn en exceso permitia un aumento en los titulos de fermentacion finales de
aproximadamente 400 mg/L a aproximadamente 1.400 mg/L. El uso de una etiqueta de ubiquitinaciéon en uno de los
plasmidos permitia un aumento adicional y titulos mas alla de 1.800 mg/L.

Ejemplo 42. Sistema de etiqueta de PUFA ilustrativo

La Delta 12 desaturasa (gen MrD12D) de Mucor Rouxii (Passorn et al., sin publicar) (SEQ ID NO: 124), delta 6
desaturasa (gen OtD6D) de Ostreococcus tauri (Domergue et al., 2005) (SEQ ID NO: 125), delta 6 elongasa (gen
MaD6E) de Mortiella alpine (Tavares et al, 2008) (SEQ ID NO: 126), y delta 5 desaturasa (gen PtD5D) de
Paramecium tetraurelia (Aury et al., 2006) (SEQ ID NO: 127) con codones optimizados para su expresion en S.
cerevisiae fueron sintetizadas por GenScript Corporation (Piscataway, NJ). Los genes con codones optimizados
sintéticos se suministraron insertados en el vector de E. coli pUC57. Los genes sintéticos se reamplificaron mediante
PCR utilizando los vectores pUC57 como moldes. Después de la digestion con DPN1, los productos de la PCR se
purificaron en gel de agarosa utilizando el kit de extraccion de gel QiaQuick (Qiagen).

La Delta 12 desaturasa (gen MrD12D) de Mucor Rouxii fue reamplificada por PCR a partir del vector de Genscript
pUG57-MrD12D utilizando el cebador directo 5-TAG AAC TAA AGG GCG GCC GCA TGG CAA CCA AGA GAA AC-
3 (SEC ID NO: 128) y el cebador inverso 5-TTA ATT AAG AGC TCA GAT CTT TAG TTC TTA AAG AAG ACA ACA-
3 (SEQ ID NO: 129).

La Delta 6 desaturasa (gen OtD6D) de Ostreococcus tauri fue reamplificada por PCR a partir del vector de Genscript
pUG57-0OtD6D utilizando el cebador directo 5-TAT AGG GCC CGG GCG TCG ACA TGT GTG TTG AAA CAG AAA
AT-3 (SEQ ID NO: 130) y el cebador inverso 5-CGG TAC CAA GCT TAC TCG AGT TAT GCT GTT TTA CCA GAA
TG-3 (SEQ ID NO: 131).

La Delta 6 elongasa (gen MaD6E) de Mortiella alpine fue reamplificada por PCR a partir del vector de Genscript
pUG57-MaD6E utilizando el cebador directo 5-TAG AAC TAA AGG GCG GCC GCA TGG AAT CTA TTG CTC AAT
TC-3 (SEC ID NO: 132) y el cebador inverso 5-TTA ATT AAG AGC TCA GAT CTT TAT TGT AAC TTT CTA GCC
TTT-3 (SEQ ID NO: 133).

La Delta 5 desaturasa (gen PtD5D) de Paramecium tetraurelia fue reamplificada por PCR a partir del vector de
Genscript pUG57-PtD5D utilizando el cebador directo 5-TAT AGG GCC CGG GCG TCG ACA TGG AAG GTA TCA
TCA CTC A-3 (SEQ ID NO: 134) y el cebador inverso 5-CGG TAC CAA GCT TAC TCG AGT TAT TCC ATT TTA
GCA AAA CCA-3 (SEQ ID NO: 135).
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Construcciones de plasmidos
Ejemplo 43. Construccion de un vector de levadura para la expresion constitutiva del gen MrD12D 'y OtD6D

El producto de PCR MrD12D amplificado (Ejemplo 42) se ligd en el vector Rho0020 digerido con Notl/Bglll (Ejemplo
12) utilizando tecnologia InFusion, dando como resultado el vector Rho20-MrD12D. El producto de PCR OtD6D
amplificado (Ejemplo 42) se ligd en un vector Rho20-MrD12D digerido con Sall/Xhol utilizando tecnologia InFusion,
dando como resultado el vector Rho20-MrD12D-OtD6D. Se secuenciaron dos clones diferentes de Rho20-MrD12D-
OtD6D para verificar la secuencia del gen clonado.

Ejemplo 44. Construccion de un vector de levadura para la expresion constitutiva del gen MaD6E y PtD5D

El producto de PCR MaD6E ampilificado (Ejemplo 42) se ligd en un vector Rho20 digerido con Notl/Bglll (Ejemplo 12)
utilizando tecnologia InFusion, dando como resultado el vector Rho20-MaD6E. El producto de PCR PtD5D
amplificado (Ejemplo 42) se ligd en un vector Rho20-MaD6E digerido con Sall/Xhol utilizando tecnologia InFusion,
dando como resultado el vector Rho20-MaD6E-PtD5D. Se secuenciaron dos clones diferentes de Rho20-MaD6E-
PtD5D para verificar la secuencia del gen clonado.

Ejemplo 45. Construccion de un vector de levadura para la expresion constitutiva del gen MrD12D, OtD6D, MaD6E y
PtD5D

El vector Rho20-MrD12D-OtD6D (Ejemplo 43) se linealiz6 mediante amplificacion por PCR utilizando el cebador
directo 5-CAG AGC AGA TTG TAC TGA GAG TG-3 y el cebador inverso 5-ATG CCG CAT AGT TAA GCC A-3. El
fragmento de PCR se corté con Dpnl y se purificd en gel de agarosa utilizando el kit de extraccion de gel QiaQuick
(Qiagen).

El vector Rho20-MaD6E-PtD5D (Ejemplo 44) se utilizé como molde para la amplificacion por PCR de los casetes de
expresion MaD6E-PtD5D utilizando el cebador directo 5-TGG CTT AAC TAT GCG GCA TGA GCG ACC TCATGC
TAT ACC T-3 (SEQ ID NO: 68) y el cebador inverso 5-TCT CAG TAC AAT CTG CTC TGC TGT GGA TAA CCG TAT
TAC CG-3. El fragmento de PCR amplificado que contenia el casete de expresion MaD6E-PtD5D se purifico en gel
de agarosa utilizando el kit de extraccion de gel QiaQuick (Qiagen).

El vector Rho20-MrD12D-OtD6D linealizado por PCR y el casete de expresion MaD6E-PtD5D se ligaron utilizando la
tecnologia InFusion, dando como resultado Rho20-MrD12D-OtD6D-MaD6E-PtD5D denominado p13. Se
secuenciaron dos clones diferentes de p16 para verificar la secuencia del gen clonado.

Ejemplo 46. Construccion de un vector de levadura para la expresion constitutiva del gen MrD12D, OtD6D, MaD6E y
PtD5D con el gen marcador ura3 fusionado a una etiqueta de ubiquitinacion

Se utilizé Rho20-MrD12D-OtD6D (Ejemplo 43) como molde para la amplificacién por PCR (Herculasa 1) eliminando
la secuencia codificante de ura3 utilizando el cebador directo 5-CTC ATT TTG TTA TTC ATT TGT AAA AAA CTG
TATATATAG TAA ATG CAT GT-3 (SEQ ID NO: 76) que contenia la etiqueta de ubiquitinacion y el cebador inverso
5-TCC TTATAT GTA GCT TTC GAC AT-3 (SEQ ID NO: 77).

Se utilizé Rho0020 (Ejemplo 12) como molde para la amplificacién por PCR de ura3 utilizando el cebador directo 5-
ATG TCG AAA GCT ACA TAT AAG GAA CGT G-3 (SEQ ID NO: 78) y el cebador inverso 5-CAA ATG AAT AAA
ATG AGA CAA AGA AGA AAA CCA ATT TTT ACA AGC GT TTG CTG GCC-3 (SEQ ID NO: 79) que contenia la
etiqueta de ubiquitinacion.

Los dos fragmentos obtenidos por PCR se fusionaron utilizando la Tecnologia de clonacién InFusion que dio como
resultado el plasmido Rho20-ura3-tag2-MrD12D-OtD6D.

Se linealiz6 Rho20-ura3-tag2-MrD12D-OtD6D mediante amplificacion por PCR (Herculasa Il) utilizando el cebador
directo 5-CAG AGC AGA TTG TAC TGA GAG TG-3 (SEQ ID NO: 70) y el cebador inverso 5-ATG CCG CAT AGT
TAA GCC A-3 (SEQ ID NO: 67). El fragmento de PCR se cortd con Dpnl y se purificéd en gel de agarosa utilizando el
kit de extraccion de gel QiaQuick (Qiagen).

Se utiliz6 Rho20-MaD6E-PtD5D (Ejemplo 44) como molde para la amplificacion por PCR (Herculasa Il) de los
casetes de expresion que contenian MaD6E y PtD5D utilizando el cebador directo 5-TGG CTT AAC TAT GCG GCA
TGA GCG ACC TCA TGC TAT ACC T-3 (SEQ ID NO: 68) y el cebador inverso 5-TCT CAG TAC AAT CTG CTC
TGC TGT GGA TAA CCG TAT TAC CG-3 (SEQ ID NO: 137). Los dos fragmentos obtenidos por PCR se ligaron
utilizando la tecnologia InFusion que dio como resultado el plasmido Rho20-ura3-tag2-MrD12D-OtD6D-MaD6E-
PtD5D denominado p16. Se secuenciaron dos clones diferentes de p16 para verificar la secuencia del gen clonado.

Resultados
Se utilizé la cepa FS01529 como anfitrion de expresion para el plasmido p13 o p16 (véase la Tabla 18).

Tabla 18
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Nombre de la |Cepa Sistema de expresion | Genes del sistema de expresion Etiqueta

cepa parental insertado

FS01529-p13 |FS01529 P13 pTDH3-0OtD6D, pTEF1-MrD12D, Ninguna
pTDH3-PtD5D, pTEF1-MaD6E

FS01529-p16 |FS01529 P16 pTDH3-0OtD6D, pTEF1-MrD12D, Etiqueta de
pTDH3-PtD5D, pTEF1-MaD6E ubiquitinacién

Las cepas se cultivaron en una placa de 24 pocillos profundos que contenian medio de Delft con glucosa al 2%. Las
cepas se cultivaron durante 72 horas alcanzando la fase estacionaria y se tomaron muestras para la extraccion de
lipidos y el posterior analisis GC-FID (véase la Tabla 19).

Tabla 19

Cepa Acido araquidénico como % de la composicion de acidos grasos totales
FS01529-p13 0,3

FS01529-p16 | 1,2

A partir de los resultados presentes en la Tabla 19, el porcentaje de acidos grasos totales en la célula fue 4 veces
mayor utilizando el plasmido con etiqueta (p16) en comparacion con un plasmido sin etiqueta (p13).

Ejemplo 47. Aislamiento de los genes diana de modificacion metabdlica que codifican Aro4 y Aro7

Se sintetizaron 3-desoxi-D-arabino-heptulosonato-7-fosfato sintasa (gen Aro4) (Luttik et al., 2008) (SEQ ID NO: 138)
y Corismato mutasa (gen Aro7) (Luttik et al, 2008) (SEQ ID NO: 139) a partir de Saccharomyces cerevisiae con
codones optimizados para la expresion en S. cerevisiae por GenScript Corporation (Piscataway, NJ). ARO4 cataliza
la conversion de fosfoenolpiruvato, D-eritrosa 4-fosfato y agua en 3-desoxi-D-arabino-hept-2-ulosonato 7-fosfato y
fosfato; ARO7 cataliza la conversion de corismato en prefanato. Los genes con codones optimizados sintéticos se
suministraron insertados en el vector de E. coli pUC57. Los genes sintéticos se reamplificaron con PCR utilizando los
vectores pUC57 como moldes. Después de la digestion con DPN1, los productos de PCR se purificaron en gel de
agarosa utilizando el kit de extraccion de gel QiaQuick (Qiagen).

Ejemplo 48. Aislamiento de STS, una resveratrol sintasa procedente de Vitis pseudoreticulata.

Se sintetizo6 resveratrol sintasa (gen STS) (www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/ABF06883.1) (SEQ ID NO: 140) a partir de
Vitis pseudoreticulata con codones optimizados para la expresién en S. cerevisiae por GenScript Corporation
(Piscataway, NJ). Los genes sintéticos con codones optimizados se suministraron insertados en el vector de E. coli
pUC57. Los genes sintéticos se reamplificaron con PCR utilizando los vectores pUC57 como moldes. Después de la
digestion con DPN1, los productos de PCR se purificaron en gel de agarosa utilizando el kit de extraccion de gel
QiaQuick (Qiagen).

Ejemplo 49. Construccion del vector de levadura Rho0098 para expresion constitutiva de VST1 y STS que contienen
el marcador His3.

Se utilizé pUC57-STS como molde para la amplificacion por PCR (Herculasa Il) utilizando el cebador directo 5-GGC
CCG GGC GTC GAC ATG GCT TCT GTT GAA GAA ATT A-3 (SEQ ID NO: 141) y el cebador inverso 5-CCA AGC
TTA CTC GAG TCA TTA ATT AGA ATC AGT ACC A-3 (SEQ ID NO: 142). Se utiliz6 Rho0011 como molde para la
amplificacion por PCR (Herculasa l) utilizando el cebador directo 5-CTA AAG GGC GGC CGC ATG GCA TCC GTA
GAG GAG-3 (SEQ ID NO: 143) y el cebador inverso 5-TCC ATC GAT ACT AGT TCATTA GTT AGT GAC AGT TG-
3 (SEQ ID NO: 144). Rho0022 fue digerido con spel, Sall y Xhol.

Los tres fragmentos obtenidos por PCR se fusionaron utilizando el sistema de clonacion InFusion (Clonetech). El
plasmido resultante se corté con Pvull para verificacion. El plasmido se utilizé como molde para la amplificaciéon por
PCR (Herculasa Il) utilizando el cebador directo 5-ATG GCA TCC GTA GAG GAG TTC-3 (SEQ ID NO: 44) y el
cebador inverso 5-ATG GCT TCT GTT GAA GAA ATT A-3 (SEQ ID NO: 141). Se utiliz6 Rho0011 como molde para
la amplificacion por PCR (Herculasa Il) utilizando el cebador directo 5-CTC TAC GGA TGC CAT GAATTC TCT AGA
ATC CGT CGA AAC TAAGTT CTG-3 (SEQ ID NO: 145) y el cebador inverso 5-TTC AAC AGA AGC CAT GGA TCC
TCT AGA AAA CTT AGA TTA GAT TGC TAT G-3 (SEQ ID NO: 146). Los dos fragmentos obtenidos por PCR se
fusionaron utilizando InFusion Cloning System (Clonetech) dando como resultado el plasmido Rho0098 (SEQ ID NO:
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178).
Se secuenciaron dos clones diferentes de Rho0098 y se verific la secuencia del gen clonado.

Ejemplo 50. Construccion del vector de levadura p0161 para la expresion constitutiva de VST1 y STS que contienen
el marcador His3.

Se utiliz6 Rho0098 como molde para la amplificacién por PCR (Herculasa Il) utilizando el cebador directo 5-GCA
ATG GAT CAG TTA CGT TAT ATC TTC GAG CGT CCC AAA A-3 (SEQ ID NO: 147) y el cebador inverso 5-ATA
ACG TAA CTG ATC CAT TGC TTC CTC GCT CAC TGA CTC-3 (SEQ ID NO: 148).

El fragmento obtenido por PCR se fusiond utilizando InFusion Cloning System (Clonetech) dando como resultado el
plasmido p0161 (SEQ ID NO: 180). Se secuenciaron dos clones diferentes de p0161 y se verificd la secuencia del
gen clonado.

Ejemplo 51. Construccion de un vector de levadura para la expresion constitutiva de PAL2 y C4H:CYB5:ATR2 que
contienen el marcador Ura3-tag2 p0160

Se utiliz6 Rho0058 como molde para la amplificacién por PCR (Herculasa Il) utilizando el cebador directo 5-GCA
ATG GAT CAG TTA CGT TAT ATC TTC GAG CGT CCC AAA A-3 (SEQ ID NO: 147) y el cebador inverso 5-ATA
ACG TAA CTG ATC CAT TGC TTC CTC GCT CAC TGA CTC-3 (SEQ ID NO: 148).

El fragmento obtenido por PCR se fusiond utilizando InFusion Cloning System (Clonetech) dando como resultado el
plasmido p0160 (SEQ ID NO: 179). Se secuenciaron dos clones diferentes de p0160 y se verificd la secuencia del
gen clonado.

Ejemplo 52. Construccion de un vector replicativo de levadura, p0202, que contiene pTEF1-C4H::CYB5::ATR2 y
pCUP1-PAL2, URA3-tag2 como marcador selectivo.

Se utilizé p0160 como molde para una amplificacion por PCR utilizando el cebador 5-ACG TAT TCT TTG AAA TGG
CG-3 y 5-ATG GAC CAA ATT GAA GCA ATG CTA-3. El promotor del gen CUP1, pCUP1, se amplificé por PCR a
partir de ADN genomico de S. cerevisiae CEN.PK utilizando cebadores 5-TTT CAA AGA ATA CGT TTA CCG ACA
TTT GGG CGC-3 (SEQ ID NO: 149) y 5-TTC AAT TTG GTC CAT ACA GTT TGT TTT TCT TAA TAT C-3 (SEQ ID
NO: 150). Los dos fragmentos mencionados anteriormente se fusionaron utilizando la Tecnologia de clonacion
InFusion dando como resultado el plasmido p0202.

Ejemplo 53. Construccion del vector de levadura Rho0021 con casetes de expresion constitutiva y el marcador Leu?2
(SEQ ID NO: 176)

Se utilizd6 pESC-leu (Stratagene) como molde para la amplificacion por PCR (Herculasa Il) utilizando el cebador
directo 5-CAG AGC AGA TTG TAC TGA GAG TG-3 (SEQ ID NO: 70) y el cebador inverso 5-ATG CCG CAT AGT
TAA GCC A-3 (SEQ ID NO: 67). Se utiliz6 RHO0011 como molde para la amplificacién por PCR (Herculasa Il)
utilizando el cebador directo 5-TGG CTT AAC TAT GCG GCA TGA GCG ACC TCA TGC TAT ACC T-3 (SEQ ID NO:
68) y el cebador inverso 5-TCT CAG TAC AAT CTGC TCT GCT GTG GAT AAC CGT ATT ACC G-3 (SEQ ID NO:
69).

Los dos fragmentos obtenidos por PCR se fusionaron utilizando InFusion Cloning System (Clonetech) dando como
resultado el plasmido Rho0021 (SEQ ID NO: 176). Se secuenciaron dos clones diferentes de Rho0021 y se verificd
la secuencia del gen clonado

Ejemplo 54. Construccion del vector Rho0039 de levadura para la expresion constitutiva de Aro7 y Aro4 que
contienen el marcador Leu2

Se digiri6 el vector Rho0021 con la enzima de restriccion Notl y Bglll. El gen que codificaba Aro4 de S. cerevisiae fue
reamplificado por PCR a partir del vector Genscript pUC-57-Aro4 utilizando el cebador directo 5- ACT AAA GGG
CGG CCG ATG TCA GAG TCT CCA ATG T-3 (SEQ ID NO: 151) y el cebador inverso 5-TAA GAG CTC AGA TCT
CTACTT CTT ATT TAC CTC TCT T-3 (SEQ ID NO: 152) con salientes homadlogos al vector RHO0021 linealizado.

Los dos fragmentos se recombinaron utilizando el sistema de clonacién Infusion (Clonetech). El vector resultante se
denomind Rho0021-Aro4. Se secuenciaron dos clones diferentes de pESC-URA-Pal2 y se verifico la secuencia del
gen clonado.

El vector Rho0021-Aro4 se digiri6 con la enzima de restriccion Sall y Xhol. El gen que codificaba Aro7 de S.
cerevisiae fue reamplificado por PCR a partir del vector Genscript pUC-57-Aro7 utilizando el cebador directo 5-GGC
CCG GGC GTC GAC ATG GAT TTT ACA AAG CCA GAA-3 (SEQ ID NO: 153) y el cebador inverso 5-CCA AGC
TTA CTC GAG TCATTC TTC CAA TCT TCT CAA-3 (SEQ ID NO: 154) con salientes homdlogos al vector Rho0021-
Aro4 linealizado.

Los dos fragmentos se recombinaron utilizando Infusion Clining System (Clonetech). El vector resultante se
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denomin6 Rho0039 (SEQ ID NO: 177). Se secuenciaron dos clones diferentes de pESC-URA-Pal2 para verificar la
secuencia del gen clonado.

Ejemplo 55. Obtencion de altos niveles de expresion de genes de interés a través de integraciones multiples en ADN
gendmico de S. cerevisiae utilizando regiones TY-delta.

La obtencion de altos rendimientos de produccién de un producto de interés a menudo requiere herramientas de la
biologia molecular para la expresion génica de alto nivel. El uso de vectores replicativos, de mliltiples copias y
promotores fuertes a menudo se elige para desencadenar la expresion de genes de interés. Desafortunadamente,
las cepas construidas sobre estos sistemas de expresion portados en el plasmido son frecuentemente propensas a
la inestabilidad a través de reordenamientos del ADN, variaciones en el nimero de copias del plasmido o incluso
pérdida de plasmidos.

Con el fin de lograr altos niveles de produccion de resveratrol, al tiempo que se proporcionaba una cepa estable, los
autores de la presente invencion disefiaron un sistema de expresion basado en la integracion multiple de genes de
interés en las regiones TY-delta. Las regiones TY-delta son "repeticiones terminales largas" (LTR) que se omiten
después de la insercion secuencial y la escision de un retrotransposon Ty1 o Ty2. Se identificaron un total de 331
inserciones de retrotransposones en el genoma de S. cerevisiae, 85% de las cuales corresponden a LTR
individuales o a fragmentos de LTR (Kim et al. Transposable Elements and Genome Organization: A Comprehensive
Survey of Retrotransposons Revealed by the Complete Saccharomyces cerevisiae Genome Sequence (Genome
Research, 2009). Los retrotransposones de S. cerevisiae se dividen en 5 familias diferentes denominadas Ty1-Ty5
(Kim et al., 2009).

Con el fin de integrar especificamente una secuencia de ADN elegida de interés en regiones TY-delta mediante
recombinacién homodloga, se identificd una secuencia consenso TY-delta alineando numerosas secuencias de ADN
TY-delta obtenidas de la Base de Datos del Genoma de Saccharomyces (www.yeastgenome.org). Modificando 2
nucledtidos, se afadié un sitio de restriccion Bglll a la secuencia consenso. La secuencia final se presenta en la
Figura 14.

Ejemplo 56. Construccion de un vector de levadura p0179 para integracion multiple utilizando una secuencia
consenso Ty-delta y el marcador HIS5 de Schizosaccharomyces pombe etiquetado con tag2.

La secuencia de ADN codificante de HIS5 se amplificé por PCR a partir de ADN genémico de Schizosaccharomyces
pombe (ADN polimerasa de alta fidelidad Phusion®, Finnzymes) utilizando el cebador directo 5-CAA GAT AAA CGA
AGG CAA AGA TGG GTA GGA GGG CTT TT-3 (SEQ ID NO: 155) y el cebador inverso 5-ATG AGA CAA AGA AGA
AAA CCA ATT TTT ACA AGC CAA CAC TCC CTT CGT GCT T-3. Se utiliz6 pSF127 como molde para la
amplificacion por PCR (Herculasa Il) utilizando el cebador directo 5-TCT TCT TTG TCT CAT TTT GTT ATT CAT
TTG ETIQUETA TGA CAC CGA TTA TTT AAA GCT G-3 (SEQ ID NO: 157) y el cebador inverso 5-CTT TGC CTT
CGT TTA TCT TG-3 (SEQ ID NO: 158). Los dos fragmentos obtenidos por PCR se fusionaron utilizando InFusion
Cloning System (Clontech) dando como resultado el plasmido p0179. p0179 se verificé por medio de secuenciacion.

Ejemplo 57. Construccion del vector de levadura p0246 para integracion multiple utilizando una secuencia consenso
Ty-delta y el marcador His3 p0246

Se utilizé p0179 como molde en una reaccién de PCR utilizando el cebador 5-GCA ATG GCG GCC GCT TAC GTT
ATC TTC CTC GCT CAC TGA CT-3 (SEQ ID NO: 159) y 5-ATA ACG TAA GCG GCC GCC ATT GCA TTG GAG
ACT TGA CCA AAC CT-3 (SEQ ID NO: 160) eliminando el terminador ADH1. El fragmento obtenido mediante PCR
se fusiond a si mismo utilizando la Tecnologia de clonacion InFusion que dio como resultado el plasmido p0246
(SEQ ID NO: 181). Se secuenciaron dos clones diferentes de p0246 y se verificé la secuencia del gen clonado.

Ejemplo 58. Construccion del vector de levadura p0249 para integracion multiple utilizando una secuencia consenso
Ty-delta y el marcador KanMX p0249.

Se utilizé p0246 como molde en una reaccion de PCR utilizando el cebador 5-CTT TGC CTT CGT TTA TCT TG-3
(SEQ ID NO: 158) y 5-TGA CAC CGA TTA TTT AAA GCT GC-3 (SEQ ID NO: 161) eliminando la totalidad de la
secuencia codificante de His5-tag2. Se utilizé p0191 como molde en una reaccién de PCR utilizando el cebador 5-
CAA GAT AAA CGA AGG ATG GGT AAG GAA AAG ACT CAC-3 (SEQ ID NO: 162) y 5-GCA GCT TTA AAT AAT
CGG TTA GAA AAA CTC ATC GAG CAT CAA ATG-3 (SEQ ID NO: 163) eliminando toda la secuencia codificante
de His5-tag2 completa. Los dos fragmentos obtenidos por PCR se fusionaron utilizando InFusion Cloning System
(Clonetech) dando como resultado el plasmido p0249 (SEQ ID NO: 182). Se secuenciaron dos clones diferentes de
p0249 y se verifico la secuencia del gen clonado.

Ejemplo 59. Construccion del vector de levadura p0280 para expresion constitutiva e integracion de Aro7 y Aro4 que
contienen el marcador KanMX.

Se utilizé RHO0039 como molde para la amplificacién por PCR (Herculasa Il) utilizando cebador directo 5-AAT TGG
AGC TCC ACC GCG GCT TCG AGC GTC CCA AAA CCT TC-3 (SEC ID NO 164) y el cebador inverso 5-GCT TGA
TAT CGA ATT CGA GCG ACC TCA TGC TAT ACC TG-3 (SEQ ID NO: 165). p0249 se digirio utilizando las enzimas
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de restriccion Sacll y EcorRI. Los dos fragmentos obtenidos por PCR y digestion con enzimas de restriccion se
fusionaron utilizando la Tecnologia de clonacidn InFusion que dio como resultado el plasmido p0245-pTDH3-Aro7-
pTEF1-Aro4 (p0280 (SEQ ID NO: 184)). Se secuenciaron dos clones diferentes de p0280 y se verifico la secuencia
del gen clonado.

Ejemplo 60. Construccion del vector de levadura p0262 para expresion constitutiva e integracion de VST1y STS que
contienen el marcador KanMX.

Se utilizé p0161 como molde para la amplificacion por PCR (Herculasa Il) utilizando el cebador directo 5-AAT TGG
AGC TCC ACC GCG TCG TCG AGC GTC CCA AAA CCT TC-3 (SEC ID NO 164) y el cebador inverso 5-GCT TGA
TAT CGA ATT CGA GCG ACC TCA TGC TAT ACC TG-3 (SEQ ID NO: 165). p0245 se digirio utilizando las enzimas
de restriccion Sacll y EcorRI. Los dos fragmentos obtenidos por PCR y digestion con enzimas de restriccion se
fusionaron utilizando la Tecnologia de clonacion InFusion, dando como resultado el plasmido p0245-pTDH3-Aro7-
pTEF1-Aro4 (p0280). Se secuenciaron dos clones diferentes de p0262 (SEQ ID NO: 183) y se verifico la secuencia
del gen clonado.

Ejemplo 61. Construccion de plasmidos integrativos pSF126 y pSF127, para integraciones multiples en regiones TY-
delta.

pSF126 es un vector basado en URA3, pSF127 se basa en HIS3. Estos dos plasmidos fueron ensamblados
sintéticamente por Genscript.

Estos vectores no son replicativos en S. cerevisiae y pueden dirigirse especificamente a la insercién en regiones TY-
delta por digestion utilizando Bglll o Xhol (ambos sitios de restriccion estan presentes en la secuencia consenso LTR
previamente identificada).

Ejemplo 62. Construccion del vector de levadura p0140 para integracion multiple utilizando la secuencia consenso
Ty-delta, que porta el marcador HIS3 de Saccharomyces cerevisiae, pTDH3-4CL2 y pTEF1-VST1.

Se utiliz6 Rho0011 (Ejemplo 11) como molde para la amplificacion por PCR (ADN polimerasa de alta fidelidad
Phusion®, Finnzymes) utilizando el cebador directo 5-CTA GTG GAT CCC CCG GGT TGG AGC GAC CTC ATG
CTA TAC C-3 (SEQ ID NO: 166) y el cebador inverso 5-GAA TTC CTG CAG CCC GGG CGA GCG TCC CAA AAC
CTT CTC AAG-3 (SEQ ID NO: 167). pSF127 se linealiz6 mediante digestion utilizando endonucleasa Smal. Los dos
fragmentos obtenidos se fusionaron utilizando el Sistema de Clonacién InFusion (Clontech) dando como resultado
un vector de levadura adecuado para la integracién multiple en las regiones TY delta (Ejemplo 55), que porta el
marcador HIS3 de Saccharomyces cerevisiae, pTDH3-4CL2 y pTEF1-VST1. Con el fin de permitir la linealizacion del
vector por Bglll, permitiendo de ese modo integraciones multiples en elementos TY-delta, el plasmido mencionado
anteriormente fue, por un lado amplificado mediante PCR (ADN polimerasa de alta fidelidad Phusion®, Finnzymes)
utilizando el cebador directo 5-GGC GAA GAA TTG TTA ATT AAG AGC TCT GAT CTT ATC G-3 (SEQ ID NO: 168)
y el cebador inverso 5-GGC GCA GCA AGT CGA CGG CGA G-3 (SEQ ID NO: 169); por otro lado, el mismo
plasmido fue digerido con las endonucleasas Pacl y Sall. Los dos fragmentos, después de la purificacion en gel de
agarosa, se fusionaron utilizando la Tecnologia de clonacién InFusion que dio como resultado el plasmido p0140.
p0140 fue verificado por secuenciacion.

Ejemplo 63. Construccion del vector de levadura p0180 para integracion multiple utilizando la secuencia consenso
de Ty-delta, que portaba el marcador HIS5 de Schizosaccharomyces pombe etiquetado con tag2, pTDH3-4CL2 y
pTEF1-VST1.

Se utilizé p0140 como molde para la amplificacién por PCR (Herculasa Il) utilizando el cebador directo 5-CTA GTG
GAT CCC CCG GGT TGG AGC GAC CTC ATG CTA TAC C-3 (SEQ ID NO: 166) y el cebador inverso 5-GAA TTC
CTG CAG CCC GGG CGA GCG TCC CAA AAC CTT CTC AAG-3 (SEQ ID NO: 167). p0179 se linealizé mediante
digestion utilizando la endonucleasa Smal. Los dos fragmentos obtenidos se fusionaron utilizando la Tecnologia de
clonacion InFusion que dio como resultado el plasmido p0180. p0180 fue verificado por secuenciacion.

Ejemplo 64. Construccion del vector de levadura, p0204, para integracion multiple utilizando la secuencia consenso
de Ty-delta, que porta el marcador auxotrofo URA3 de Saccharomyces cerevisiae, pTEF1-C4H::CYB5::ATR2 y
pCUP1-PAL2.

pSF126 fue digerido por las endonucleasas Kpnl y Sacll. Se utilizd p0202 como molde para amplificar por PCR
(Herculasa Il) el casete de expresion pTEF1-C4H::CYB5::ATR2/pCUP1-PAL2 utilizando cebador directo 5-GGG AAC
AAA AGC TGG GTA CCC TGT GGA TAA CCG TAT TAC C-3 (SEQ ID NO: 170) y el cebador inverso 5-AAT TGG
AGC TCC ACC GCG GGA GCG ACC TCA TGC TAT ACC-3 (SEQ ID NO: 171). Los dos fragmentos, después de la
purificacion en gel de agarosa, se fusionaron utilizando la Tecnologia de clonacién InFusion que dio como resultado
el plasmido p0204.

Ejemplo 65. Generacion de la cepa FS09308 Matalfa ura3-52 his3 leu2 pTPI-ACC1, Delta-aro10, Delta-trp1, p0204
(pTEF1-C4H::CYB5::ATR2 y pCUP1-PAL2, elemento consenso TY-delta, URA3), p0180 (pTDH3-4CL2 y pTEF1-
VST1, elemento consenso TY-delta, HIS5-Tag2 de S. pombe).
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Se transformo la cepa FS09258 de S. cerevisiae (Ejemplo 30) de forma concomitante, por un lado, con el plasmido
p0204 digerido por Xhol y, por otro lado, con el plasmido p0180 digerido con Bglll. Los transformantes fueron
seleccionados en SC-ura-his. Se inocularon 43 clones en 48 placas de pocillos profundos que contenian medio
minimo de Delft, 20 gL'1 de glucosa, con un suplemento de leucina y triptéfano. Adicionalmente, el ultimo medio se
complementé con CuSO4 (0,15 mM) o no. El transformante de mejor rendimiento, denominado "C3" en la Figura 15,
se denomind mas tarde cepa FS09308 [Matalfa ura3-52 his3 leu2 pTPI-ACC1, Delta-aro10, Delta-trp1, p0204
(pPTEF1-C4H::CYB5::ATR2 y pCUP1-PAL2, elemento consenso TY-delta, URA3), p0180 (pTDH3-4CL2 y pTEF1-
VST1, elemento consenso TY-delta, HIS5-Tag2 de S. pombe)].

La produccion de biomasa (DO600), acido cumarico, acido cinamico, pinosilvina, acido florético y resveratrol de 7
clones diferentes que surgen de la transformacion de S. cerevisiae FS09258 con los plasmidos linealizados p0204 y
p0180 se presenta en la Figura 15. Se cultivaron los diferentes clones en medio de Delft (Ejemplo 33), 20 gL-1 de
glucosa, con un suplemento de leucina (60 mg.L-1), triptéfano (20 mg.L-1) y sulfato de cobre (0,15 mM). La muestra
fue tomada después de 72 horas de cultivo.

Ejemplo 66. Generaciéon de la cepa FS09322 Matalfa ura3-52 his3 leu2, trp1 pTPI-Acc1, AaRo10, p204 (pTEF-
C4H::CYB5::ATR2 pCUP1-PAL2, elemento TY, URA3), p180 (pTDH3-4CL2 pTEF1-VST1, elemento TY, HIS5-Tag2
de S. pombe), Rho51 (TEF1-Snqg2, TRP1), p0262 (pTDH3-VST1 pTEF1-STS, elemento TY, LEU2)

La cepa de levadura FS09313 [Matalfa ura3-52 his3 leu2 trp1 pTPI-Acc1, AaRo10, p204 (pTEF-C4H::CYB5::ATR2
pCUP1-PAL2, elemento TY, URA3), p180 (pTDH3-4CL2 pTEF1-VST1, elemento TY, HIS5-Tag2 de S. pombe),
Rho51 (TEF1-Sng2, TRP11)] se transformd con los sustratos lineales procedentes de dos reacciones de PCR
utilizando p0262 como plantilla y el cebador 5- GAG GAG AAC TTC TAG TAT ATT CTG TAT ACC-3 (SEQ ID NO:
172 ) y el cebador 5-GAG GAT ATA GGA ATC CAC AAA AGG G-3 (SEQ ID NO: 173) para la primera reaccion de
PCR y el cebador 5-ATC TAT GAA TAA CAT ATA AAA CGA AAA GAG GAA TAA TC-3 (SEQ ID NO. 174) y el
cebador 5-CTT ATT ACA TTA ATC ATC CTT GCA TTT CAG C-3 (SEQ ID NO: 175) para la segunda reaccién de
PCR. Los transformantes se seleccionaron inoculados en un medio de Delft que contenia 20 g/l de glucosa. Se
escrutaron 24 colonias para aumentar la produccion de resveratrol y se aislé el productor mas alto.

La cepa resultante se denomin6é FS09322 y tenia el genotipo [Matalfa ura3-52 his3 leu2 trp1 pTPI-Acc1, AARo10,
p204 (pTEF-C4H::CYB5::ATR2 pCUP1-PAL2, elemento TY, URA3), p180 (pTDH3-4CL2) pTEF1-VST1, elemento
TY, HIS5-Tag2 de S. pombe), Rho51 (TEF1-Sng2, TRP1), p0262 (pTDH3-VST1 pTEF1-STS, elemento TY, LEU2)].
La integracion de VST1 y STS se supervisé mediante PCR y se verifico.

A continuacion se muestra una comparacion entre la cepa FS09332 y la cepa FS09258-53-32-44-51:

FS09258-53-32-44-51 (cepa anterior) FS09322 (cepa nueva)

Delecion de URA3 Delecion de URA3

Delecion de HIS3 Delecion de HIS3

Delecion de LEU2 Delecion de LEU2

Delecién de TRP1 Delecién de TRP1

Delecion de ARO 10 Delecion de ARO 10

Expresién en exceso de ACC1 Expresién en exceso de ACC1

Plasmido pESC-URA3(etiqueta 2)-TDH3-PAL2- Plasmido integrativo p0204 pSF126 (URA3) (pCUP1-PAL2,

TEF1-C4H::CYB5::ATR2-TDH3-4CL2-TEF1-VST1 pTEF1-C4H::CYB5::ATR2, URA3- sin una secuencia etiqueta)
(Rho53)

Plasmido pESC-HIS3-TDH3-PAL2-TEF1- Plasmido integrativo p0180 (pTEF1-VST, pTDH3-4CL2;
C4H::CYB5::ATR2-TDH3-4CL2-TEF1-VST1 (Rho32) | Marcador: HIS5 de S. pombe anclado a Tag 2 de degradacion
de ubiquitina)
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FS09258-53-32-44-51 (cepa anterior) FS09322 (cepa nueva)

Plasmido pESC-LEU2-TDH3-PAL2-TEF1- Plasmido integrativo p0262 (pTEF1-STS, pTDH3-VST1)
C4H::CYB5::AR2-TDH3-4CL2-TEF1-VST1 (Rho44)

Transportador Plasmido Snqg2 Trasportador Sng2 Plasmido rho0051

Marcador Antibiético (Ampicilina) Marcador Antibiético (Ampicilina)

FS09322 contiene cuatro plasmidos integrativos que contienen los genes de la ruta del resveratrol heterélogo de la
planta y los genes del transportador de resveratrol y porta una delecion en los genes Aro10, Ura3, His3, Leu2, Trp1y
una expresion en exceso de los genes ACC1 y SNQ2.

Ejemplo 67. Generacion de la cepa FS09324 Matalfa ura3-52 his3 leu2 trp1 pTPI-Acc1, AARo10, p204 (pTEF-
C4H::CYB5::ATR2 pCUP1-PAL2, elemento TY, URA3), p180 (pTDH3-4CL2 pTEF1-VST1, elemento TY, HIS5-Tag2
de S. pombe), Rho51 (TEF1-Sng2, TRP1), p0262 (pTDH3-VST1 pTEF1-STS, elemento TY, Leu2), p0280 (pTDH3-
Aro7, pTEF1-Aro4, elemento TY, KanMX)

La cepa de levadura FS09322 se transformé con los sustratos lineales procedentes de dos reacciones de PCR
utilizando p0280 como molde y el cebador 5-GAG GAG AAC TTC TAG TAT ATT CTG TAT ACC-3 (SEQ ID NO:
172) y el cebador 5-GAG GAT ATA GGA ATC CAC AAA AGG G-3 (SEQ ID NO: 173) para la primera reaccion de
PCR y el cebador 5-ATC TAT GAA TAA CAT ATA AAA CGA AAA GAG GAA TAA TC-3 (SEQ ID NO: 174) y el
cebador 5-CTT ATT ACTA TTA TCA ATC CTT GCA TTT CAG C-3 (SEQ ID NO: 175) para la segunda reaccion de
PCR. Los transformantes se seleccionaron inoculados en un medio de Delft que contenia 20 g/l de glucosa. Se
escrutaron 24 colonias para aumentar la produccion de resveratrol y se aislé el productor mas alto.

La cepa resultante se denomindé FS09324 y tenia el genotipo [Matalfa ura3-52 his3 Leu2 pTPI-Acc1, DARo10,
deltaTRP1, p204 (pTEF-C4H: CYB5::ATR2 pCUP1-PAL2, elemento TY, URA3), p180 (pTDH3- 4CL2 pTEF1-VST1,
elemento TY, HIS5-Tag2 de S. pombe), Rho51 (TEF1-Sng2, TRP1), p0262 (pTDH3-VST1 pTEF1-STS, elemento
TY, Leu2), p0280 (pTDH3-Aro7, pTEF1-Aro4, elemento TY, KanMX)]. La integracion de Aro7 y pTEF1-Aro4 se
supervisé mediante PCR y se verifico.

Ejemplo 68. Generacion de la cepa FS09313 Matalfa ura3-52 his3 leu2 pTPI-ACC1, Delta-aro10, Delta-trp1, p0204
(pTEF1-C4H::CYB5::ATR2 y pCUP1-PAL2, elemento consenso TY-delta, URA3), p0180 (pTDH3-4CL2 y pTEF1-
VST1, elemento consenso TY-delta, HIS5-Tag2 de S. pombe), Rho0051 (pTEF1-SNQ2, TRP1)

Se transformo la cepa FS09308 de S. cerevisiae con el plasmido Rho0051 digerido por Hindlll para la integracion
mediante cruce simple en la secuencia de ADN codificante de trp1. La cepa resultante se denominé FS09313
[Matalfa ura3-52 his3 leu2 pTPI-ACC1, Delta-aro10, Delta-trp1, p0204 (pTEF1-C4H::CYB5::ATR2 y pCUP1-PAL2,
elemento consenso TY-delta, URA3), p0180 (pTDH3-4CL2 y pTEF1-VST1, elemento consenso TY-delta, HIS5-Tag2
de S. pombe), Rho0051 (pTEF1-SNQ2, TRP1)].

Ejemplo 69. Generacion de la cepa FS09326 Matalfa ura3-52 his3 leu2 pTPI-ACC1, Delta-aro10, Delta-trp1, p0204
(pTEF1-C4H::CYB5::ATR2 y pCUP1-PAL2, elemento consenso TY-delta, URA3), p0180 (pTDH3-4CL2 y pTEF1-
VST1, elemento consenso TY-delta, HIS5-Tag2 de S. pombe), Rho0051 (pTEF1-SNQ2, TRP1), Rho0039 (pTDH3-
ARO7, pTEF1-ARO4, LEU2)

Se transformo la cepa FS09313 de S. cerevisiae con el plasmido Rho0039 (pTDH3-ARO7, pTEF1-ARO4, LEU2). La
cepa resultante se denominé FS09326 [Matalfa ura3-52 his3 leu2 pTPI-ACC1, Delta-aro10, Delta-trp1, p0204
(pTEF1-C4H::CYB5::ATR2 y pCUP1-PAL2, elemento consenso TY-delta, URA3), p0180 (pTDH3-4CL2 y pTEF1-
VST1, elemento consenso TY-delta, HIS5-Tag2 de S. pombe), Rho0051 (pTEF1-SNQ2, TRP1), Rho0039 (pTDH3-
ARO7, pTEF1-ARO4, LEU2)].

Ejemplo 70. Produccion de resveratrol con la cepa FS09324 en comparacion con FS09322 en el cultivo en placas de
pocillos profundos

Se construyeron las dos cepas FS09322 y FS09324 (Ejemplo 66 y 67) donde FS09324 en comparacioén con
FS09322 tenia también Aro7 y Aro4 expresados en exceso. Las cepas se cultivaron en una placa de 24 pocillos
profundos con medio de Delft que contenia glucosa al 2% y CuSO.* H,O 0,15 mM. Las cepas se cultivaron durante
72 horas alcanzando la fase estacionaria y se tomaron muestras para su extraccion y posterior analisis de HPLC
(Tabla 20).

Tabla 20
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Cepa mg/l de resveratrol | DOgyo | Rendimiento de biomasa | Rendimiento de glucosa
FS09322 182 10,0 (18,2 9,1
FS09324 291 9,0 32,2 14,6

De los resultados presentados en la Tabla 20, el rendimiento de resveratrol sobre la biomasa se incrementé en 77%,
el rendimiento de resveratrol sobre glucosa en 60% y el titulo de resveratrol en 60%.

Ejemplo 71. Medios y condiciones de fermentacion para la caracterizacion de la cepa FS09322 y FS09326 en las
fermentaciones de alimentacion por lotes

La fermentacion por lotes de FS09322 y FS09326 se ha llevado a cabo como se describe en "Medios y condiciones
de fermentacién" mas arriba con los cambios que se describen a continuacion.

En el cultivo de FS09322 y FS09326, se utilizaron perfiles de alimentacion exponencial predefinidos (Tabla 21)
después de la fase de lotes, se ajustd la velocidad de alimentacion en el transcurso de los cultivos para evitar el
metabolismo respiro-fermentativo. En el caso de la produccién de etanol, las fases de alimentacion exponencial
pueden estar seguidas por fases con alimentacion reducida y constante. En la Tabla 22, se enumeran los
parametros sobre los que se cambiaron las fermentaciones de la fase por lotes a la alimentaciéon exponencial,
utilizando diversos medios de alimentacién como se describe en la Tabla 22.

Durante el curso de la fermentacion de FS09322, se afiadieron 0,9 ml de CuSO4 150 mM después de 8 h, 37 h'y
48,5 h, respectivamente. Durante el curso de la fermentacion de FS09326 se afadieron a la fermentacion 1,67
CuSO4 150 mM después de 43,25 h.

La fermentacion utilizando la cepa FS09326 se llevé a cabo utilizando un recipiente de 5 litros con 1 L de volumen de
trabajo inicial.

Tabla 21 Parametros utilizados para el calculo de perfiles de alimentaciéon exponenciales predefinidos en la fase de
alimentacion por lotes utilizando FS09322 y FS09326. Se utilizaron tres medios de alimentacion diferentes.

FS09322 F40 |F160 |F620
Sf (g/L) 41,15 172,22 |594,17
VO (L) 0,30 10,57 |0,71
Vmax (L) |5,00 |500 5,00
X0 (gPS/L) 1,50 7,67 17,88
S0 (g/L) 0,00 10,00 0,00
Ysx (g PS/g) 0,35 10,35 0,35
Yxs (g/g PS) 2,86 2,86 2,86
1o (1/h) 0,10 0,10 0,10
FS09326  F40 |F160 |F620
Sf (g/L) 40,00 | 153,91 620,00
VO (L) 1,00 (1,00 (1,16

Vmax (L) |5,00 |500 5,00
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FS09322 F40 |F160 |F620
X0 (g PS/L) 12,00 1,50 9,30
S0 (g/L) 0,00 10,00 0,00
Ysx (g PS/g) 0,35 10,35 0,35
Yxs (g/g PS) 2,86 2,86 2,86
1o (1/h) 0,10 10,10 0,10

Tabla 22 Parametros aproximados al inicio de la fase de alimentacion exponencial, fase 1 de alimentacion constante,
fase 2 de alimentacién constante

Cepa Inicio de Tiempo (h)
FS09322 | Exponencial 8

Fase de alimentacion utilizando F40

Fase de alimentacién exponencial utilizando F160 29,5

Fase de alimentacién exponencial utilizando F620, y = 0,095 1/h (42,5

Fase de alimentacién exponencial utilizando F620, y = 0,025 1/h |55
FS09326 | Fase de alimentacion exponencial utilizando F40 No utilizado

Fase de alimentacién exponencial utilizando F160 9,5

Fase de alimentacién exponencial utilizando F620, y = 0,095 1/h |27

Fase de alimentacién exponencial utilizando F620, y = 0,025 1/h (49

Ejemplo 72. Fermentacion de alimentacion por lotes de FS09258-51-53-32B-44, FS09326 y FS09322

Se investigo el efecto de la integracion de la ruta del resveratrol y los genes de transportadores en la fermentacion
de alimentacién por lotes controlada. Se utilizdé FS09258-51-53-32B-44 como cepa de referencia y se comparé con
FS09326 que tiene parte de la ruta del resveratrol integrada en el genoma, y con FS09322 que tiene todos los genes
y transportadores de la ruta del resveratrol integrados en la ruta. Los resultados de las fermentaciones de
alimentacion por lotes de FS09258-51-53-32B-44, FS09326 y FS09322 llevadas a cabo se pueden ver en la Figura
16.

Los mapas de plasmidos para los plasmidos mencionados anteriormente son los siguientes:
Plasmido Rho0021.

Caracteristicas Rho0021

Nombre Tipo Region

ADH1 Terminador Complemento (2999..3163)
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Nombre

CYC1

puUC

2mu

TEF1

TDH3

LEU2

Origen F1

bla

Etiqueta Flag

ES 2 665258 T3

Tipo

Terminador

Origen de replicacion

Origen de replicacion

Promotor

Promotor

ORF

ORF

ORF

ORF

Etiqueta c-myc | ORF

Plasmido Rho0039.
Caracteristicas Rho0039

Plasmido Rho0098.
Caracteristicas Rho0098

Nombre | Tipo

CYC1 |Terminador

ADH1 | Terminador

2 um Origen de replicacion
puUC Origen de replicacion
F1 Origen de replicacion
TDH3 | Promotor

TEF Promotor

ARO7 | ORF

ARO4 | ORF

Leu2 ORF

Bla ORF

45

Region

4809..4998

5185..5852

6994..8149

Complemento (3371..3771)
4061..4715

Complemento (663..1757)
Complemento (2597..2903)
Complemento (6003..6860)

Complemento (3315..3338)

4747..4782

Region

6853..6973

Complemento (2999..3163)
8812..9967

7003..7670

Complemento (2597..2903)
5138..5792

Complemento (4448..4848)
5824..6594

Complemento (3314..4426)
Complemento (668..1757)

Complemento (7818..8678)
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Nombre Tipo Region

CcYc1 Terminador 6076..6265

ADH1 Terminador Complemento (1961..2125)
pucC Origen de replicacion |6452..7119

2 mu Origen de replicacion |8261..9416

STS Origen de replicacion |4862..6040

Origen F1 |Origen de replicacion |1555..1861

TEF1 Promotor 4449..4849
TDH3 Promotor Complemento (3505..4159)
HIS3 ORF 504..1163
Bla ORF Complemento (7267..8127)
VST1 ORF Complemento (2311..3492)
Plasmido p0160.
Nombre Tipo Region
ADH1 Terminador Complemento (1933..2097)
CcYC1 Terminador 9581..9770

pUCori Origen de replicacion |{9913..10580

2 mu Origen de replicacion |11722..12877

TDH3 Promotor Complemento (4413..5067)
TEF1 Promotor 5357..5758

F1 ORF Complemento (1531..1837)
URA3-tag2 |ORF 417..1268

BLA ORF Complemento (10728..11600)
PAL2 ORF Complemento (2247..4400)
C4H ORF 5770..7320

ATR2 ORF 7636..9561

CYB5 ORF 7336..7626
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Nombre |Tipo
CYC1 Terminador
ADH1 Terminador

Complemento (1661..1813)

pUCori
2mu
TEF1
TDH3
HIS3
Bla
VST1

STS

Plasmido p0246.

5 Caracteristicas p0246

Nombre
HIS3
pucC
flori

HIS3

bla

Tag2

bla

HIS5 pombe
loxP

MCS

Origen de replicacion

Origen de replicacion

Promotor

Promotor

ORF

ORF

ORF

ORF

Tipo

Terminador

Origen de replicacion

Origen de replicacion

Promotor

Promotor

ORF

ORF

ORF

Estructura misc.

Estructura misc.

47

Region

5761..5950

6092..6759

7901..9056

4137..4537

Complemento (3193..3847)
504..1163

Complemento (6907..7767)
Complemento (1999..3180)

4550..5725

Region
19..225
1235..1902
457..763

unioén (3677..>3678,<3679..3993)

Complemento (2911..3041)
4645..4677

Complemento (2050..2910)
3994..4644

226..274

971..1048
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Nombre Tipo Region
loxP Estructura misc. 3628..3676
Ty Estructura misc. 3295..3627
Plasmido p0249.
Funciones p0249
Nombre Tipo Region
HIS3 Terminador 1623..1824

pUCori |Origen de replicacion |2834..3501

flori Origen de replicacion |2056..2362

pbla Promotor Complemento (4510..4640)
HIS3 Promotor 501..812
bla ORF Complemento (3649..4509)
KanMX |ORF 813..1622
loxP Estructura misc. 1825..1873
MCS Estructura misc. 2570..2647
loxP Estructura misc. 452..500
Ty Estructura misc. 119..451
5 Plasmido p0262.
Nombre Tipo Region
CYC1 Terminador Complemento (3544..3733)
LEU2 Terminador 2309..2784
ADH1  Terminador 7681..7845
f1 Origen de replicacion |3016..3322

pucC Origen de replicacion (8056..8723

TEF1 Promotor Complemento (4957..5357)
TDH3 Promotor 5647..6301
LEU2 Promotor 567..1213
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Plasmido p0280.

Caracteristicas p0280

Nombre
bla
LEU2
PvVST
VVVST
bla
loxP

Ty

loxP

Nombre
HIS3
ADH1
cYcC1
Origen f1
pUCori
TDH3
TEF1
bla
HIS3
Bla
KanMX
Aro4
Aro7
loxP

MCS

ES 2 665258 T3

Tipo

Promotor

ORF

ORF

ORF

ORF

Estructura misc.

Estructura misc.

Estructura misc.

Tipo

Terminador

Terminador

Terminador

Origen de replicacion

Origen de replicacion

Promotor

Promotor

Promotor

Promotor

ORF

ORF

ORF

ORF

Estructura misc.

Estructura misc.

49

Region

Complemento (9732..9862)
1214..2308

Complemento (3766..4944)
6314..7492

Complemento (8871..9731)
2785..2833

185..517

518..566

Region

1..202

4615..4779

Complemento (962..1151)
434..740

4990..5657

Complemento (1986..2640)
2930..3330

Complemento (6666..6796)
7432..7743

Complemento (5805..6665)
7744..8553

3352..4464

Complemento (1184..1954)
203..251

948..4803
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Nombre |[Tipo Region
loxP Estructura misc. 7383..7431
Ty Estructura misc. 7050..7382

Como se observa en la Figura 17, las cepas de S. cerevisiae de acuerdo con la invencion son capaces de producir
por encima de 4.000 mg/l de resveratrol. Se pueden alcanzar niveles de mas de 5.000 mg/I.

En esta memoria descriptiva, a menos que se indique expresamente lo contrario, la palabra 'o' se utiliza en el sentido
5 de un operador que devuelve un valor verdadero cuando se cumplen una o ambas de las condiciones establecidas,
en oposicion al operador 'exclusivo o' que requiere que solamente se cumple una de las condiciones. La palabra
"que comprende" se utiliza en el sentido de "que incluye" en lugar de significar "que consiste en". Ningun
reconocimiento de ningun documento previo publicado en este documento debe considerarse como una admision o
representacion de que la ensefianza del mismo fuera de conocimiento general comun en Australia o en otro lugar en
10 la fecha de este documento.
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LISTA DE SECUENCIAS
<110> Fluxome Sciences A/S
<120> Produccién de metabolitos
<130> P17099WO

<150> GB1008826.8
<151> 26-05-2010

<160> 192
<170> PatentIn versién 3.5

<210> 1
<211> 16
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Etiqueta de ubiquitinacion

<400> 1
Ala Cys Lys Asn Trp Phe Ser Ser Leu Ser His Phe Val Ile His Leu
1 5 10 15

<210> 2
<211> 35
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Etiqueta de ubiquitinacion

<400> 2
Ser Leu Ile Ser Leu Pro Leu Pro Thr Arg Val Lys Phe Ser Ser Leu
1 5 10 15

Leu Leu TIle Arg Ile Met Lys Ile Ile Thr Met Thr Phe Preo Lys Lys
20 25 30

Leu Arg Ser
35

<210> 3
<211> 16
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Etiqueta de ubiquitinacion

<400> 3
Phe Tyr Tyr Pro Ile Trp Phe Ala Arg Val Leu Leu Val His Tyr Gln
1 5 10 15

<210> 4
<211> 46
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Etiqueta de ubiquitinacion
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<400> 4
Ser Asn Pro Phe Ser Ser Leu Phe Gly Ala Ser Leu Leu Ile Asp Ser
1 5 10 15

Val Ser Leu Lys Ser Asn Trp Asp Thr Ser Ser Ser Ser Cys Leu Ile
20 25 30

Ser Phe Phe Ser Ser Val Met Phe Ser Ser Thr Thr Arg Ser
35 40 45

<210>5
<211> 39
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Etiqueta de ubiquitinacion

<400> 5
Cys Arg Gln Arg Phe Ser Cys His Leu Thr Ala $er Tyr Pro Gln Ser
1 5 10 15

Thr Val Thr Pro Phe Leu Ala Phe Leu Arg Arg Asp Phe Phe Phe Leu
20 25 30

Arg His Asn Ser Ser Ala Asp
35

<210> 6
<211> 46
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Etiqueta de ubiquitinacion

<400> 6
Gly Ala Prc His Val Val Leu Phe Asp Phe Glu Leu Arg Ile Thr Asn
1 5 10 15

Pro Leu Ser His Ile Gln Ser Val Ser Leu Gln Ile Thr Leu Ile Phe
20 25 30

Cys Ser Leu Pro Ser Leu Ile Leu Ser Lys Phe Leu Gln Val
35 40 45

<210>7

<211> 39

<212> PRT

<213> artificial

<220>
<223> Etiqueta de ubiquitinacion

<400> 7
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Asn Thr Pro Leu Phe Ser Lys Ser Phe Ser Thr Thr Cys Gly Val Ala
1 5 10 15

Lys Lys Thr Leu Leu Leu Ala Gln Ile Ser Ser Leu Phe Phe Leu Leu
20 25 30

Leu Ser Ser Asn Ile Ala Val
35

<210> 8
<211> 45
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Etiqueta de ubiquitinacion

<400> 8
Pro Thr Val Lys Asn Ser Pro Lys Ile Phe Cys Leu Ser Ser Ser Pro
1 5 10 15

Tyr Leu Ala Phe Asn Leu Glu Tyr Leu Ser Leu Arg Ile Phe Ser Thr
20 25 30

Leu Ser Lys Cys Ser Asn Thr Leu Leu Thr Ser Leu Ser
35 40 45

<210>9
<211> 30
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Etiqueta de ubiquitinacion

<400> 9
Ser Asn Gln Leu Lys Arg Leu Trp Leu Trp Leu Leu Glu Val Arg Ser
1 5 10 15

Phe Asp Arg Thr leu Arg Arg Pro Trp Ile His Leu Pro Ser
20 25 30

<210> 10

<211>50

<212> PRT

<213> artificial

<220>
<223> Etiqueta de ubiquitinacion

<400> 10
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Ser Ile Ser Phe Val Ile Arg Ser His Ala Ser Ile Arg Met Gly Ala
1 5 10 15

Ser Asn Asp Phe Phe His Lys Leu Tyr Phe Thr Lys Cys Leu Thr Ser
20 25 30

Val Ile Leu Ser Lys Phe Leu Ile His Leu Leu Leu Arg Ser Thr Pro
35 40 45

Arg Val
50

<210> 11
<211> 48
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Etiqueta de ubiquitinacion

<400> 11
gcttgtaaaa attggttttc ttctttgtct cattttgtta ttcatttg 48

<210> 12
<211> 48
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Etiqueta de ubiquitinacion

<400> 12
ttttattatc caatttggtt tgctagagtt ttgttggttc attatcaa 48

<210> 13
<211>5
<212> PRT
<213> artificial

<220>
<223> Etiqueta de ubiquitinacion

<400> 13
Phe Ser Ser Leu Ala
1 5

<210> 14
<211> 2154
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Arabidopsis thaliana con codén optimizado

<400> 14

57



atggaccaaa
acaaaaactc
catctggatg
ggcgagacat
gtagaacttg
agtatgaaca
agaagaacta
atttteggta
atgcttgtta
gaggccatca
ataactgccea
cctaattcaa
aaagctggta
aatggcaccg
geagttttgg
tttactgate
atcatggage
atggaccctt
cttggeccte
tctgttaacyg
ttecagggta
ggcaaattaa
ccttegaate
atagcaatgg
gtacaatcag
aaaacaagcg
tgccaggecg
gtatcacagg
agattctgtg

gacgatccat
cacgctttat

ggtgcetttyg
gcatacggaa
ttgtacagat
agcccaggtg
ccacttatgg

<210> 15

ttgaagcaat
ttgcagatcc
aagttaagaa
tgacgatagg
cagaaacaag
agggcacaga
aaaatggcac
atacaaagga
gggtgaacac
cttcactatt
gaeggtgattt
aggccactgyg
tttcaactgg
ctgtcggeag
cegaaghbttt
acttgaccea
acattttgga
tgcaaaaacc
aaattgaagt
ataatccact
cacccatagg
tgtttgeecea
tgaccgcatce
caagctattg
ccgaacaaca
aggccgttga
tagatttgag
ttgcaaaaaa
aaaaagattt

gtagcgctac
ccaatggtga

aagaagaact
atggtactge
tcgttagaga
aagaatttga

attgcettgaa

gctatgeggt
tttgaattgyg
gatggttgag
acaggtaget
tagageccgga
ttecctatgge
tgctttgecaa
aacttgccat
tttgttgcaa
gaaccacaac
ggttaccett
tccagacgga
tttctttgat
cggtatggca
gtcocgeaatt
caggttaaaa
cggctetage
caaacaagat
aattagacaa
tattgatgtg
agtcagtatg
attttetgaa
ttctaacect
ttcagagctg
caatcaggat
tatccttaaa
acacttggaa
ggttctaact
attaaaagtt

ttatccattg
aactgagaaa

gaaggcagtt
ccctatacca
agagttggga
caaggtattc

agagtggaat

ES 2 665258 T3

ggtggtgaaa
ggtctggcag
gaatacagaa
gctatttega
gttaaggett
gttaccacag
acagaactga
acattaccecc
ggttactetg
atttetecett
tcatatateg
gaatccttaa
ttgcaaccca
tccatggtgt
tttgccgaag
catcacccag
tacatgaagt
agatatgctt
gctacaaagt
tcgaggaata
gataatacca
ttggtcaatg
agtcttgatt
caatatctag
gttaattctt
ttaatgtceca
gagaatttga
acaggtatca
gtagatagag

atgcagagat
aatgccgtta

ttaccaaagyg
aatagaatca
accaaattac
acagctatgt

ggtgcaccta

agaccaaggt
ctgaccagat
gaccagtegt
ccgttggegg
catcagattg
gctttggtge
tcagattecct
aatcggcaac
gaataaggtt
cgttgeocett
caggettatt
ccgctaagga
aggaaggttt
tgtttgaagce
tcatgagtygg
gacaaattga
tagcccagaa
taaggacatc
ctatagaaag
aggcaataca
ggcttgecat
acttetacaa
atggtttcaa
ccaacccagt
tgggcctgat
caacattttt
gacagacagt
atggtgaatt
aacaagtatt

tgagacaagt
cttcaatatt

aagtcgaage
aagagtgtag
taactggtga
gcgagggaaa

ttccaatctg

58

ggccgtaacyg
gaaaggtage
aaatctagge
ttecagtgaag
ggtcatggaa
tacctctcat
taacgcooggt
aagagctget
tgaaattctt
aagaggaaca
aacgggaaga
agcatttgag
agccctggtg
taacgtacaa
aaaacctgag
agcagcagcet
ggttcatgaa
cccacaatgg
agagatcaac
tggaggcaat
agecgeaatt
taacggtttyg
aggtgctgag
aacctctcat
ttcatcaaga
agtgggtata
gaaaaatacc
gcacccatca
tacttacgtt

tattgtagat
ccaaaagata

tgetagagec
gtegtaccet
aaaagtcgtt
gttgatagat

ctaa
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10

15

20

<211> 1518
<212> ADN
<213> artificial

<220>

ES 2 665258 T3

<223> Arabidopsis thaliana con codon optimizado

<400> 15
atggatttgt

acggttattt
cocaatttttg
tatgctaaga
gttagotcac
agaactagaa
gtttacggtg
aaggttgtte
gtaaagaaaa
atgatgtaca
cetttgtteo
gaatataatt
atttgocaag
agasagoaaa
catattttag
gaaaatatca
gaattggtga
ggtocaggtg
gttaaagaaa
catgatgcta
tggtggttyg
ttcttegaag
ggegttggca
attggtagga
acttcagaga

aaacccagaa

<210> 16
<211> 2136
<212> ADN
<213> artificial

<220>

tattgotgga
ctaaattaag
gtaattggtt
agttoggtga
ctgatttgac
atgttgtgtt
agcactggag
aacaaaatag
atccagatteo
acaatatgtt
tgagacttaa
acggtgactt
acgtcaagga
tagottotto
sagotgaaca
atgtggetge
atcacccaga
tocaagttac
aocttgagatt
aactggoogyg
ccaacaateco
aggaatctca
gaagataegtyg
tggttcaaaa
aaggaggaca

attgttaa

aaagtcactt
aggtaagaaa
goaagtggge
cottttottg
taaggaggte
tgatatttte
aaaaatgaga
agaaggttag
ggooacaaag
cagaattaty
ggetttgaat
tattocaate
taggaggatc
caagoooaca
azaaggtgaa
aatagaaaca
aatacaatct
agaacctgat
gagaatggot
ttatgatatt
aaacagttgyg
tgttgaagce
tccaggaata
ttttgagttg

attcteattg

attgotgtat
ctaaaactac
gatgatttga
cttagaatgg
ttattaaogo
aotggtaaag
agaatcatga
gagtttgaggy
ggtatagtac
tttgacagaa
ggtgaaagat
ttaagaceat
gotcttttoa
ggttoggaag
attaacgaag
accttatggt
aaactgagaa
ttgcataagt
attccteotte
coagoagaaa

aaaaagocktg

aacggaaatg
atactagect
ctaccaccac

catattttga

<223> Arabidopsis thaliana con codén optimizado

<400> 16

59

ttgtggoagt
ctectggtee
atcacagaaa
gtcaaaggaa
aaggogtbga
gtoaagatat
cegtaccatt
cagottoogt
taagaaaaaqg
gatttgaaag
cgagattgge
ttttgagagg
agaagtactt
gtttaaaatg
ataatgtttt
caatagaatg
acgagctaga
taceoctactt
tagttooctca
gtaagatttt

aagaattoag

acttcagata
taccaatatt
ccggacaatce

atcattccat

tatktotagoo
catccccata
tttggtagac
tttggtagtg
gtttggetoo
ggtttttaca
ctttactaac
agtggaagac
actacaattg
tgaagatgac
tcaaagttte
ctatttgaaa
tgtggacgag
tgoaattgat
gtacattgta
gggtattget
taccgtttta
goaagotgtg
tatgaaccta
agtaaatgea

acctgaaaga

tgtacetttt
gggtatcaca
gaaagtcgat

tatagtcatg

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
GE0
720
T80
240
200
2860

1020
1080
1140
1200
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1380
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1500
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atgtccagta
ggagaaccag
gagttgtcaa
googttttaa
aagagggttyg
ggaaggaaga
aaggctctag
ctoggatgact
goattbttet
tacaagtggt
gtgttcggee
gatatacttg
caabtghbattyg
atocttagag
tatagagtet
ggtaacggtt
agggaactte
ggtagbggtt
gaaactgttyg
catgoagaaa
tgtaacttaa
gotttggttyg

ttggottoac
cttttagaag

ggtgtggcce
gaaaccagaa
cacaagggtg
tgttctagtg
gtacccatta
gaaagattgg
tgtagaaaca
ggtgcattgg
caacacaaga
ttgtatgttt
atcgcacaag

cagacaageg

gotettecte
ttatagttag
gtatgeottat
tbggttgoat
aaccactaaa
aagteactat
gagaagaago
atgoogooga
toocttgocao
ttactgaagg
ttggtaacag
ttgaacaagg
aagatgactt
aagaaggbga
caatccatga
acacogtttt
acaccoccaga
tgacttacga
atgaageottt
Aagaagacgyg
gaacagooct
cattggoageo

cagooggtaa
tgatggctga

caagattgca
ttcacgtgac
tctgttetac
caccaatttt
ttatgategy
ctttagtgga
gaagaatgga
ccgaattgag
tgatggacaa
gtggtgacgc
aacaaggtag

gtagatatct

cteaaccteg
tgacectget
agaaaataga
cgtgabgbty
gocattagtt
attottogge
aaaagctaga
tgatgacgaa
ctacggogac
taatgacaga
acagtacgag
tgotocaaagg
tactgotbgg
cactgotgtt
tteagaagac
tgacgcacaa
aagtgacagg
aacaggtgac
gaggttattyg
aactoccaata
aactagatat
ccacgeoateo

agatgaatac
gtttccaagt

gcectagattt
atgtgctctg
ctggatgaaa
cgtaagacaa
tecaggtact
gagtggagtt
ctttatctac
tgttgeatte
ggcttctgat
taaaggaatg
catggattca

gagagatgta

ES 2 665258 T3

atgategact
aacgeaagog
cagtttgota
gtgtggagga
atcaaaccta
acccaaacag
tatgaaaaga
tacgaagaaa
ggtgaacocaa
ggagaatgge
cattttaata
ttagtgoagg
agagaagoot
gotaccooet
gocaaattea
catcecataca
tocatgtatac
catgteggag
gatatgteac
toaagotoge
gottgtttac
gatcctacog

agtaagtggy

gctaaaccte
tattccatat
gtctacgaaa
aatgctgtac
tctaatttca
ggtttggece
gaattgggtce
gaagaagaat
agcagggaaqg
atctggaata
gctagagatg
acaaaagcag

tggtaa

taatggotge
cttacgaate
tgattgtaac
ggagoggttc
gagaagagga
gtacagotga
cgagattcaa
aattgaagaa
cagataatge
tgaagaattt
aggtogotaa
tgggottggg
tgtggoctga
acactgoage
atgatattaa
aagctaatgt
atttggaatt
tactttgoga
cagatactta
ttecococtee
tgtottoteo
aagotgagag

tagtggagag
ctcoctgggtgt

ccteatctce
agatgccaac
cctatgaaaa
agttaccaag
cattcagagyg
ctteagtttt
tgcagagatt
gtcocaaccaa
tgatttccca
ttcatagatc

agggctttgt

60

tattataaaa
egttgeages
gaccagoato
gggcaattca
aattgacgat
aggttttget
aattgtogat
agaagatgtao
ocgoaaggbet
gaaatatggt
ggttgtagat
tgacgatgat
attagatact
agtoctagaa
catggocaas
tgctgttaaa
tgatatogeot
taatttgtea
cttotecattyg
attececteca
aaagaaaagt
attaaagoat

coaaagatog
attttteget

aaaaattgce
aggtaggatt
atccgaaaat
cgattctaaa
cttettgeaa
attetttggt
tgttgaaagt
agaatacgtt
aggtgcttat
actgcataca

aaagaatctt
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10

15

<210> 17
<211> 1686
<212> ADN

<213> artificial

<220>

ES 2 665258 T3

<223> Arapidopsis thaliana con codén optimizado

<400> 17
atggoccceoc

agtgatgtca
catgattaca
coaactggac
aattttocaca
cocagagtttg
aatoootttt
attattactyg
gtgategttt
actgagttaa
cocogatgatg
atgttgacco
aacttatatt

goettaaatt

aaatttgaga
atggttecac
tecatctataa
gtaaatgcooa
coagttoctag
tgtggtacag
ctatctagaa
ttaaataatc
gacataggtt
atcaaatata
ccagatatta
gtggottttg
gttagtaaac
CoCaaaqooe

ctttaa

<210> 18
<211> 1179
<212> ADN

aagaacagga
tattcaggag
tatttcaaaa
atgtetacac
agttgggogt
ttctatoatt
tocacoootgo
aagctaggta
geatagatga
cteaatogac
tggtggctct
ataaaggatt
ttcactooga
ctattatgtt
ttaacctatt
caatagtget
gagtogttaa
agttooooaa
caatgtoott
tagttaggaa
atcaaccagg
cagctgotac
tgatagatga
agggetttoa
ctgatgtage
tggtgaaats
aagtggtttt

coagoggoaa

agttagocaa
taagttgeoct
tatctotgag
ttattcagat
gaatoagaac
tettgoaget
tgaaatageot
tgtggataaa
caacgagtoo
aacocgagget
toccatactea
agttactteoa
cgacgtaatt
gtgtggttta
actagaattyg
ggctateget
gagoggaget
tgotaagttg
aggttbtogoo
cgoagagatg
tgaaatttgt
agoogaaacco
tgatgacgaa
agttgotoca
tgttgttget
gaaggactoc
ctataaaaga

gattttaagyg

gtaatggaaa
gatatatata
ttogetacaa
gttcatgtaa
gacgtagtta
toctteaggg
aagcaagcta
attaagoctt
gtaccaatte
agtgaagteoa
tocaggtacaa
gttgoctoaac
ctatgtgteoc
agagtaggtyg
atacagagat
aaatcaagtg
gcacctttag
ggtcaaggtt
aaggaacoot
aaaatcgttyg
attaggggac
attgataaag
ttattecattg
goctgaactag
atgaaagaag
gaactgtotg
attaataagg

saagactiga

aacagtcaaa
toccoccaacea
agoottgeoct
tatcaagaca
tgttgetgtt
gtgoaaccge
aagctagtaa
tgocaaaacga
cagaaggotg
ttgattecagt
ceggtottec
aagtggacgyg
ttoccaatgtt

cogoaatoect

gtazagttac
aaactgaaaa
gocaaggagct
atggoatgac
ttoecagtaaa
atcocogatac
atcaaatcat
atggotggtt
ttgatagatt
aagcacttcot
aagoagotog
aggatgatgt
ttttottocac

gagoaaaact

61

taataacaat
cttatetttyg
tatocaatggt
aattgoaget
acctaactgt
cacagoogoa
tacaaagtitg
tgatggtgtt
totgagatte
agaaatttea
taagggtgtt
tgaaaaccea
cocacatatac

tatcatgooo

ogtogotoct
atatgatttg
agaggatget
ogaagoogga
aagtggagoa
tggtgactca
gaaaggotac
goatactggt
gaaggaactt
tataggacat
tgaggtecca
aaagecaatte

ocgaatctatt

agcaaacggt
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10

<213> Vitis vinifera

<400> 18
atggcatceg

gctattggaa
ttcagagtaa
gataaatcta
ccaaatatag
gaggtaccta
aaatctaaga
gattataaac
catcaaggtt
aacgccggtyg
ccatcagaag
gocgtaattg
totgoetgete

gttggtttga
aaatgcttaa

attgctcatc
aagaaaaagt
tgcgttttat
accggagaag
acagtggtgt
<210> 19

<211> 1671
<212> ADN

tagaggagtt
cagccaccec
ctaaaagtga
tgataaagaa
gtgcatatat
gactaggtag
ttacacattt
tagcaaacect
gttacgecgy
ctagggtttt
atgctctaga
taggcagega
aaacttttat

ctttteattt
ctcaagcett

caggtggtcc
tggaagctac
tcattctaga
gtttagattg

tacactctgt

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 19

cagaaatgca
tgatcactgt
acatatgaca
aagatacata
ggcaccatct
agacgcagcce
ggttttctgt
attgggatta
aggtacagtg
agtegtectge
cagtttggte
teetgatgtg
teocaaattece

gtggcctaat
tgacccattg

agcaatttta
aagacacgtt
tgagatgagg
gggtgttcta

tocaactgte

ES 2 665258 T3

cagagggcaa

gtttatcaat
gaacttaaga
catctaactg
ttgaatatta
ttgaaagett
acaacttecg
gagacctctg
cttagaactg
agtgaaatca
ggacaagcat
tccattgaaa
goeggtgeca

gteoccaacct
ggcataagcyg

gacgcagtgg
ctatcagagt
aagaagtctt
tttggttteg

actaactaa

aaggtccage
ctgattacgce
aaaagtttaa
aagaaatgtt
gacaagaaat
taaaggaatg
gtgtcgaaat
ttagaagagt
ctaaggattt
ctgbcgtaac
tgtttggega
gaccactatt
tagcaggaaa

taatttcaga
actggaacte

aggcaaaact
atggcaacat
taaagggtga

gtectggett

62

aaccatattg
tgattactat
tagaatttgt
agaggaacat
cataacagce
gggacaacca
gcocaggtget
tatgttgtat
ggcagaaaat
tttcagaggt
tggatcttee
tcaattagtt
cttgagagaa

aaacatcgaa
attgttttgg

aaacttagag
gagctctgec
aaaagccaca

aacaattgag
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10

15

atgacgacac
gtoatttteoo
tacatcttog
ggogaagtat
cataacecteg
gtagtocteca
ttottocacto
actocaatcoo
accaccgact
gaagaaccac

cotttocteat

gtoacgagoyg
gacgtgatee
tgtagtetea
ttagagcaga
gotatogoga
totggagoag
gocaagetty
gggtttgcta
googagatga
gaaatatgeca
gqoatogacga

gacgacgage
gtggctccag

gtegtegeca
aaagattcaa
tataagagaa

atattgagga

<210> 20
<211> 40
<212> ADN

aagatgtgat
gatocgagatt
aaaatatcte
acacctacgoe
gogtgaagoa
cttteoottgo
cggeggagat
gttacgtoga
cogacgocat
gagtggactao
coggoacgac
tggegoagoa
totgtgtett
gagttggtge
tacaaaggtg
agtogoogga
ctooctotigy
gtoagggota
aagageogtt
agatacttga
toogtggoaa
togataaaga

tbtteattgt
ctgagctaga

tgaaggaaga
atatatccga
tcaacaaagt

aggatctaag

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 20

gcgaattctt atgacgacac aagatgtgat agtcaatgat

<210> 21
<211> 42
<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 21

gcactagtat cctagttcat taatccattt gctagtcttg ct

agtcaatgat
gootgatata
agagktbtogee
cgatgtocac
acacgacgtt
ocgoctoctte
ttectaaacaa
taaaatcaag
cocccgaaaac
aatacocggag
gggtocteocoo
agtogacgge
goectatgtte
cacgatottg
taaagtcacg
gacggagaag
taaggagott
tgggatgaca
tccagtgaag
tccagacaca
ccaaatcatg
tggtbggott

ggatagattyg
gtctctecte

agatgotggt
agatgaaate
gttetteact

agcaagacta

ES 2 665258 T3

cagaatgatec
tacateocoota
gotaagocat
gtaacatcte
gtaatgatce
atocggeogoaa
gocaaagoot
aacctocaaa
tgocteogtt
aagatttogo
aaaggagtga
gagaatcoga
catatatacg
ataatgoota
gtggctatgg
tatgatctga
gaagatgota
gaagoaggte
tocaggagcoat
ggagattott
aaaggctata
cacactggag

aaagaactoa
ataggtcatc

gaggttoetg
aagcaattcg
gactctatte

gcaaatggat

40

42

agaaacagtg
accacotooo
goettgatcaa
ggaaactogo
tocctoococgaa
tcaccaccte
CoqogEogas
acgaoggogt
tetoogagtt
cagaagacgt
tgctaacaca
atctttactt
ctetcaacte
agttogaaat
togtgocace
gotoggttag
ttagbgotaa
cggtgotage
gtggtacggt
tgcctaggaa
tcaatgacco
acgtoggatt

teaagtacaa
cagaaatcaa

ttgegtttgt
tgtcaaaaca
ctaaagetece

taatgaacta

63

tagtaatgac
actoccacgaac
cggtoccace
agocggtotte
ctetoctgaa
ogCgaacocog
aotoatogto
tttgategte
aactecagtee
ocgtggogett
caaaggtcta
caacagagac
catcatgete
cactetettyg
gatcgtttta
gatggttaag
gtttoctaac
aatgtogtta
ggtgaggaac
caaaccoggo
cttggocacg
tatogatgat

aggattteaa
tgatgttget

ggtgagatcg
ggttgtgttt
atcagggaag

g
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ES 2 665258 T3

<210> 22

<211> 39

<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 22
ctcactaaag ggcggcecgca tggaccaaat tgaagcaat 39

<210> 23

<211>35

<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 23
taagagctca gatctttagc agattggaat aggtg 35

<210> 24

<211>35

<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 24
gaagaagacc tcgagatgga tttgttattg ctgga 35

<210> 25

<211> 56

<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 25
agtagatgga gtagatggag tagatggagt agatggacaa tttctgggtt tcatga

<210> 26

<211>54

<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 26
ccatctactc catctactcc atctactcca tctactagga ggageggttc gggc

<210> 27

<211> 37

<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 27
gctagccgceg gtaccttacc atacatctct cagatat 37

<210> 28

<211> 35

<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 28
gaagaagacc tcgagatgga tttgttattg ctgga 35

<210> 29

<211> 37

<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 29
gctagccgceg gtaccttacc atacatctct cagatat 37

<210> 30
64
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<211> 39
<212> ADN
<213> Arabidopsis thaliana

<400> 30
ctcactaaag ggcggcecgca tggaccaaat tgaagcaat 39

<210> 31

<211>35

<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 31
taagagctca gatctttagc agattggaat aggtg 35

<210> 32

<211>35

<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 32
gaagaagacc tcgagatgga tttgttattg ctgga 35

<210> 33

<211> 37

<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 33
acctagagca ccaccacaat ttctgggttt catgact 37

<210> 34

<211> 36

<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 34
ggtgctattc tagttggtag gaggagcggt tcggge 36

<210> 35

<211> 37

<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 35
gctagccgceg gtaccttacc atacatctct cagatat 37

<210> 36

<211> 49

<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 36
ccagctcaat cagttccagc tctttcagtt cctaaagttt acagttacc

<210> 37

<211> 50

<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 37
aactagaact gattgagcag ttggtgatgg tttactttgg ttttcagagg

<210> 38
<211>35
<212> ADN
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<213> Arabidopsis thaliana

<400> 38
gaagaagacc tcgagatgga tttgttattg ctgga

<210> 39

<211> 37

<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 39
gctagecgeg gtaccttacc atacatctct cagatat 37

<210> 40

<211> 33

<212> ADN

<213> Vitis vinifera

<400> 40
ccggatccat ggcatccgta gaggagttca gaa

<210> 41

<211> 37

<212> ADN

<213> Vitis vinifera

<400> 41
cgctcgagtc attagttagt gacagttgga acagagt

<210> 42

<211> 31

<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 42
ttgaaaattc gaattcatgg ccccccaaga 31

<210> 43

<211>40

<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 43
gcgaagaatt gttaattaat taaagaccgt ttgctagttt

<210> 44
<211> 21
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 44
atggcatccg tagaggagtt ¢ 21

<210> 45

<211> 37

<212> ADN

<213> Vitis vinifera

<400> 45
cgctcgagtc attagttagt gacagttgga acagagt

<210> 46
<211> 41

ES 2 665258 T3
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<212> ADN
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 46
gcgagctcag tttatcatta tcaatactcg ccatttcaaa g 41

<210> 47

<211> 46

<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 47
cgtctagaat ccgtcgaaac taagttctgg tgttttaaaa ctaaaa 46

<210> 48

<211> 44

<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 48
gcgagctcat agcttcaaaa tgtttctact ccttttttac tett 44

<210> 49

<211> 45

<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 49
cgtctagaaa acttagatta gattgctatg ctttctttct aatga 45

<210> 50

<211> 50

<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 50
ttgcgtattg ggcgctcttc cgagcetcagt ttatcattat caatactcgce 50

<210> 51

<211> 35

<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 51
atggatcctc tagaatccgt cgaaactaag ttctg 35

<210> 52

<211> 41

<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 52
atgaattctc tagaaaactt agattagatt gctatgcttt ¢ 41

<210> 53

<211> 44

<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 53
tgataatgat aaactgagct cggaagagcg cccaatacgc aaac 44

<210> 54

<211> 41

<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae
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<400> 54
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atgaattctc tagaaaactt agattagatt gctatgcttt c 41

<210> 55
<211>35
<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 55

atggatcctc tagaatccgt cgaaactaag ttctg

<210> 56
<211> 1373
<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> promotor constructor

<400> 56
atgaattecte

aaaaaaagtt
tattaactta
CARAgAAARA]
ggogotetet
agaaagagog
ggagtocgag
coagebtbtyg
tgttteoctgt
taaagtgtaa
cactgocogo
gegeggggag
tactegocat
agtcaaaaaa
gttacacaga
taaatataat
aaaatattgt
gagaacaggyg
coctggagtaa
cacattectat
cagttoocotyg

ttgtaattet
tttttagttt

<210> 57
<211> 43
<212> ADN

tagaaaactt
gtaatagaac
aatatcaatg
aaacgtgata
tttttotttt
gaaatttagt
aaaatctgga
ttococtttag
gtgaaattgt
agectaggggt
tttocagteg
aggoggtittg
ttcaaagaat
ttagootttt
atatataaca
ggagocogot
tttettoace
goacaaacag
atgatgacac
tacettobgo
aaattattec

gtaaatotat
taaaacacca

agattagatt
aagaaaaatg
ggaggtcatc
aaaattttta
ccaaaccttt
atgotgtget
agagtaaaaa
tgagggttaa
tatcogetea
gectaatgag
ggaaacctgt
egtattggge
acgtaaataa
aattotgetg
tegtaggtgt
ttttaagectyg
aacoatcagt
goasaaaacy
aaggcaattg
tetototgat
cotacttgac

ttottaaact

35

gotatgottt
aaactgaaac
gaaagagaaa
ttgoottttt
agtacgggta
tgggtgtttt
aggagtagaa
ttgegegett
caattccaca
tgaggtaact
ogtgocagot
gotettooga
ttaatagtag
taaccegtac
ctgggtgaac
goatccagaa
toataggteoo
ggcacaacct
acccacgeat
ttggaaaaag
taataagtat

tottaaatte

ctttotaatg
ttgagaaatt
aaaatcaaaa
cgacgaagaa
attaacgaca
gaagtggtac
acattttgaa
ggegtaatea
caacatagga
cacattaatt
gcattaatga
gotocagttta
tgattttoct
atgoocaaaa
agtttattec
daazdadagaa
attotottag
caatggagtg
gtatctatet
ctgaaaaaaa
atazagacgg

tacttttata

agoaagaagt
gaagacogth
aaapaatttt
azagasaoga
eoctagagga
ggcgatgoge
gotatgagot
tggtcatage
gocggaagea
gogttgoget
atoggocaac
toattatcaa
aactttattt
tagggggogg
tggecatcocac
toccageoace
ogoaactaca
atgoaacctg
cattttotta
aggttgaaac
taggtattga

gttagtettt

gaacttagtt tcgacggatt ctagaggatc cat
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<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 57
gcgcggcecgc tctagaaaac ttagattaga ttgctatgcet ttc

<210> 58
<211> 36
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 58
attcgtacgt ctagaatccg tcgaaactaa gttctg 36

<210> 59
<211> 28
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 59
atgcgtaagg agaaaatacc gcatcagg 28

<210> 60
<211> 27
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 60
ctctcagtac aatctgctct gatgccg 27

<210> 61
<211> 27
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 61
ctctcagtac aatctgctct gatgccg 27

<210> 62
<211> 45
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 62
cggtattttc tccttacgca tggaaagcgce gectegttca gaatg

<210> 63
<211> 28
<212> ADN
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<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 63
tcgacggatc tatgcggtgt gaaatacc 28

<210> 64
<211> 28
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 64
actctcagta caatctgctc tgatgccg 28

<210> 65
<211> 48
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 65

ES 2 665258 T3

agagcagatt gtactgagag tcatcagagc agattgtact gagagtgc

<210> 66
<211> 47
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 66

cacaccgcat agatccgtcg aggattttgc cgatttcggc ctattgg

<210> 67
<211>19
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 67
atgccgcata gttaagcca 19

<210> 68
<211> 40
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 68
tggcttaact atgcggcatg agcgacctca tgctatacct

<210> 69
<211> 41
<212> ADN

40
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<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 69

tctcagtaca atctgctctg ctgtggataa ccgtattacc g 41

<210> 70
<211> 23
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 70
cagagcagat tgtactgaga gtg 23

<210> 71
<211> 50
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 71

agagcagatt gtactgagag taagatgcaa gagttcgaat ctcttagcaa

<210> 72
<211> 46
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 72
cacaccgcat agatccgtcg atcgactacg tcgtaaggcc gtttct

<210> 73
<211> 31
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 73
aagatgcaag agttcgaatc tcttagcaac c 31

<210> 74
<211> 42
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 74
cagagcagat tgtactgaga ggagcgacct catgctatac ct

<210> 75
<211> 42
<212> ADN
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<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 75
agattcgaac tcttgcatct tctgtggata accgtattac cg

<210> 76
<211> 50
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 76
ctcattttgt tattcatttg taaaaaactg tattataagt aaatgcatgt

<210> 77
<211> 23
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 77
tccttatatg tagctttcga cat 23

<210> 78
<211> 28
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 78
atgtcgaaag ctacatataa ggaacgtg 28

<210> 79
<211> 60
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 79

42

50

caaatgaata acaaaatgag acaaagaaga aaaccaattt ttacaagcgt tttgctggcc

<210> 80

<211> 4506

<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 80

72

60



atgagoaata
gottottttyg
agogataceeo
agooagatta
tttgoagatg
agtgacgatg
caaggoatec
gatgogagtg
tttaaaggta
goocotggoag
tocctttttaa
gtagcatatg
tacaatggtg
gctattgeoct
goatocagaa
gttggtaacy
gaggctttgyg
gogtotacgg
acogottttg

actgtocttt

tocaaaagoac
cagcttoaga
cggoggataa
gtgcocactgt
cactatocoog
gottogatge
atateoogoaa
coctagaagy
ttaaggotaa
aagogggbga
aagtaacage
atggtattec
agttggatgt
gcaaaacgoc
gagatttata
atttegttag
cagocasagy
acttagaata
ttacaattta

attetggtaa

goaagatage
agaatcattt
actaacaaaa
gtotgaaatg
tcatacaacg
cocatgocate
ggotggtgtt
tgotacstit
gaggoatcaa
aatgattttyg
tggtgaaata
ccaagaagaa
teatttocet
tgctotcaga
tgoaaccatt
aggtgtatet
ttocatttac
cgoaaaagoo
tcaggoaagt

goaaatttat

ES 2 665258 T3

totcataatg
acgggoatasa
atgctgacag
gogocagatg
agaagoggtg
tttgaaagtt
accatagagg
ggtaacatts
aagatgagac
gttcttggaa
gatcagtttyg
atgatgaaac
tatttaacag
gtcaataacg
ttoeggtotaa
ggtggtgaac
tgttgggata
atccgtatta
geaaacattt

tttggttega

ctgtogotag
cocatgacaa
gacctgoaag
togtatctaa
cctttaatat
ttgtaagaga
acgtaagege
tttgtttace
agatocataag
ggcctggtge
coggtgatgt
gatataaage
ttaagoaaac
tttocaaaaa
ggcataccta
gtaagegtgt
atgocactag
tgacaaactt
acgaaacatt

tocaogagge

73

aagotoaago
agatgagcag
agacactgog
agtggagtea
ggattcagat
ogotgatgag
taaaggtgtg
gttgaccate
caatgtocaat
tggttgttoo
ttooggtgaa
agatgttatt
tttggatttao
ggaatacatt
taataccaaa
ttccattgec
aggtttggat
attgaaateca
tgataaagto

eaaaccttat

&l

120

180

240

300

360

420

4580

540

600

660

720

T80

240

300

960

1020

1080

1140

1200



ttecgcazaaa
ttgactgatc
accgctgagg
gatategetg
tegatggcete
tgggaacaag
tatacagtca
tacaatacce
ctactatatt
caaaagcaca
gcatctttec
tctgggttge
tcagaggcga
gctaactceta
caattgcctt
gccttcgagt
ctagtaccca
gttggttoga
cagtacgttt
tatgttgttt
geotettatot
gacaatgtca
gatgaagtat
actattccat
ccaggtacca
actcttgctc
attgatgcga
gagttaactg
cctgattctyg
tatgcggaag
ctgtctattg

acatcaggtt

tgggttattt
caaatggatt
aattcgaaac
cttataaaga
aagagaaatc
ttaaactgtg
tcaatgtctg
ettoatccac
attectttgat
agggctatte
ccttcagaat
acagaacagce
tcaatggttt
tetegggtat
cgatgcatcc
cgatgttaaa
gtggaggaga
aaccaggtca
ataagcacac
tgaaagtgat
tcaagaaagg
atgatataga
ttgatgattt
atgaaggcgyg
tgacggcett
aaagaaatgt
gtttegaaag
ttagggaatc
aaaaaatgga
cocttgttgg
gtgttgaact

tggattctca

gtgtcctecea
ccatctgatc
atattggtta
gaaggtcaat
caaatatacg
tacccaacgt
ctctgcaata
ttecggtget
gggactggeg
tttgtatcat
gattggtttg
gggatcattt
atttgagatg
tetgatgatg
atggtttaaa
tgccgaattt
ctatgataat
gtottatgtg
gtggagaaac
attcacagaa
atcaaaaaga
tgccaaagag
agaagccaaa
taagagaatg
gatgggagag
cggtatcatt
gcegtacaggt
gttgcagttt
ttatgtggaa
tgaggttggt
agtcgccaaa

atcttcatgg
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aggcaagcaa
aagccaggtt
aattctccag
accgaaaaga
agaaagaagt
gggttccaaa
attcaatctt
tttteaagag
aatatttectt
cctteagetg
acctgtttet
tttaccatct
gtttcttcag
totatetecaa
tggatatcgt
cacggtaggce
ttatcecgatg
cttggtgatg
tttggtatct
tataagaggc
tttategeac
caattctcca
ggtgttttca
cttttggata
tcaggtgctg
actggtgata
tatgtacaac
tctgetegta
aaaatcatca
tgtggtttaa
ccagacttat

gecattatte

cagctgaatt
atgaaaataa
agtttgctca
ctaaagaagt
cttattatac
gaatttacgg
ttattactgg
gtggtgtgtt
ttgaacatag
aggcaattgg
ttatcatttt
atttgttett
tatgtgacac
tgtactctac
acgtactacc
atatggattg
actacaaagt
actaccttaa
tgtggtgctt
ctgtgaaagg
atgecagatga
gtgaaagtag
tttggaagga
atgtttcagg
gtaaaacaac
tgcttgtcaa
aacaggatat
tgcgtcgeec
gagttttgyg
acgttgaaca
tattattcet

aattattaag

74

tttaaccgeg
agtaccaaga
aatgaaaaaa
ttatgacgaa
agtgtcatat
taacaagagt
atcattattt
gtattttgeg
gccaatctta
ctccactetg
attcttecta
aaccatgtgt
tctttctcaa
ctatatgate
tatcaggtac
tgctaacact
atgtgctttt
aaatcaattt
tttactgggt
tggtggtgat
agaatectecca
cggcgcaaat
cgtatgecttt
ttattgtatt
tttgttaaat
tggacgtcce
acatatcgca
tcagcatttg
aatggaagag
gagaaagaag
cgatgaacct

aaagttatca

1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1220
1580
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2840
3000
3060

3120
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15

20

aaagcobggoo
tttgatagat
aagaactctg
agtgaaaatcoc
aaagaagact
gtacaggatt
cocttocaaat
acttocatttt
ggtotgtata
gogatgttog
ggacgtgeta
cactggtege
togacaattt
totgoggtgt
ttaatgatoo
ctgtcattta
tggacattea
atgotgcaca
aacggotoaa
gaaaatoeotyg
ttgacacata
tacattttet

tottoottee

cagtaa

<210> 81
<211> 49
<212> ADN

aatccattet
tactactttt
ccaccatttt
octgotgaata
ggcacgaaaa
taataaatga
atgotactto
ggagaagtct
ttggtttoac
oggoattiat
ttgoctocag
tggtgttgat
totttgtoto
actttttgaa
tatatatgte
tgettteoktt
tgtggaaggo
aaaaaccagt
cgtgtggaga
atgotaogte
tocagetctaa
toaatatcat

taagoooogh

ttgtacgate
gaggaagggt
gaactacttt
tattttagag
atggttgaac
tttatogaaa
ttatgcocttac
gaattacatec
attttteoaat
cteotattate
agaacttttt
cactcagtac
atogtatttt
ttactgoatt
acogaacctt
ctgtggtgtt
ttoococatac
cgtatgcaaa
gtacatgaaa
agattgtgoa
gtatagetac
tgeotatggtt

atctatacte

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 81

tcgacggatt ctagaggatc catgagcaat atcaaaagca cgcaagata

<210> 82
<211>59
<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 82

atcttagcta gccgeggtac cttactgctt ctttttectt atgtttttaa tittattga

<210> 83
<211> 4320
<212> ADN

<213> artificial

ES 2 665258 T3

catcaacctt
ggacaaactg
gaaaggaatg
gotattggtg
tobtgtegagk
caagaaacta
cagtteagat
atgtcaaaga
gttggtaaaa
ttgtetgete
gaagttaggy
ttgagegaac
ccattaagaa
atgttcocagt
coatecogoba
acacaacctg
acatattttg
aagaaagaac
coottttegg
tactgtattt
ttgtggagaa
tgtgtgtatt

aataaaatta

cagotactot
tttatttegg
gggoaagaaa
coggtgocac
ttgaacaaac
aatcogaagt
atgttttaat
tgatgotaat
gttatgtcgg
ctgocaatgaa
aatcccaate
tteccctateca
tocttottega
tatactatgt
atgttatotbt
toetcattgat
ttcagaatect
taaactactt
aaasagctac
acgaagttog
attttggaat
acctottoeca

aaaacataag

49

59

75

gttocgaagag
agatattggt
atgtgattet
agoatocogtao
aadagaazad
tggagacaaa
cagaacctot
gotggttggt
cttacaaaat
cocaaatcoccaa
taacatgttt
tttatttett
agcgtcaaga
tggtcttgge
aggtttatgt
goctggetto
ggtoggaatt
caacccacca
tggttacateo
agataattat
attttggatt
tgtaagacaa

gaaaaagaag

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3300

3380

4020

4080

4140

4200

42e0

4320

4380

4440

4500

4508



<220>
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<223> Botryis cinerea optimizada para expresion de Saccharomyces cerevisiae

<400> 83

atggoagcaa
aatgcattaa
goettacgatt
ttgatgeecag
gatttaggtg
aatgaaaacg
ccaccattac
ctagttttgg
agaggtggtt
gotocatcaat
ttaactgttyg
tocaaattotyg
atgggtattt
ggtggtgaaa
tgttgggata
attagagcta
aatggtattt
tacggtccaa
tetgotaatg
gatgaattto
cactcaatta
gasagaacog
gattotcocat
caaattattt
goottgattg
aaatctggtyg

actgattott

tagagooaga
caagagobtt
ctteagatga
aattacagge
taacttggaa
ttggttotca
gtacactagt
gtagacoagg
acgctgaagt
acagaggtca
gtoaaacaat
gttotocaga
ctecatacaca
gaaaaagagt
atagtactag
tgacagatat
ataatttgtt
tgaagoagge
ttgcoctgactt
agaatagatt
agaatgagat
aagatttoag
taactactte
ggggtgacaa
ctggtagkttt
cattattbtt

tttotggtag

aggtttttet
gtocatcatet
agataataaa
tatgcaacaa
aaacttgact
gttoaatatt
tgataactca
tgogggttge
aacaggtgat
aatogtaatg
agactttgeoo
agaatatcaa
tgaaacaaag
ttogattata
gggtotagat
ttteggtaty
tgataaggtt
tagaccattt
cttaacaggt
cocotagaact
ggaaaaagaa
aacctoagtt
atttatgacc
agotacttte
gttotataat
gtocattatta

accagtttta

agtategtta
toctgeoatttt
aaagagaagt
caaagtgata
gttaaaggta
ccaaagttga
cacggttgbyg
acaactttac
gtteattttyg
aacactgaag
actaggatga
caggeoctaaca
gttggtaaty
gaaatgttag
gottettoag
goatctattyg
ctagtattgg
atggaggaac
gtaactgtteo
googgtgaaa
tatgattate
caacatgaga
caagttaaag
attattaaac
gcaccagota
ttocaatgoat

gotaagoaca

gacoacacga
ctgatagaaa
ctatggotge
aagaccagge
ttggtgcotga
ttaaagaagg
ttaagoocagg
taaagatgtt
gttotttaaa
aagaattatt
aggttocatt
gagatttott
aatacgtaag
catoctagagg
ctettgacta
tgacattata
atgaaggtaa
taggtttcat
ctactgaaag
ttttggotge
caactactge
agaatcccaa
catgtgttat
agttgtecaac
atgottoagg
tgttggotat

aagogtttge

76

ggaacatggt
aagacaaaga
tgattggtoa
taaaagaaga
tgotgeotatt
tagaactaaa
tganatgbtyg
ggcotaacact
cocatactgaa
ctttocaaca
cocatagacot
gttaaaatct
aggtgtaagt
ttotgttatg
taccaaageot
coaagooggh
acaaatttac
ttgtgacgat
aaaaattaga
ttataataga
tatogoaaag
gttgggtaag
tagacaatat
tttagcacaa
totatttgtt
gtotgaagtt

attttatcac

&0

120

180

240

300

360

420

4350

540

&00

660

T20

T80

840

300

&0

1020

1080

1140

1200

12g0

1320

1380

1440

1500

1580

1620



coctgetgett
tctecattttt
ttcacttatt
gttggtgetyg
gcattgatta
tggatttact
aaaggtcaaa
gatttggett
actggtgaac
ggtattttgt
tggtetgeca
aataccgeta
aaaagacaag
gatcaactaa
acaccatctg
ttaggtgett
caaagaaaga
gtttotttte
acagtacgtg
gccgaaaaat
aatactttga
attggtgtag
ggtttagacyg
ggtcaagcca
tctetgttat
tctaagacca
ccagcagaac
caagtatggt
gaaactgeeg
ttatggcaac
gattatatta
ttctggatga

tttatttteg

tetgtattge
ctttggttat
ggattttgat
gtttttcotac
tgtacacagg
ggattgatce
ttattccatg
ttecaagcatg
agtatttaaa
gggectttttg
atggtggaaa
tettgaaage
ttcaatcaag
tgagaaatac
gtgatagagt
tgatgggttc
ctgatggtac
aaagatctge
aagccttaga
tgagatacgt
ttggtaacac
agttagttag
gacaggctge
ttttagttac
tgttggetaa
ttaaagaata
atatgattga
taaattctce
cagetgotee
aaattaagtt
acaataaatt
taaagcatag

ttgcaccagg

ccaaattget
gtattttatg
tttegecaget
ttttgatget
ttatatgatt
tctagettac
cgttgetaat
tgeeggtatt
ttetttgtet
ggtattattc
atctggeatt
tgoccaacget
accagcttct
tteggtttte
gctcttagat
aagtggtgct
aattaaaggt
tggttattge
attttctget
tgatactatec
cggtgctggt
taagcctage
ttttaatact
aatccatcaa
aggtggaaaa
cttegetagg
cgttgtttea
agagtatgaa
tccaggtact
agttacaaac
tgctctacac
cgttggtggt

tgttatggee
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goggatatac
gttggtttaa
acaatgtgea
gcatctaaag
caaaaacccyg
ggtttttetg
aatctagtte
ggtggtgett
tactecttett
gttgttttga
ctattaatac
ggagatgaag
caagacacca
acctggaaga
aatgttcaag
ggaaaaacca
tctattetag
gaacaattag
ttattgagac
attgatttge
ttatcagttg
attttgatat
gttagatttt
actteagete
actgtttatt
tatgatgcte
ggtaccttat
tataccgtta
gtagatgacy
agaatgaacg
attggttctg
ctacaattaa

cagttgeaac

ctgtattgtt
gacaagacgc
tgactgecttt
ttteaggttt
atatgcatce
ctattttgge
caaatggtoc
tacctggtge
caaacatttyg
cgatttatta
caagagaaaa
aatctoaage
aagttgcaga
atttaacata
gttgggttaa
ctttactaga
tagatggaag
atgtgcacga
aatctagaac
tagaaatgca
aacaaagaaa
ttttggatga
taagaaagtt
aactcottege
teggtgatat
cetgooctga
ctaaaggtaa
aagaactaga
gatttgaatt
ttgetattta
cattatttaa
ggttatttac

cattgttect

77

ggttcaagta
tggtgcattt
gttcagagct
cttagtttca
ttggtttgta
taacgagttce
aggttatget
tacatcagta
gagaaacttt
cacctcaaac
agotaaaaaqg
tattgaagayg
agaatctgat
cactgttaaa
goccaggtatg
tgttttgget
acctttaaat
accattggca
tgttccagat
tgatatggaa
aagattgact
acctacatct
agetgatgtt
toaatttgat
cggtgaagat
aagttcotaac
ggattggaat
tagaataatt
tgetacteee
cagaaatact
cggtttttca
agtatttaat

agaaagaaga

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

3540

3600
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15

20

25

30

gatatttatg
ggtaatgttyg
tggtattata
atgatttgtt
aacgttgttt
ggagttttag
aaccctttta
aattgtaggg
ttgtcttctt
gaaggttgta
aaaacatatt
tacggtctag
<210> 84

<211> 24
<212> PRT

aaaccagaga
tatetgaatt
ccgttggttt
atgagttcat
tegeetettt
taccatacge
attatttgat
aatcagagtt
atttgcaggg
gagtttgtga
cttatggttg

tttttctatt

<213> Botrytis cinerea

<220>

gaaaaagagt
accatactta
cccatctgat
ttatacagga
ggtaaaccca
tecaaattaca
gggttctttg
tgcaattttce
tatgggtgct
atatactgtt
gagggacgct

gatgaagttg

<221> caracteristica miscelanea
<222> (24) .. (24)
<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido natural

<400> 84

ES 2 665258 T3

aagatgtatt
gttatctgtg
tctagtaagg

atcggtcagt

ttggttatag
gagttctgga
ttggttttta
aacccagcta
gctgetaatt
ggaaacgatt
ggtatttgcg

agaacaaaga

cttggtggge
ctgtattata
caggttctgt
ttgttgctgce
gtaccttggt
gatattggat
cttcatggga
atggtacctg
taattaatce
atttgaaagg
ctttattcgt

aaacaaaagg

ttttgetact
ctttgtttgt
tttgttcgtt
ctatgctcca
ttecattetge
gtactattta
cactccagtt
tggtgaatat
agatgctact
tttgaatttqg
tttctctggt

tgctgaatga

Gln Ala Lys Arg Arg Asp Leu Gly Val Thr Trp 1ys Asn Leu Thr val

1

5

Lys Gly Ile Gly Ala Asp Ala Xaa

<210> 85
<211> 24
<212> PRT

20

<213> desconocido

<220>

<223> encontrado en busqueda uniprot

<400> 85

10

15

Gln Ala Lys Arg Arg Asp Leu Gly Val Thr Trp 1ys Asn Leu Thr val

1

5

Lys Gly Ile Gly Ala Asp Ala Ala

<210> 86
<211> 24
<212> PRT

20

<213> desconocido

<400> 86

10

78

15

3660

3720

3780

3840

3500

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 665258 T3

Gln Val Lys Arg Arg Asp Leu Gly Val Thr Trp Arg Asn Leu Thr Val

1 5 10

Lys Gly Ile Gly Ala Asp Ala Ala
20

<210> 87

<211> 24

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Encontrado en busqueda uniprot

<400> 87

Gln Val Lys Arg Arg Asp Leu Gly Val Thr Trp Lys Asn Leu Thr Val

1 5 10

Lys Gly Ile Gly Ala Asp Ala Ala
20

<210> 88

<211> 24

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Encontrado en busqueda uniprot

<400> 88

Gly Ala Lys Asp Lys Lys Leu Gly Ile Thr Trp Thr Asp Leu Asp Ile

1 ] 10

Lys Gly Ile Gly Ala Asp Ala Ala
20

<210> 89

<211> 47

<212> ADN

<213> Botrytis cinerea

<400> 89
tcgacggatt ctagaggatc catggcagca atagagccag aaggttt

<210> 90

<211> 52

<212> ADN

<213> Botrytis cinerea

<400> 90
atcttagcta gccgceggtac ctcattcagce accttttgtt ttctttgttc tc

<210> 91
<211> 24
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 91
ggtaccgegg ctagctaaga tccg 24

<210> 92

52

79

15

15

15
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<211> 30
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 92
ggatcctcta gaatcecgtcg aaactaagtt 30

<210> 93

<211> 25

<212> ADN

<213> Kluyveromyces lactis

<400> 93
cttgacgttc gttcgactga tgagc 25

<210> 94

<211> 26

<212> ADN

<213> Kluyveromyces lactis

<400> 94
ctggaattcg atgatgtagt ttctgg 26

<210> 95

<211> 42

<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 95
ctacatcatc gaattccagc tacgtatggt catttcttct tc 42

<210> 96

<211> 49

<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 96
tttttgatta aaattaaaaa aactttttag tttatgtatg tgtttttg 49

<210> 97

<211> 50

<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 97
agttttttta attttaatca aaaaatgagc gaagaaagct tattcgagtc 50

<210> 98

<211> 25

<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 98
cacctaaaga cctcatggceg ttacc 25

<210> 99

<211>24

<212> ADN

<213> Kluyveromyces lactis

<400> 99
cggtctgcat tggatggtgg taac 24

80
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<210> 100

<211> 25

<212> ADN

<213> Kluyveromyces lactis

<400> 100
gagcaatgaa cccaataacg aaatc 25

<210> 101

<211> 44

<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 101
caccatccaa tgcagaccgt tttagtttat gtatgtgttt tttg

<210> 102

<211> 27

<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 102
tgttctgctce tcttcaattt tectttc 27

<210> 103

<211> 43

<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 103
ctggaattcg atgatgtagt ttctaatttt ctgcgctgtt tcg

<210> 104

<211> 22

<212> ADN

<213> Kluyveromyces lactis

<400> 104
ccaacaatga tgatatctga tc 22

<210> 105

<211>40

<212> ADN

<213> Kluyveromyces lactis

<400> 105
ccgctgctag gcgegecgtg ggcgcaatta taaaacactg

<210> 106

<211>40

<212> ADN

<213> Kluyveromyces lactis

<400> 106
ccgctgctag gcgegecgtg ggcgcaatta taaaacactg

<210> 107

<211>38

<212> ADN

<213> Kluyveromyces lactis

<400> 107
gtcagcggcce gcatcectge tacgctgcag gtcgacaa

<210> 108
<211>21

44

43

40

40

38

81



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 665258 T3

<212> ADN
<213> Kluyveromyces lactis

<400> 108
atacatttgc cttttgaaaa c 21

<210> 109

<211> 22

<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 109
gccgtcatat attactttga gc 22

<210> 110

<211> 40

<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 110
gcagggatgc ggccgctgac acagaagtcg cgtcaacttg

<210> 111

<211> 25

<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 111
cagaggtcgc ctgacgcata tacct 25

<210> 112

<211> 49

<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 112

40

ccgctgctag gcgegecgtg ctccagattt gccaaagaat aaggtcaac

<210> 113

<211>42

<212> ADN

<213> Kluyveromyces lactis

<400> 113
gtcagcggcce gcatcectgc ttcggcttca tggcaattce cg

<210> 114

<211>44

<212> ADN

<213> Kluyveromyces lactis

<400> 114
cacggcgcgc ctagcagcgg taacgccagg gttttcccag tcac

<210> 115

<211>38

<212> ADN

<213> Kluyveromyces lactis

<400> 115
gtcagcggcce gcatcectge tacgctgcag gtcgacaa 38

<210> 116

<211>23

<212> ADN

<213> Kluyveromyces lactis

42

44

82

49
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<400> 116
cacactacac agattatacc atg 23

<210> 117

<211> 22

<212> ADN

<213> Kluyveromyces lactis

<400> 117
ttctctaacg acgacgaaat cg 22

<210> 118

<211>42

<212> ADN

<213> Kluyveromyces lactis

<400> 118
cacggcgcgc ctagcagcgg aggccactag tggatctgat at 42

<210> 119

<211> 27

<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 119
gaagaggagt agggaatatt actggct 27

<210> 120

<211> 47

<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 120
gcagggatgc ggccgctgac actccaagct gectttgtgt gettaat 47

<210> 121

<211> 48

<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 121
ccgctgctag gcgegecgtg caagagttec tcggtttgece agttatta 48

<210> 122

<211> 32

<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 122
cctgcgatgt atattttcct gtacaatcaa tc 32

<210> 123

<211> 23

<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 123
ctgggagcag atgacgagtt ggt 23

<210> 124
<211> 1191
<212> ADN
<213> Mucor rouxii

<400> 124
83



atggcaacca
aacaaggctg
aaggagatcc
acacatgttc
gattccatce

ggtattgttg
ccttcaaaga

tatcactecat
gatcaggtct
cctgaagttg
atgttcctte
gattaccceg
ttetgggatg
tgtggtcaag
gttaactttt
taccgtgaaa
ggcttectee
ttctceacca
ggtaagcact
agctgtegtt

<210> 125
<211> 1371
<212> ADN

agagaaacgt
tgattgatga
gtgatgctat
ttcatgatat
ctaataccta

gcactggtgt
ctatcaataa

ggagattcteo
ttgtccecte
atggacctea
aatttacctt
gttgggette
ttatgagete
tetttggete
ggttggttet
atgtttggaa
tecgactactt
tgcctcacta
accactgega

ttgttgaaga

<213> Ostreococcus tauri

<400> 125

tacctccaat
agccattgaa
cccagctcac
tatcatcatg
tgetaegeatt

ctgggtceatt
tagegttggt

tcactctaag
tactegtaag
tgatgetett
tggctggect
tcatttcaac
cactgetggt
tcttgetgte
gatcacttac
cttccaacge
ccateatcac
ccacgctgaa

caacacacct

tgagggegat

ES 2 665258 T3

getcetgetyg
agaaactggg
tgtttcegte
tccatcttgg
getetetgge

ggtcatgaat
tacgttctec

catcataaag
gaatacggtt
gatgaagecte
ctttatctet
cccaagtgtg
gtecttggea
atcaagtact
ttgcaacaca
ggtgectgett
atttctgata
gaagctactg
gtccctateg

gttgtettet

cagaagacat
agatccccaa
gtgatacctt
ccattggtge
cettgtactg

gtggcceatca
acactgettt

ccactggaca
tgcectecteg
ccattgttgt
tcaccaatgt
ctatctacga
tgattggttt
atgttattce
ctgatcccaa
taactgttga
ctcatgttge
ttcatatcaa
ccttgtggaa

ttaagaacta

84

cagcatecage
tttcaccatc
tagatccttt
ttcttacatt
gatcegetecaa

agcattcage
attagtacect

catgtcaaaa
tgagcaagat
cttgtatecge
ctcaggtcaa
tgaaaaccaa
cttggcttac
ctatttgaat
gttgcctcat
tegttettat
tcaccattte
gaaggctcett

ggtctggaag

a

60

120

180

240

300

360
420

4380

540

600

€60

720

780

840

800

860

1020

1080

1140

1191



atgtgtgttg
gaaagagaaa
ttggcaaaga
gatttcaaac
gctaccgaag
gcetttaccat
tttgctaaat
gttgcatata
gctagatacg
tgggttcaac
atacaagcat
cataacaaac
ccagctgttg
tactggttaa

ttttggatgt
gtttggatgt

actgcaatge
tttgctcatt
tcttgggtta
aattggttga
caattcagac
aactacaaag

gttggtaaac

<210> 126
<211> 957
<212> ADN

aaacagaaaa
gagctgaagc
cttttgetag
atccaggtgyg
cattcaagga
ccagaccage
ggagaaagga
gatttgcaga
ttgtttcatc
atgaaggtgg
tecactgecagyg
atcatgcaac
ctttcttecaa
gattgcaage

ttttecttaca
tggcagctca

aatettacygg
tecteocacttce
gatacgcagt
tgggttattt
aaccagaagt
ttatgactta

attattacgt

<213> Mortiella alpine

<400> 126

taacgatggt
aaatgttaag
aagatatgtt
tactgttatt
atttcatcat
aaagaccgcet
attagaaaga
attagctgeca
tgttttagtt
tcattcctee
ttteggttta
tcctcaaaaa
caccgetgtt
atggactttt

teccttecaag
tgttattaga

tttatttttyg
tcatacacat
tgatcatact
gaattgtcaa
ttccagaaga
cgetggtgea

tcatggtecaa
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attcectaceg
ttgtcagcag
gttattgaag
ttctacgett
agatccagaa
aaagttgatg
gatggtttct
atgtacgctt
tacgcatgtt
ttaaccggta
gctggtteag
gttagacatg
gaagataata
attccagtta

gcattaaagg
acatggacca

getacttott
ctggatgttg
attgatattg
gttattcatc
ttcgttgcett
tggaaagcaa

cattctggta

ttgaaattge
aaaagatgga
gtgttgaata
tatccaatac
aagctagaaa
atgctgaaat
ttaagccatc
tgggtactta
tctttggtgce
acatttggtg
gtgacatgtg
atatggatct
gaccaagagg
catccggttt

gtggtaaata
ttaaggctgt

gggttteagg
ttccagetga
atccatctca
atttgttcce
ttgctaagaa
ctttaggtaa

aaacagcata

85

tttcgatggt
acctgecaget
tgatgttact
tggtgcagat
ggctttggca
gttgcaagat
acctgcacat
cttaatgtat
aagatgtggt
ggataagaga
gaactccatg
ggatacaact
tttctectaaa
ggttttattg

tgaagaatta
tacaggttte

ttgttacttg
tgaacatttg
aggttgggtt
atctatgccet
atggaatttg
cttagataac

a

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1371



10

atggaatcta
goctgeoageta
goacaagotyg
gttgaatcac
gttttggott
ttogaagtta
atgtgtggtg
gotgatcata
aagatcatgg
toattbttge
gttgoaccta
atgtacggtt
tacatcacca
atgtatgoaa
tggttotaca
ttggctaaac
<210> 127

<211> 1542

<212> ADN

<213> artificial

<220>

ttgotoaatt
ttggtgttag
aaaagtacat
atttagttag
atttggttac
agacatttte
gtattttgta
ocbgcaaaagg
aatttgttga
atgtttacea
atggtgaage
actacttett
gatcacaaat
tgaaagtttt
tgtggacaat

aagcaaaggo

cttgocatoa
ageagctoca
cecaactate
agaattgooa
tgtttttgtt
tttgttoocat
cgaagcatac
ttttocaatg
tacaatgatt
toattottoa
atattteoteo
gtecgeatta
gactoaatteo
aggtagacoa
gttgggttta

tgatgoagot
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aagatgoote
tatgttgate
gttecatcata
ttgatgaaoc
ggtatgoaaa
aacttctgtt
caagctaact
gotaagatga
atggttttga
attttcocacaa
goagetttaa
ggttttaaac
tgtatgatgt
ggttatccat

ttotataact

aaagaaaagg

aagatttgtt
ctttggaage
ctagaggttt
ctttococatgt
tcatgaagaa
tagtttotat
acggtttatt
toctggttgtt
aaaagaataa
tetggtggtt
acagttttat
aagttagttt
caatocaate
ttttocatocac
toctacagaaa

ctagaaagtt

tattgatttg
agctttagtt
cktggttgoa
tttgttgatao
cttogataga
ttocagottat
cgaaaacgoa
ttattteoteoo
cagacaaatt
ggttactttt
tocatgttate
cgttaagtte
cagttoggat
tgotttgttg
gaatgoaaag

acaataa

<223> Paramecium tetraurelia con codén optimizado para Saccharomyces cerevisiae

<400> 127

86
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720

T80

g40

200
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15

20

atggaaggta
gatggtttgt
ttggattcote
tggoaagaat
gtttacgatg
aattgtggta
gaaaagtbgt
aaaccagatt
aagggtatta
tgtttotttt
attttgatecg
gatgottote
actttggatt
catcatcaat
gacgttagaa
tacatgccat
atottottga
ttgagacaag
gtttteggea
ggttactggt
tacaacaaca
getgttttge
ttgtgtggty

ttgtacceoag

aatttgtige

ggtaaacaaa

<210> 128
<211>38
<212> ADN

toatcacteoa
ttaaattggt
aaaagagaac
tgaagaaaca
ttacttettt
gagatgotac
tggaaaagta
ctggttteota
ateccaaagac
acactttcta
gtactatott
atggtgotge
atatttetgg
atactaatat
gattggttaa
ttttgtacgg
aggaaactga
ettettotaa
tgtectoaatg
tggctattaa
tggataagge
aaattaaate
ctttgaacta
aaatocgetoc
caggttttaa

acaagtttgt

<213> Mucor Rouxii

<400> 128

attoggtatt
toccattgtac
toccacaacaa
tgataaccaa
cttgaactca
tttggottteo
tttgatoggt
caaggaatgt
toccaactcca
tttgacttte
cggtattttg
tggtaataat
ttettotatg
tatgggttet
ggaacaaatt
tttgtbgtet
tggtocagtt
gttgttgtog
tcaattctgg
tttoocaagtt
tgtteaaaat
tteotgttgat
coaagttgtt
aatcatcttg
agaagcttgy
tggttttget

ES 2 665258 T3

ttgtttttgt
gotatcatog
aaggaattgt
tottotgett
catccaggtg
caatcttaco
gacttgtiga
actgaaagag
ggtttggtta
gtttotgatt
caagctttga
gaaaaatggt
gttgettgge
gatccagata
tggtctgota
ttgagatcaa
aaggttaacc
ttgttttgga
ttottgttoa
totcatgttt
ggtactaacg
tactctocatg
catcatttgt
gaagtttgta
aacggtoatt

aaaatggaat

tagaactaaa gggcggccgc atggcaacca agagaaac 38

<210> 129
<211> 42
<212> ADN

<213> Mucor rouxii

<400> 129

ttaattaaga gctcagatct ttagttctta aagaagacaa ca 42

<210> 130
<211> 41

tggotgottt
ctgaagttta
tgazaaatca
acgttgotat
gtagagaatt
ateccatttte
ctactgaatyg
ttaagaaata
gagotatece
ctttgggttt
acactttgeoa
ggtggtttit
aaaatcaaca
ttoccacaatt
tgtacaagta
gatactacga
caatoctottt
gatactattt
tectacgttga
ctgatgaageo
aacaatggee
gtaactggtt
accoaggtgt
agaaatacaa
tocaaccattt

aa

87

gtttatttta
ctotttgtat
aaagttgact
taaaggtaaa
tttgttgttg
tgataagoca
gocaactttt
cttocaatet
attgtggact
gactaagaga
tttgatgeoat
oggtagattyg
tgttgttggt
gaaagaaggt
coaacatttg
tgttttogaa
goaggat agg
gocagttoaa
gttcatcact
tgaatttttao
aattgaatgg
catgacttat
ttetcaatat
tttgaagtac

gaaaaatatg

&0

120

180

Z40

300

360

420

480

540

a00

660
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<212> ADN
<213> Ostreococcus tauri

<400> 130
tatagggccc gggcegtcgac atgtgtgttg aaacagaaaa t 41

<210> 131

<211> 41

<212> ADN

<213> Ostreococcus tauri

<400> 131
cggtaccaag cttactcgag ttatgctgtt ttaccagaat g 41

<210> 132

<211> 41

<212> ADN

<213> Mortellia alpine

<400> 132
tagaactaaa gggcggccgc atggaatcta ttgctcaatt ¢ 41

<210> 133

<211>42

<212> ADN

<213> mortiella alpine

<400> 133
ttaattaaga gctcagatct ttattgtaac tttctagect tt 42

<210> 134

<211> 40

<212> ADN

<213> Paramecium tetraurelia

<400> 134
tatagggccc gggegtcgac atggaaggta tcatcactca 40

<210> 135

<211>42

<212> ADN

<213> Paramecium tetraurelia

<400> 135
cggtaccaag cttactcgag ttattccatt ttagcaaaac ca 42

<210> 136
<211> 40
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 136
tggcttaact atgcggcatg agcgacctca tgctatacct 40

<210> 137
<211> 41
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 137
88
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15
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tctcagtaca atctgctctg ctgtggataa ccgtattace g 41

<210> 138
<211> 1113
<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 138
atgtcagagt

gaagacgtga
atocococogoca
atocattactg
ttggaagceg
gatotgtoga
ggtttaatta
goetagacaac
gataccateca
acaacggagt
aazaatggta
tetcatcatt
aacgaacatt
teocgtegetg
totoatggoa
gaacaaatog
gaaggaaate
acagatgcct

gtgagacaaa

<210> 139
<211> 771
<212> ADN

ctocaatgtt
gaatactagy
ctectactte
gtaaagatga
cocaagaata
taataatgag
acgatccotga
ttttegtoaa
gocctoaata
ctoaacttcoa
cogacggtac
toatgggtgt
gotttgttat
aggctaaggc
atagtaataa
caaacggtga
aaggtatteos
gtattggatg

gaagagaggt

tgoogocaat
ctatgatcca
cttagagact
tagagtgcta
tgotttgaga
agottacotyg
tgttaataac
tttgaccaac
cotagocgat
tagagaattyg
totasatgtt
aactttacac
attaagaggc
acaattacct
ggatttoaga
aaacgcaata
tgotgaggge
ggaaactact

azataagaag

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 139

ggtatgoota
ttagoaagbe
gocaaaagag
gtgatagtag
ttgaaaaagt
geaaaaccaa
accttcaata
atecggtotac
cttgttagtt
goctotgght
gotgtggaty
ggtgttgcag
ggaaagaaag
gotggttoga
aatcagoota
actggtgtea
aaggcagget
gaagatgtte

tag

aggttaatoa
cagoattact
gtaggagaga
gaccatgtteo
tgagogatga
gaactactgt
ttaacaagogg
ctattggtte
teggogoaat
tgtetttoce
cetgtoaage
caatcacaac
gtaccaatta
atggtttaat
aagttaacga
tgategaate
tgaaatacgg

ttagaaagtt

89

aggbgotgaa
aoaagbgoaa
agctattgat
aattcatgat
attgaaagga
tggttggaaa
attgeaatog
agaaatgtta
aggcgctaga
tgttggotta
agotgocoat
tacaaaaggc
tgacgctaaa
gattgactac
ogttgtttgt
gaatatcaat

tgtttocatt

ggctgectgeoa

&0

120

130

240

300

36l

420

480

540

&0n
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10

atggatttta
aggatggaag
agtgtttacg
gactgggcat
gatgagacce
ccotcaaatet
tatattgaaa
tcatcegttg
ggtaaatttyg
aaaagtaagg
atcttagaaa
ggtgaaagga

attacaaaag

<210> 140
<211> 1179
<212> ADN

<213> artificial

<220>

caaagccaga
acagtattat
aagctaatca
tgagtaatct
cattettece
tggcaccata
agataatacc
caactagaga
ttgcagagge
atgtagaagg
gattgactaa
ggattactcce

aagtagaggt

aacggtttta
ttttaaattc
ccctggatta
tgagatageca
agacaagatt
tgctecagaa
cctgatatet
cattgagtgt
taaatttcaa
aattatgaaa
aaaggctgaa
cgaatatttg

tgaatatecta
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aacctacaaa
atagaaagaa
gagattccaa
cattctagga
caaaaatcat
gtaaactaca
aagagggatg
ctacaatcgt
tetgatatac
aatataacaa
gtttacggtg
gttaaaatat

ttgagaagat

atattagaga
gccattttge
attttaaagg
tcagaagatt
ttetteette
atgataagat
gagatgacaa
tgtctagaag
ctttgtacac
attctgetgt
ttgatccaac
ataaagaaat

tggaagaatg

tgaattggtg
cacatgccca
ctcgtttttg
tgaatccececa
aattaattac
aaagaaggtt
gaacaatttt
aatacatttt
taaattaatt
ggaagagaaa
caacgaatct
tgtaataccce

a

<223> Vitis pseudoreticulata con codén optimizado para Saccharomyces cerevisiae

<400> 140
atggcttectyg

gctattggta
ttcagagtta
gataaatcta
ccaaacatcg
gaagttccaa
aaatctaaaa
gattataaat
catcaaggtt
aatgctggtg

ccatctgaag

ttgaagaaat
ctgetactec
ctaagtetga
tgatcaagaa
gtgcttacat
agttgggtaa
ttactcattt
tggctaattt
gttatgetgy
ctagagtttt

atgctttgga

tagaaatgct
agatcattgt
acatatgact
aagatacatc
ggcteocatet
agaagetget
ggttttctgt
gttgggtttg
tggtactgtt
ggttgtttgt

ttctttggtt

caaagagcta
gtttaccaat
gaattgaaga
catttgactg
ttgaacatca
ttgaaagett
actacttctg
gaaacttctg
ttgagaacty
tctgaaatta

ggtcaagett

aaggtccagce
ctgattacge
aaaagttcaa
aagaaatgtt
gacaagaaat
tgaaagaatg
gtgttgaaat
ttagaagagt
c¢taaagattt
ctgttgttac

tgtttggtga

90

tactattttg
tgattactac
cagaatttgt
ggaagaacat
catcactget
gggtcaacca
gccaggtget
tatgttgtat
ggetgaaaat
ttttagaggt

cggttetget

60
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180

240
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420

480
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gctgttattg
tetgetgete
gttggtttga
aactgtttga
attgcteate
aagcaaaagt
tgtgttttot
actggtgaag
actgttgttt

<210> 141
<211> 37
<212> ADN

<213> artificial

<220>

ttggttctga
aaacttttat
ctttccattt
ctaaggettt
caggtggtec
tgaaggctac
ttattttgga
gtttggattg

tgcattctgt

<223> cebador

<400> 141

tecagatatt
teccaaattet
gtggccaaac
cgatccaate
agctattttg
tagacatatc
tgaaatgaga
gagtgttttg

tggtactgat

ggccecgggceg tcgacatggce ttetgttgaa gaaatta

<210> 142
<211> 37
<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> cebador

<400> 142

ccaagcttac tcgagtcatt aattagaatc agtacca

<210> 143
<211> 33
<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> cebador

<400> 143

ctaaagggcg gccgcatggce atccgtagag gag

<210> 144
<211>35
<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> cebador

<400> 144

tccatcgata ctagttcatt agttagtgac agttg

<210> 145
<211> 48
<212> ADN

<213> artificial

ES 2 665258 T3

tectattgaaa
goetggtgeta
gttccaactt
ggtatctetg
gatgetgttyg
ttgtotgaat
aagaaatctt
tttggttttg

tctaattaa

37

37

33

35

gaccattgtt
ttgctggtaa
tgatctctga
attggaacte
aagctaaagt
acggtaacat
tgaaggaagyg

gtccaggttt

91

tcaattggtt
tttgagagaa
aaacatcgaa
tttgttttgg
tggtttggat
gtettetget
taaaactact

gactattgaa
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<220>
<223> cebador

<400> 145
ctctacggat gccatgaatt ctctagaatc cgtcgaaact aagttctg

<210> 146
<211> 49
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 146
ttcaacagaa gccatggatc ctctagaaaa cttagattag attgctatg

<210> 147
<211> 40
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 147
gcaatggatc agttacgtta tatcttcgag cgtcccaaaa 40

<210> 148
<211> 39
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 148
ataacgtaac tgatccattg cttcctcgct cactgactc 39

<210> 149

<211> 33

<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 149
tttcaaagaa tacgtttacc gacatttggg cgc 33

<210> 150

<211> 37

<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 150
ttcaatttgg tccatacagt ttgtttttct taatatc 37

<210> 151

<211> 34

<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 151
actaaagggc ggccgatgtc agagtctcca atgt 34

<210> 152
<211> 37
<212> ADN

48
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49



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 665258 T3

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 152
taagagctca gatctctact tcttatttac ctetctt 37

<210> 153

<211> 36

<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 153
ggccecgggceg tcgacatgga ttttacaaag ccagaa 36

<210> 154

<211> 36

<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 154
ccaagcttac tcgagtcatt cttccaatct tctcaa 36

<210> 155

<211> 38

<212> ADN

<213> Schizosaccharomyces pombe

<400> 155
caagataaac gaaggcaaag atgggtagga gggctttt 38

<210> 156

<211> 52

<212> ADN

<213> Schizosaccharomyces pombe

<400> 156
atgagacaaa gaagaaaacc aatttttaca agccaacact cccttcgtgce tt

<210> 157
<211> 55
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 157
tcttctttgt ctcattttgt tattcatttg tagtgacacc gattatttaa agctg

<210> 158
<211> 20
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 158
ctttgccttc gtttatcttg 20

<210> 159
<211> 41
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador
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<400> 159
gcaatggcgg ccgcttacgt tatcttcctc gctcactgac t

<210> 160
<211> 44
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 160

ataacgtaag cggccgccat tgcattggag acttgaccaa acct

<210> 161
<211> 23
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 161
tgacaccgat tatttaaagc tgc 23

<210> 162
<211> 36
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 162
caagataaac gaaggatggg taaggaaaag actcac

<210> 163
<211> 45
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 163

41

44

36

gcagctttaa ataatcggtt agaaaaactc atcgagcatc aaatg 45

<210> 164
<211> 41
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 164
aattggagct ccaccgceggc ttcgagcegtc ccaaaacctt ¢

<210> 165
<211> 38
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

41
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<400> 165
gcttgatatc gaattcgagc gacctcatgc tatacctg 38

<210> 166
<211> 40
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 166
ctagtggatc ccccgggttg gagcgacctc atgctatacc 40

<210> 167
<211> 42
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 167
gaattcctge agccecgggeg agegtcccaa aaccttctca ag 42

<210> 168
<211> 37
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 168
ggcgaagaat tgttaattaa gagctctgat cttatcg 37

<210> 169
<211> 22
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 169
ggcgcagcaa gtcgacggceg ag 22

<210> 170
<211> 40
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 170
gggaacaaaa gctgggtacc ctgtggataa ccgtattacc 40

<210> 171
<211> 39
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

95
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<400> 171
aattggagct ccaccgcggg agcgacctca tgctatacc 39

<210> 172
<211> 30
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 172
gaggagaact tctagtatat tctgtatacc 30

<210> 173
<211> 25
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 173
gaggatatag gaatccacaa aaggg 25

<210> 174
<211> 38
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 174
atctatgaat aacatataaa acgaaaagag gaataatc 38

<210> 175
<211> 31
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador

<400> 175
cttattacat tatcaatcct tgcatttcag c 31

<210> 176
<211> 8402
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> plasmido

<400> 176

96



togogogttt
cagotbegtot
ttggogggty
accatatcga
accattatgg
ttgagtgttt
taggaatogt
ttgtcaatat
aatttgeotta
agattgcogta
tttectattat
ttttaageaa
ttggaaccac
toaatggoot
aagatagtgg

ggttogtaca

oggtgatgac
gtaagoggat
toggggctgg
ctacgtogta
gaaatgotto
tttatttghtt
agtttoatga
taatgttaaa
actgtattog
tatagtttog
gaatttoatt
ggattttott
ctaaatcace
taccttottao
cgatagggte

aaccaaatbtgo

ggtgaaaacc
googggagoa
cttaactatg
aggoogttte
aagaaggtat
gtattttttt
ttttobgtta
gtgcaattet
tttactatco
tctaccctat
tataaagttt
aacttetteg
agttctgata
aggoaagtto
aaccttatto

ggtgbtottyg
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totgacacat
gacaagooog
cggcatcaga
tgacagagta
tgacttaaac
ttttttagag
cacctaactt
tttteocttat
tootttttot
gaacatatteo
atgtacaaat
gogacagoat
cctgeatccsa
aatgacaatt
tttggoaaat

totggoaaag

gocagoctoceg
teagggogey
gecagattgta
aaattottga
toccatocaaat
aaaatoctoo
trtgtgtggt
cacgttgage
cottottgat
cattttgtaa
atcataaaaa
caccgactte
aaacocttttt
tcaacatcat
ctggagoaga

aggocaagga

97

gagacggtca
toagogggtg
ctgagagtge
gggaacttte
ggtcaggtca
aatatcaaat
gooctoctoo
cattagtate
aaatgtatgt
tttogtgtog
aagagaatcot
ggtggtactg
aactgeatet
tgoagoagac
aoogtggoat

cgoagatggo

60

120

150

240

300

360

420

450

540

600

660

T20

T80

240

200

a6l



aacaaaccoa
ttgotggtga
gaatcaatca
acagttttte
ggcaatggtg
toctggaacgg
ttaccaaagt
aattgbggot
aagttggegt
ctacocggtac
gaggottooa
attaaatgat
accttaatgg
ttettagogg
atgtaaaagg
aataggtoct
acgottetet
aatttttcag
cagtocatcga
aaaaataatg
cagttaactyg
cocaattactt
catgaacaag
ttgggattee
ctogacegte
caggaaatty
tocatttttta
gagatagggt
tocaacgtea
coctaatcaa
agoococgat

aaagogaaag

aggaacctgg
ttataataco
attgatgttg
tocataatet
gotcatgttg
tgtattgtto
aaatacctoo
tgattggaga
acaattgaag
aoccatttagg
gogoctoata
tttogaaats
etteagetgt
cagacattag
taagaaaagkt
tasataatat
attctatatg
ttgaaaaagg
atttgattot
gttgctaaga
oggtoaagat
gttgagaaat
gaagtacagg
atttttaata
gatatgoggt
taaacgttaa
accaatagge
tgagtgttgt
aagggogaaa
gttttttggg
ttagagottg

gagogugogo

gataacggag
atttaggtgy
aaccttcaat
tgaagaggco
tagggocatyg
actatcccaa
cactaattct
taagtctaaa
ttotttacogy
accacccaca
tggaagtgga
gaacttgaca
gatttcttga
aatggtatat
tagaaagtaa
tgtcaactteo
aaaagooggt
tatatgogte
gtgogatage
gattocgaact
atttettgaa
agagtataat
acaattgatt
aggcaataat
gtgaaatace
tattttgtta
cgaaategge
toccagktttgg
aacogtotat
gtogaggtge
acggggaaag

tagggogetg

ES 2 665258 T3

gottocatogg
gttgggttot
gtagggaatt
aaaagattag
aaagoggoca
gogacaccat
ctgacaacaa
agagagtogy
atttttagta
goacctaaca
acacctgtag
ttggaacgaa
ccaacgtggt
cottgaaata
gacgattgot
aagtattgtyg
tooggogote
aggegaccte
gooccoctgtgt
cttgoatctt
toaggogoot
tatcctataa
ttgaagagaa
attaggtatg
goacagatgeo
aaattogogt
aaaatecett
aacaagagtc
cagggegatg
cgtaaageoac
coggcgaacy

geaagtgtag

agatgatate
taactaggat
cgttottgat
ctttatocaa
ttettgtgat
caccatogteo
cgaagtoagt
atgoaaagtt
aacottgtte
aaacggcateo
catogatageo
catcagaaat
cacctggcaa
tatatatata
aaccacctat
atgoaagcat
tocacoctttoe
tgaaattaac
gttoctogtta
acgataccty
tagacogote
atataacgtt
tgtggatttt
tagatatact
gtaaggagaa
taaatttttyg
ataaatcaaa
cactattaaa
goococactacg
taaatoggaa
tggogagaaa

cggtoacget
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aocaaacatg
catggoggoa
ggtttcoteoo
ggaccaaata
totttgoact
ttocttteto
acctttagea
acatggtott
aggtetaaca
agoctteottg
agCaccacca
agotttaaga
aacgacgato
tattgotgaa
tggaaaaaac
ttagtcatga
tttttotooe
aaaaaattte
tgttgaggaa
agtattccca
ggocaaacaa
tttgaacaca
gatgtaattg
agaagttcta
aatacogoat
ttasatcago
agaatagaco
gaacgtggac
tgaaccatoa
coctaaaggyg
ggaagggaag

gogegtaaco

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1320

1580

2040

2100

21g0

2220

2280

2340

2400

2480

2520

2580

2640

2700

2780

2820

2880



accacacccg
gcaactgttg
gcgacctcat
aagaattttc
ataacttatt
acaacgtate
gacaagcega
agagcetoaga
tagttctaga
aaagttgtaa
aacttaaata
aaaaagaaac
gtectetrttt
agaggggaaa
tccgagaaaa
cttttgttoe
tcectgtgtga
gtgtaaagcc
geccegektte
ggggagaggc
cgcecatttca
aaaaaattag
cacagaatat
tataatggag
tattgtttte
acaggggeac
gagtaaatga
ttctattace
tccctgaaat
aattctgtaa
tagttttaaa
gtcgacatgy

tagctaagat

ccgegettaa
ggaagggcga
gctatacctg
gttttaaaac
taataataaa
taccaacgat
caaccettgat
tettatagte
aaacttagat
tagaacaaga
teaatgggay
gtgataaaaa
tcttttecaa
tttagtatge
tctggaagag
ctttagtgayg
aattgttate
tggggtgeet
cagtcgggaa
ggtttgegta
aagaatacgt
ccttttaatt
ataacatcgt
ccogettttt
ttecaccaace
aaacaggeaa
tgacacaagg
ttectgetete
tatteccccta
atctatttect
acaccagaac
aacagaagtt

ccgceteotaac

tgcgececgeta
teggtgeggyg
agaaagcaac
ctaagagtca
aatcataaat
ttgaccettt
tggagacttyg
gteatacettg
tagattgeta
aaaatgaaac
gteatcgaaa
tttttattge
acctttagta
tgtgettagy
taaaaaagga
ggttaattge
cgctcacaat
aatgagtgag
acctgtegtg
ttgggcgete
aaataattaa
ctgctgtaac
aggtgtctgy
aagctggeat
atcagttecat
aaaacgggea
caattgaccece
tetgatttgg
cttgactaat
taasacttett
ttagtttega
gatttccgaa

cgaaaaggaa
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cagggcgegt
cctetteget
ctgacctaca
ctttaaaatt
cataagaaat
tccatetttt
accaaaccta
taateceatag
tgctttettt
tgaaacttga
gagaaaaaaa
atttttegac
cgggtaatta
tgttttgaag
gtagaaacat
gegettggeg
tccacacaac
gtaactcaca
ccagctgeat
ttecegagetce
tagtagtgat
ccgtacatge
gtgaacagtt
ccagaaaaaa
aggtecatte
caacctoaat
acgceatgtat
aaaaagetga
aagtatataa
aaattctact
cggattctag
gaagaccteg

ggagttagac

ccattcgeca
attacgccag
ggaaagagtt
tgtatacact
tegettattt
cgtaaattte
tggegaagaa
atactagtge
ctaatgageca
gaaattgaag
tcaaaaaaaa
gaagaaaaag
acgacaccct
tggtacggeg
tttgaagcta
taateatggt
ataggagceg
ttaattgegt
taatgaatcg
agtttatcat
tttectaact
ccaaaatagg
tatteetgge
aaagaatecce
tettagegea
ggagtgatge
atatcoteatt
aaaazazaggt
agacggtagg
tttatagtta
actcactata
agtaagcttg

aacctgaagt
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ttcaggctge
ctgaattgga
actcaagaat
tatttttttt
agaagtgtca
tggcaaggta
ttgttaatta
ggcagacott
agaagtaaaa
accgtttatt
aattttcaag
aaacgaggeqg
agaggaagaa
atgogeggag
tgagctccag
catagetgtt
gaagcataaa
tgegetcact
gocaacgcgc
tatcaatact
ttatttagte
dgggcgggtta
atccactaaa
agcaccaaaa
actacagaga
aaactgecty
ttettacace
tgaaaccagt
tattgattgt
gtettttttt
gggoocgggce
gtaccgegge

ctaggtceet

2540

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3%00

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860



atttattttt
tttttteotgt
gttttgggac
ggtttgegta
cggcetgegge
ggggataacg
aaggccgegt
cegacgotcaa
cctggaaget
goctttetee
teggtgtagg
cgetgegect
ccactggcag
gagttcttga
gctctgctga
accaccgctg
ggatctcaag
tcacgttaag
aattaaaaat
taccaatget
gttgcectgac
agtgctgcaa
cagccagccyg
tctattaatt
gttgttgcea
agctccggtt
gttagctect
atggttatgg
gtgactggtg
tettgecegg
atcattggaa

agttcgatgt

ttatagttat
acagacgcgt
gctcgaagat
ttgggegete
gagcggtatce
caggaaagaa
tgctggegtt
gteagaggtyg
ccctecgtgeg
cttecgggaag
tegttegetce
tatccggtaa
cagccactgg
agtggtggec
agccagttac
gtagcggtog
aagatccttt
ggattttggt
gaagttttaa
taatcagtga
tececegtegt
tgataccgeg
gaagggocga
gttgccggga
ttgctacagg
cccaacgatc
teggtectee
cagcactgca
agtactcaac
cgtcaatacg
aacgttctte

aacccactcg

gttagtatta
gtacgcatgt
ccagctgcat
ttecgettee
agctcactea
catgtgagca
tttccatagg
gegaaaccog
ctetectgtt
cegtggcgett
caagctggge
ctategtctt
taacaggatt
taactacgge
cttcggaaaa
tttttttgtt
gatcttttet
catgagatta
atcaatctaa
ggcacctatc
gtagataact
agacccacgc
gegcagaagt
agctagagta
categtggtg
aaggcgagtt
gategttgte
taattctctt
caagtcattc
ggataatacce
Jggggcgaaaa

tgcacccaac
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agaacgttat
aacattatac
taatgaatcg
tegetecactg
aaggeggtaa
aaaggccagc
ctcegeccoe
acaggactat
ccgacectge
teteataget
tgtgtgcacg
gagtccaace
agcagagcga
tacactagaa
agagttggta
tgcaagcagce
acggggtctg
tcaaaaagga
agtatatatg
tcagegatct
acgatacggg
tcaccggete
ggtcctgcaa
agtagttcge
tcacgetegt
acatgatcce
agaagtaagt
actgtcatge
tgagaatagt
gegecacata
ctetcaagga

tgatcttcag

ttatattteca
tgaaaacctt
gccaacgege
actegetgeg
tacggttate
aaaaggccag
ctgacgagca
aaagatacca
cgcttacegg
cacgetgtag
aacceccegt
cggtaagaca
ggtatgtagg
ggacagtatt
gctcttgatc
agattacgcg
acgctcagtg
totteoaccta
agtaaacttg
gtctattteg
agggettace
cagatttatc
ctttatccge
cagttaatag
cgtttggtat
ccatgttgtg
tggcegeagt
catccgtaag
gtatgcggcg
gcagaacttt
tcttacoget

catcttttac
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aatttttett
gcttgagaag
ggggagaggc
cteggtegtt
cacagaatca
gaaccgtaaa
tcacaaaaat
ggegtttoce
atacctgtec
gtatctecagt
tcagecegac
cgacttateg
cggtgctaca
tggtatctge
cggcaaacaa
cagaaaaaaa
gaacgaaaac
gatcctttta
gtctgacagt
ttcatccata
atctggeocoee
agcaataaac
ctccatccag
tttgcgcaac
ggctteatte
caaaaaagcg
gttatcacte
atgcttttct
accgagttge
aaaagtgete
gttgagatecc

tttcaccage

4520
4880
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5840
6000
6060
6120
6180
€240
6300
6360
6420
6480
€540
6600
6660
6720

6780
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gtttotgggt
cggaaatgtt
tattgtctca
cogogoacat
acaaaaatge
agaacagaasa
gtaaaacaaa
tttacagaac
tttttgttot
acttttttte
gtoogttaag
tgactocact
aaaggcatcc
gtgatagogt
cteotatatac
aatagttctt
gtagaggteg
ggatatagoa
attogcaata
teottoagage
ggaacttegg
gogagotgeg
tatatatata
gogtotattt
tgeggggtat
ctocaattgga
agaaaccatt
to
<210> 177
<211> 10220

<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> vector

<400> 177

gagoaaaaas
gaatactcat
tgagcggata
ttoccogaaa
aacgogagag
tgocaacgoga
aatgcoaacge
agaaatgcaa
acaaaaatga
toctttghge
gttagaagaa
tococgogttt
cocgattatat
tgatgattet
tacgtatagg
actacaattt
agtttagatg
cagagatata
ttttagtage
gottttggtt
aataggaact
cacatacagc
catgagaaga
atgtaggatyg
cgtatgotte
ttagteoctcat

attatcatga

aggaaggcaa
actcttectt
catatttgaa
agtgocacct
cgotaatttt
aagogotatt
gagagogota
cgogagaged
atooogagag
goetotataat
ggctactttg
actgattact
tctataccga
toattggtoa
aaatgtttac
ttttgtctaa
caagttcaag
tagoaaagag
togttacagt
ttecaaaagoeg
tocaaagogtt
tcactgttea
acggoatagt
azaggtagte
cttocageact
cocttoaatge

cattaaccta
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aatgcoogoaa
tttcaatatt
tgtatttaga
gaacgaagoa
tcaaacaaag
ttaccaacga
atttttcaaa
ctattttaco
cgotattttt
goagtetett
gtgtctattk
agogaagotg
tgtggattgo
gaaaattatg
attttegtat
agagtaatac
gagcgaaagg
atacttttga
coggtgoght
ctotgaagtt
tocgaaaacg
ocgtcgoacot
gogtgtttat
tagtacctog
accctttage
tatcatttoc

taaaaatagg

aaaagggaat
attgaagcat
aaaataaaca
totgtgotte
aatotgageot
agaatobgtyg
caaagaatct
aacaaagaat
ctaacaaago
gataactttt
totottocat
cgggtgoatt
goatactttg
aacggtttot
tgttttogat
tagagataaa
tggatgggta
goaatgbttg
tttgghtttt
cotatacttt
agegottoeg
atatoctgeogt
gottaaatge
tgtgatatta
tgttctatat
tttgatattg

cgtatcacga
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aagggogaca
ttatcagggt
aataggggtt
attttgtaga
goatttttac
cttoattttt
gagctgeoatt
ctatactteot
atcttagatt
tgcactgtag
aaaaaaagod
ttttocaagat
tgaacagaaa
totattttgt
toactotatg
cataaaaaat
ggttatatag
tggaagoggt
tgasagtgeg
ctagagaata
aaaatgcaac
gttgoeotgta
gtacttatat
toccattoca
gotgecacto
gatcatacta

ggccctttog

6840

6300

6960

TO20

T080

7140

7200

7280

7320

7380

7440

7500

7560

T620

TeED

7740

7800

T8E6D

7320

7980

8040

2100

2160

8220

8280

8340

2400

8402



tegoegegttt
cagettgtet
ttggcgggtyg
accatatcga
accattatgg
ttgagtgttt
taggaatcgt
ttgtcaatat
aatttgctta
agattgcgta
tttctattat
ttttaagcaa
ttggaaccac
tcaatggcet
aagatagtgg
ggttcgtaca
aacaaaccca
ttgctggtga
gaatcaatca
acagttttte
ggcaatggtg

tectggaacgg

ttaccaaagt
aattgtgget
aagttggegt
ctacoggtac
gaggcttcea
attaaatgat
accttaatgg
ttecttagggg
atgtaaaagqg

aataggtcct

cggtgatgac
gtaageggat
tcggggctgy
ctacgtegta
gaaatgctte
tttatttgtt
agtttcatga
taatgttaaa
cectgtattee
tatagtttcg
gaatttcatt
ggattttett
ctaaatcacc
taccttette
cgatagggte
aaccaaatge
aggaacctgg
ttataatacc
attgatgttg
tecataatet
gctecatgttg
tgtattgtte
aaatacectee
tgattggaga
acaattgaag
cccatttagg
gegcectecate
tttcgazate
cttcggetgt
cagacattag
taagaaaagt

taaataatat

ggtgaaaacc
geegggagea
cttaactatg
aggcogttte
aagaaggtat
gtattttttt
ttttetgtta
gtgecaattcet
tttactatce
tctaccctat
tataaagttt
aacttotteg
agttctgata
aggcaagttc
aaccttatte
ggtgttcttg
gataacggay
atttaggtgyg
aaccttcaat
tgaagaggec
tagggeccatg
actatoccaa
cactaattet
taagtctaaa
ttetttacgg
accacccaca
tggaagtgga
gaacttgaca
gatttettga
aatggtatat
tagaaagtaa

tgtcaacttc
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totgacacat
gacaageceg
cggcatcaga
tgacagagta
tgacttaaac
ttttttagag
cacctaactt
ttttecottat
tcetttttet
gaacatattc
atgtacaaat
gogacagcat
cctgecatceca
aatgacaatt
tttggecaaat
totyggcaaag
gcttecatcgg
gttgggttct
gtagggaatt
aaaagattag
aaagcggcca
gcgacaccat
ctgacaacaa
agagagtcgg
atttttagta
gcacctaaca
acacctgtag
ttggaacgaa
ccaacgtggt
ccttgaaata
gacgattgct

aagtattgtg

geagoetecey
teagggegeg
gcagattgta
aaattcttga
tccatcaaat
aaaatcctcee
tttgtgtggt
cacgttgage
cettettgat
cattttgtaa
atcataaaaa
caccgactte
aaaccttttt
tcaacatcat
ctggagcaga
aggccaagga
agatgatatc
taactaggat
cgttcttgat
ctttatecaa
ttcttgtgat
caccategte
cgaagtcagt
atgcaaagtt
aaccttgtte
aaacggcatce
catcgatage
catcagaaat
cacctggcaa
tatatatata
aaccacctat

atgcaagcat
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gagacggtca
teagegggty
ctgagagtgc
gggaacttte
ggtcaggtca
aatatcaaat
gocctecteo
cattagtatc
aaatgtatgt
tttcgtgteg
aagagaatct
ggtggtactg
aactgcatct
tgcagcagac
accgtggecat
cgcagatgge
accaaacatg
catggeggea
ggtttcctce
ggaccaaata
tctttgeact
tteoctttete
acctttagea
acatggtctt
aggtctaaca
ageettettg
agcaccaceca
agctttaaga
aacgacgatc
tattgetgaa
tggaaaaaac

ttagtcatga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

500

260

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

15290



acgecttctct
aatttttecag
cagtcatcga
aaaaataatg
cagttaactg
ccaattactt
catgaacaag
ttgggattee
ctecgacegte
caggaaattg
tcatttttta
gagatagggt
tccaacgtca
coctaatcaa
agcccccgat
aaagcgaaagqg
accacacccg
gcaactgttg
gcgacctcat
aagaatttte
ataacttatt
acaacgtatc
gacaagccga
agagcetcaga
ttctaagaac
attteaagee
cgatcatgace
taactttagg
aaccattcga
tggtaccttt
tgattgctge
gacaggcatc

aagacaaace

attctatatyg
ttgaaaaagg
atttgattct
gttgctaaga
cggtcaagat
gttgagaaat
gaagtacagg
atttttaata
gatatgecggt
taaacgttaa
accaataggce
tgagtgttgt
aagggcgaaa
gttttttggg
ttagagcttg
gagcgggcege
ccgegettaa
ggaagggcga
gctatacctg
gttttaaaac
taataataaa
taccaacgat
caaccttgat
tetetactte
atcttcagta
tgecttgece
acdcagttatt
ctgatttetyg
accagcaggt
ctttecgect
aacaccgtgt
cacagcaaca

agaggeocaat

aaaagccggt
tatatgcgtce
gtgcgatage
gattcgaact
atttcttgaa
agagtataat
acaattgatt
aggcaataat
gtgaaatace
tattttgtta
cgaaatcgge
tocagtttgg
aaccgtctat
gtcgaggtge
acggggaaag
tagggcgetyg
tgcgeegeta
toggtgeggy
agaaagcaac
ctaagagtca
aatcataaat
ttgaccecttt
tggagacttg
ttatttacet
gtttcceate
teageaggaa
gegtttteac
aaatccttat
aattgtgect
cttaatataa
aaagttacac
tttagagtac

tetcotatgaa
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tccggegete
aggcgaccte
gocectgtgt
cttgeatctt
tcaggcgect
tatcctataa
ttgaagagaa
attaggtatg
geacagatge
aaattcgegt
aaaatcecett
aacaagagtc
cagggcgatyg
cgtaaagcac
ccggegaacg
gecaagtgtag
cagggcgegt
cctetteget
ctgacctaca
ctttaaaatt
cataagaaat
tccatctttt
accaaacctce
ctettetttg
caatacagge
tacettgatt
agtttgegat
tactattgece
tagccteage
caaagcaatg
ccatgaaatg
cgteggtace

gttgagacte

tcacctttce
tgaaattaac
gttctegtta
acgatacctyg
tagaccgecte
atataacgtt
tgtggatttt
tagatatact
gtaaggagaa
taaatttttg
ataaatcaaa
cactattaaa
geccactacyg
taaatcggaa
tggcgagaaa
cggtcacget
ccatteogeca
attacgccag
ggaaagagtt
tgtatacact
tegettattt
cgtaaatttc
tggcgaagaa
teteactgea
atctgtaatg
toctteattyg
ttgtteacaa
atgagagtag
gacggattta
ttegttgect
atgagaatgg
atttttgaag

egttgtteta
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tttttctcee
aaaaaatttc
tgttgaggaa
agtattccea
ggccaaacaa
tttgaacaca
gatgtaattg
agaagttete
aataccgeat
ttaaatcagc
agaatagace
gaacgtggac
tgaaccatca
coectaaaggy
ggaagggaag
gogegtaacce
ttecaggetge
ctgaattgga
actcaagaat
tatttttttt
agaagtgtca
tggcaaggta
ttgttaatta
goagcecaact
gaaacaccgt
atattegatt
acaacgtegt
tocaatcatta
gegtcataat
tttgtagttyg
gcagetgett
craacaggga

gogactatty

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900



cgoagaaact
caataggtag
tgttaatatt
tagtteottgg
cgotcaactt
atggtoctac
tectacctet
atgetggact
taaccttagg
ttoctagaaaa
gttgtaatag
ttaaatatca
aagaaacgtg
tottttttet
ggggaaattt
gagaaaatct
ttgttocctt
tgtgtgaaat
taaagoctgg
cgotttooag
gagaggcggt
catttcaaag
aaattagccot
agaatatata
aatggagooo
tgttttotte
ggggcacaaa
taaatgatga
tattacctte
ctgaaattat
tetgtaaate

ttttaaaaca

aacaagatag
acegatgtty
gaaggtgtta
tttttocagyg
tttecaatcto
tatcactageo
tttggoagta
tgctaatgga
cataccattg
cttagattag
aacaagaaaa
atgggaggtc
ataaaaattt
ttteocaaace
agtatgotgt
ggaagagtaa
tagtgagggt
tgttatcoge
ggtgocotaat
togggazaaco
ttgegtattg
aatacgtaaa
tttaattotg
acatogtagg
gotttttaag
accaaccatc
caggcasaaa
cacaaggcaa
tgoteototet
tococectactt
tatttettaa

ccagaactta

gotaggtatt
gtoazattga
ttaacatcag
taagotctea
aaagcatatt
actoctatcat
totaaggaag
tocatagocta
goggoaaaca
attgotatge
atgaaactga
atogaaagag
ttattgoctt
tttagtacgg
gettgggtgt
aaaaggagta
taattgogeg
tcacaattec
gagtgaggta
tgtogtgoca
ggogototte
taattaatag
ctgtaaceeg
tgtoctgggtg
ctggoatoca
agttcatagyg
acgggcacaa
ttgacccacg
gatttggaaa
gactaataag
acttcttaaa

gtttogacgy
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gagggotgat
cgaaaagttg
gatcgttaat
ttattatega
cttgggoggo
ctttaccagt

taggagtgge

gtattctoac
ttggagactc
tttotttota
aacttgagaa
aaaaaaatca
tttocgacgaa
gtaattaacg
tttgaagtgg
gaaacatttt
cttggegtaa
acacaacata
actcacatta
gotgoattaa
acgagotoagt
tagtgatttt
tacatgocca
aacagtttat
gaaaaaaaaa
tocattoteot
cotcaatgga
catgtatota
aagctgaaaa
tatataasaga
ttotactttt

attetagact

ggtatotaac
totagoogat
taaaccttte
cagatcteet
ttcoaaatca
aatgatatca
goggatttge
gtettottca
tgacatcgge
atgagoaaga
attgaagaco
aaaaaaaaat
gaaaaagaaa
acacoctaga
tacggogatg
gaagotatga
tocatggtoat
ggagooggaa
attgogttge
tgaatoggoo
ttatcattat
cctaacttta
aaataggggg
tococtggoate
gaatoocage
tagogoaact
gtgatgcaac
totoatttte
aaaaggttga
cggtaggtat
atagttagte

cactataggyg
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atttctgaac
tgcaatooet
CadACCaAacCag
tteaatteat
tgaattgaac
atagectteote
acttgtagta
goaccttgat
ocgocctttag
agtaazaaaa
gtttattaac
tttcaagaaa
cgaggcggtc
ggaagaaaga
cgoggagtog
gotocagott
agotgtttoe
goataaagtg
gotcactgoo
aacgycgoggy
caatactege
tttagtcaaa
cgggttacac
cactaaatat
accaaaatat
acagagaaca
ctgoctggag
ttacaccttao
aaccagtteoo
tgattgtaat
ttttttttag

cacgggegte

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4300

4860

4320

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5780

5820



gacatggatt
gtgaggatgg
ccaagtgttt
ttggactggg
ccagatgaga
taccctcaaa
gtttatattg
tttteateceg
tttggtaaat
attaaaagta
aaaatcttag
tctggtgaaa
ccecattacaa
taagettggt
cctgaagtct
atatttcaaa
aaaaccttge
caacgcgcgg
tcgeoctgaget
cggttatcca
aaggccagga
gacgagcatc
agataccagg
cttaccoggat
cgctgtaggt
cccecegtte
gtaagacacg
tatgtaggcg
acagtatttg
tcttgatecyg
attacgcgca

gctcagtgga

ttcacctaga

ttacaaagee
aagacagtat
acgaagctaa
cattgagtaa
ccccattett
tettggeaca
aaaagataat
ttgeaactag
ttgttgcaga
aggatgtaga
aaagattgac
ggaggattac
aagqaagtaga
acogeggeta
aggtccctat
tttttetttt
ttgagaaggt
ggagaggegyg
cggtegtteg
cagaatcagg
accgtaaaaa
acaaaaatcg
cgtttecece
acctgtacge
atctcagttc
agoccgaceyg
acttategee
gtgctacaga
gtatctgcge
gcaaacaaac
gaaaaaaagyqg
acgaaaactc

tecttttaaa

agaaacggtt
tatttttaaa
tcaccctgga
tcttgagata
cccagacaag
atatgctcea
accoctgata
agacattgag
ggctaaattt
aggaattatg
taaaaaggct
toocogaatat
ggttgaatat
gotaagatce
ttattttttt
ttttetgtac
tttgggacge
tttgegtatt
getgeggoga
ggataacgca
ggccgegttyg
acgctcaagt
tggaagctee
ctttetacot
ggtgtaggtc
ctgogectta
actggcagea
gttottgaag
tctgectgaag
caccgetggt
atctcaagaa
acgttaaggg

ttaaaaatga
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ttaaacctac
ttcatagaaa
ttagagattc
gcacattcta
attcaaaaat
gaagtaaact
tectaagaggg
tgtetacaat
caatctgata
zaaaatataa
gaagtttacg
ttggttaaaa
ctattgagaa
gcteotaaceg
atagttatgt
agacgegtgt
tecgaagatce
gggcgctett
gcggtatcag
ggaaagaaca
ctggegtttt
cagaggtgyc
ctegtgeget
tegggaageg
gttegectoca
tocggtaact
gccactggta
tggtggeocta
ccagttacct
ageggtggtt
gatcctttga
attttggtea

agttttaaat

aaaatattag
gaagocattt
caaattttaa
ggatcagaag
catttcttec
acaatgataa
atggagatga
cagttgtcetag
tacctttgta
caaattctgce
gtgttgatec
tatataaaga
gattggaaga
aaaaggaagg
tagtattaag
acgeatgtaa
agctgcatta
ccegettecte
ctcactcaaa
tgtgageaaa
tecatagget
gaaacccgac
ctectgttee
tggegettte
agctgggctg
ategtettga
acaggattag
actacggcta
tcggaaaaag
tttttgttty
tcttttctac
tgagattatc

caatctaaag
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agatgaattg
tgccacatge
aggctcgttt
atttgaatce
ttcaattaat
gataaagaaqg
caagaacaat
aagaatacat
cactaaatta
tgtggaagag
aaccaacgaa
aattgtaata
atgactegaqg
agttagacaa
aacgttattt
cattatactyg
atgaatcgge
gctcactgac
ggcggtaata
aggecagaaa
cocgeccecet
aggactataa
gaccctgeeg
teatagetea
tgtgcacgaa
gtcocaacceg
cagagegagg
cactagaagg
agttggtagc
caagcagcag
ggggtctgac
aaaaaggatc

tatatatgag

5880

5940

€000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

1260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800



taaacttggt
ctatttegtt
ggcttaccat
gatttatecag
ttateccgect
gttaatagtt
tttggtatgg
atgttgtgea
gcecgcagtgt
teccgtaagat
atgcggcgac
agaactttaa
ttaccgetgt
tettttactt
aagggaataa
tgaagcattt
aataaacaaa
tgtgctteoat
tctgagctge
aatctgtget
aagaatetga
caaagaatct
aacaaagcat
taactttttg
tcttccataa
ggtgcatttt
atactttgtg
cggtttctte
ttttcgattc
gagataaaca
gatgggtagg

aatgtttgtg

ctgacagtta
catccatagt
ctggccceag
caataaacca
cecatccagte
tgcgcaacgt
cttcattcag
aaaaageggt
tatcactcat
gettttotgt
cgagttgete
aagtgcteat
tgagatcecag
teaccagegt
gggcgacacg
atcagggtta
taggggttcc
tttgtagaac
atttttacag
tecatttttgt
getgeoatttt
atacttcttt
cttagattac
cactgtaggt
aaaaagcctg
ttcaagataa
aacagaaagt
tattttgtct
actctatgaa
taaaaaatgt
ttatataggg

gaagcggtat

ccaatgetta
tgcctgacte
tgctgceaatg
gocagecogga
tattaattgt
tgttgccatt
cteccggttec
tagetootte
ggttatggea
gactggtgag
ttgeceeggeg
cattggaaaa
ttcgatgtaa
ttetgggtga
gaaatgttga
ttgtctcatg
gcgcacattt
aaaaatgcaa
aacagaaatg
aaaacaaaaa
tacagaacag
tttgttctac
tttttttetce
cecgttaaggt
actccacttc
aggcatcccce
gatagegttg
ctatatacta
tagttcttac
agaggtegag
atatagcaca

tegcaatatt
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atcagtgagg
ccegtegtgt
ataccgcgag
agggccgage
tgccgggaag
gctacaggca
caacgatcaa
ggtecteooga
gcactgcata
tactcaacca
tcaatacggg
cgttettegg
cccactcgtg
gcaaaaacag
atactcatac
agcggataca
ccccgaaaag
cgcgagageyg
caacgcgaaa
tgcaacgcga
aaatgeaacg
aaaaatgcat
ctttgtgcge
tagaagaagg
ccgegtttac
gattatattc
atgattette
cgtataggaa
tacaattttt
tttagatgea
gagatatata

ttagtagcte

cacctatete
agataactac
acccacgete
gcagaagtgg
ctagagtaag
tcgtggtgtc
ggcgagttac
tegttgteag
attctettac
agtcattctg
ataatacecgce
ggcgaaaact
cacccaactg
gaaggcaaaa
tcttoctttt
tatttgaatg
tgccacctga
ctaattttte
gcgctatttt
gagcgctaat
cgagageget
cocgagageqg
tctataatge
ctactttggt
tgattactag
tataccgatg
attggtcaga
atgtttacat
ttgtctaaag
agttcaagga
gcaaagagat

gttacagtcc
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agcgatctgt
gatacgggag
accggcetcea
toctgeaact
tagttegeea
acgctcgtcg
atgatcccee
aagtaagttyg
tgtcatgecea
agaatagtgt
gccacatagce
ctcaaggatc
atcttcagca
tgeccgcaaaa
tcaatattat
tatttagaaa
acgaagcatc
aaacaaagaa
accaacgaag
ttttcaaaca
attttaccaa
ctatttttct
agtctcttga
gtctatttte
cgaagctgeg
tggattgcge
aaattatgaa
tttecgtattg
agtaatacta
gcgaaaggtg
acttttgage

ggtgegtttt

7860
7820
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8240
2000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660

9720



10

tggttttttg
tatactttet
cgcttccgaa
atctgegtgt
ttaaatgegt
tgatattatc
ttctatatge
tgatattgga

tatcacgagg

<210> 178
<211> 9668
<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> vector

<400> 178
tcgecgegttt

cagcttgtet
ttggcgggtyg
accataaatt
gaacacggca
ttactcttgg
tttttttttt
atgaattata
aggcaagata
atgaaaccaa
cgatcttece
ttaacgteca
ccggctggte
ctgaagactg
taaaaaggtt
atctttcgaa
atctctettg
cectcecacgt

aggctettge

aaagtgecgteo
agagaatagyg
aatgcaacgc
tgectgtata
acttatatge
ccattccatyg
tgccactcect
tcatactaag

ccettteogte

cggtgatgac
gtaagcggat
tcggggetgy
cccgttttaa
ttagtcaggg
cctcctctag
cccctagegg
cattatataa
aacgaaggea
gattcagatt
agaaaaagaqg
cacaggtata
gctaatcogtt
cgggattget
tggatcagga
caggccgtac
cgagatgatc
tgattgtctg

ggttgccata

ttcagagecge
aacttoggaa
gagctgegeca
tatatataca
gtcetatttat
cggggtateg
caattggatt

aaaccattat

ggtgaaaacec
gcecgggagea
cttaactatg
gagcttggty
aagtcataac
tacactctat
atgactcttt
agtaatgtga
aagatgacag
gcgatctett
gcagaagcag
gggtttetgg
gagtgcattg
ctcggtcaag
tttgegeett
gcagttgtcg
ccgecatttte
cgaggcaaga

agagaagcca
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ttttggtttt
taggaactte
catacagctc
tgagaagaac
gtaggatgaa
tatgetteot
agtctcatcc

tatcatgaca

tctgacacat
gacaagcceg
cggcatcaga
agcgctagga
acagtccttt
atttttttat
ttttttetta
tttcttecgaa
agcagaaage
taaagggtgg
tagcagaaca
accatatgat
gtgacttaca
cttttaaaga
tggatgagge
aacttggttt
ttgaaagett
atgatcatca

ccteogeccaa

caaaagecgct
aaagcgtttc
actgttcacg
ggcatagtge
aggtagtcta
tcagcactac
ttcaatgcta

ttaacctata

gcagcteoecg
tcagggegeyg
gcagattgta
gtcactgcca
cccgcaattt
gcctcggtaa
gcgattggeca
gaatatacta
cctagtaaag
tecectageg
ggccacacaa
acatgotetg
catagacgac
ggccctactg
actttccaga
gcaaagggag
tgcagaggct
ccgtagtgag

tggtaccaac
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ctgaagttec
cgaaaacgag
tcgcacctat
gtgtttatge
gtaccteoctg
catttagetg
tcatttcctt

aaaataggcg

gagacggtca
tcagcgggtyg
ctgagagtge
ggtatcgttt
tctttttcta
tgattttcat
ttatcacata
aaaaatgagc
cgtattacaa
atagagcact
tcgcaagtga
gccaageatt
catcacacca
gcgegtggag
geggtggtag
aaagtaggag
agcagaatta
agtgegttea

gatgttcect

9780

9840

9500

9560

10020

10080

10140

10200

10220

60

120

180

240

300

360

420

430

540

600

660

720

780

840

800

960

1020

1080

1140



coaocadagqg
atacatgtgt
actgaagatyg
cottttttet
gaaatacege
tttbtgttaaa
aaatoggoaa
cagttbggaa
ceghtotatea
cgaggtgceg
ggggaaagoo
gggogotgge
cgoecgotaca
gatoggtgog
tgagaaagca
acctaagagh
aaaatcataa
atttgacect
attggagact
togtcateet
taacaccact
accttoctoog
gaataaaacyg
caacttttte
tggatgagoa
agttaagcoat
agtcaaacca
ttgagcagea
tacaattacg
atottotgat

agcaccggey

acaaccttga

tgttcttatg
atatatgtat
acaaggtaat
ttttgetttt
acagatgegt
attocgogtta
aatcocottat
caagagtoca
gggcgatggs
taaagcacta
ggegaacgtg
aagtgtagog
gggcgegtog
ggectottog
acctgaccta
cactttaaaa
atcataagaa
tttoccatett
tgaccaaaca
tgtaatocat
gtotocasttyg
gttgtggett
caggcagags
ttetctaagt
atccaaaaca
ttttogatgt
actteteteca
gaaactaatt
goggaagatc
ggacctobga
ttattttetg

tgatacaaca

tagtgacacc
acctatgaat
geatoattet
tettttbttt
aaggagaaaa
aatttttgtt
aaatcaaaag
ctattaaaga
ecactasgtyg
aatoggaaco
gogagaaagg
gtoacgotge
cgoccattoege
ctattacgec
caggaaagag
tttgbataca
attogottat
ttoegtaaatt
tectggogaag
cgatactagt
ttaagocagy
tttcacecctt
tcatgbtgeo
ttagttttgo
atgagttcoca
tttotgaaat
agtttoctge
gaaatagtgg
catogocaaa
aagttacgac
ccaaatcctt

taactottet
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gattatttaa
gtcagtaagt
atacgtgtea
totottgaac
taccgecateca
aaatcagoto
aatagacoga
aocgtggacte
aaccatcace
ctaaagggag
aagggaagaa
gogtaaccac
catteagget
agotgaattg
ttacteocaaga
cttattbbtt
ttagaagtgh
totggoaagy
aattgttaat
tocattagtta
accgaaacca
taaagacttc
atactctgat
ctocactgog
gtogottatg
taaggttggg
tatggoacog
tottteaatg
caatgottgt
agtgatttoa
agoagttota

aacagaggtc

agctgoagoa
atgtatacga
ttetgaacga
togacggate
ggaaattgta
attttttaac
gatagggtty
caacgtoaaa
ctaatcaagt
coocoogattt
agogaaagga
Cacacoogoo
gogoaacktgt
gagogaccte
ataagaattt
ttataactta
caacaacgta
tagacaagco
taagagctca
gtgacagttyg
aatagaacac
ttocteocatet
agaacgtgte
tctaaaattg
cocaatgggt
acattaggoo
goggaatttg
gacacatcag
cocgaccaaac
ctgoagacga
agcactgtac

tctaatooca
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tacgatatat
acagtatgat
ggogogettt
tatgeggtgt
aacgttaata
caataggoog
agtgttgtte
gogogaaaaa
tttttogggt
agagcttgac
gogggogota
gogettaaty
tgggaaggge
atgotatace
togttttaaa
tttaataata
totaccaacyg
gacaaccttyg
gatcttatog
gaacagagtyg
cogcaatotaa
catctagaat
ttgtagetto
ctggaccacc
caaaggotig
acaaatgaas
gaataaaagt
gatecgetgoc
tgtctagago
ctaaaacoot
ctooggogta

ataggttige

1200

12g0

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1320

1380

2040

2100

21g0

2220

2280

2340

2400

2480

25210

2580

2640

2700

2780

2820

2880

2340

3000

30860



tagtttataa
aatcttagat
tctaggtacc
acctatattt
catagattta
agttactctyg
tgttecaata
tacggatgea
aaaaaagact
caatcaatac
ctggttteaa
gtgtaagaaa
aggeaggtty
ctotgtagtt
tttggtgctg
ttagtggatg
aacccgcceccc
actaaataaa
gtattgataa
cgegttggee
gtgagcgeaa
ttatgcttec
acagctatga
tggagctcat
toccgegoate
tettecteta
gectegttte
ttgaaaattt
ataaacggtc
tttacttectt
catggcttct
ggctattggt

ctteagagtt

tcagcacctg
tttggttgte
tcggcetgtta
ggatgttcct
tcacaaattc
aaatagtaat
gecaatatgg
atgaattete
aactataaaa
ctacegtctt
cotttttttt
atgagataga
catcactcca
gegetaagag
ggattctttt
ccaggaataa
ctattttggg
gttaggaaaa
tgataaactg
gattcattaa
cgcaattaat
ggctcctatg
ccatgattac
agcttcaaaa
gocogtaccac
gggtgtegtt
ttttteotteg
tttttttgat
ttcaatttct
gctcattaga
gttgaagaaa
actgetacte

actaagtetg

gecatttcgac
ccecattectt
tgatttcttg
ctaacattte
tattaaactt
cagcgtaatce
ttgetggace
tagaatecgt
gtagaattta
tatatactta
cagottttte
tacatgegtyg
ttgaggttgt
aatggaccta
tttttctgga
actgtteace
catgtacggg
tcactactat
agctcggaag
tgcagctggce
gtgagttace
ttgtgtggaa
gccaagegey
tgttteotact
ttcaaaacac
aattaccegt
tegaaaaagy
ttttttetet
caagtttecag
aagaaagcat
ttagaaatgce
cagatcattg

aacatatgac
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accggaagtt
taaagctttc
tctaatattc
ttcagttaga
tttcttaagt
agattgataa
ttttgeecte
cgaaactaag
agaagtttaa
ttagtcaagt
caaatcagag
ggteoaattge
gecogttttt
tgaactgatg
tgccagctta
cagacagcta
ttacagcaga
taattattta
agcgeccaat
acgacaggtt
tcactcatta
ttgtgagcegg
caattaaccce
cettttttac
cgaageacag
actaaaggtt
caataaaaat
ttegatgace
tttcattttt
agcaatctaa
tcaaagagct
tgtttaccaa

tgaattgaag

gtacagaaaa
aaggctgegt
aaagatggtg
tgtatgtate
tctgteatat
acacagtgat
tgtgeattte
ttetggtgtt
gaaatagatt
aggggaataa
agagoagaag
cttgtgteat
tgectgttty
gttggtgaag
aaaagcggge
cgatgttata
attaaaaggc
cgtattcttt
acgcaaaccqg
tecccgactgg
ggcaccccag
ataacaattt
tcactaaagyg
tetteoecagat
catactaaat
tggaaaagaa
ttttatcacy
teccattgat
cttgttctat
tectaagtttt
aaaggtccag
tetgattacg

aaaaagttca
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ccaaatgtgt
ctctaecctag
ccatatatge
ttttetttat
gttcactttt
caggggtggo
tgaactccte
ttaaaactaa
tacagaatta
tttcagggaa
gtaatagaayg
catttactec
tgccectgtt
aaaacaatat
tccattatat
tattetgtgt
taattttttg
gaaatggoga
cctocteoceeg
aaagcogggea
gctttacact
cacacaggaa
gaacaaaagc
tttoteggac
ttooccotett
aaaagagacce
tttottttte
atttaagtta
tacaactttt
ctagaggatc
ctactatttt
ctgattacta

acagaatttg

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3800

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

45920

4980

5040



tgataaatet
tecaaacate
tgaagttcca
aaaatctaaa
tgattataaa
tcatcaaggt
taatgectggt
tocatotgaa
tgetgttatt
ttetgetget
agttggtttg
aaactgtttyg
gattgectcat
taagcaaaag
ttgtgttttg
tactggtgaa
aactgttgtt
cogoeggetag
ggtccctatt
ttttettttt
tgagaaggtt
gagaggcggt
ggtcgttcgg
agaatcaggg
ccgtaaaaag
caaaaatcga
gttteoceocect
cctgtcegece
tctcagttcg
goceogacege
cttatcgeca

tgctacagag

atgatcaaga
ggtgcttaca
aagttgggta
attacteatt
ttggetaatt
tgttatgctg
gctagagttt
gatgetttgg
gttggttcetg
caaactttta
actttecatt
actaaggott
ccaggtggtc
ttgaaggeta
tttattttgg
ggtttggatt
ttgcattcty
ctaagatoog
tattttttta
tttectgtaca
ttgggacget
ttgcgtattg
ctgcggcgag
gataacgcag
gcecogegttge
cgctcaagtce
ggaagcteoce
tttctocett
gtgtaggtcyg
tgegecttat
ctggcagcag

ttcttgaagt

aaagatacat
tggctecate
aagaagatge
tggttttotg
tgttgggttt
gtggtactgt
tggttgtttg
atteotttggt
atccagatat
ttecaaatte
tgtggccaaa
tegatecaat
cagctatttt
ctagacatat
atgaaatgag
ggggtgtttt
ttggtactga
ctetaacaga
tagttatgtt
gacgegtgta
cgaagatcca
ggcgctctte
cggtatcagc
gaaagaacat
tggegttttt
agaggtggcg
tegtgegete
cgggaagegt
ttegectcocaa
ccggtaacta
ccactggtaa

ggtggcctaa
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cecatttgact
tttgaacatc
tttgaaagct
tactacttet
ggaaacttot
tttgagaact
ttctgaaatt
tggtecaaget
ttctattgaa
tgetggtget
cgttccaact
cggtatctet
ggatgctgtt
cttgtetgaa
aaagaaatct
gtttggtett
ttctaattaa
aaaggaagga
agtattaaga
cgcatgtaac
getgeoattaa
cgcttecteg
tcactcaaag
gtgagcaaaa
ccataggecte
aaacccgaca
tectgttecg
ggcgetttct
gctgggcetgt
tegtettgag
caggattagc

ctacggctac

gaagaaatgt
agacaagaaa
ttgaaagaat
ggtgttgaaa
gttagaagag
gctaaagatt
actgttgtta
ttgtttagtg
agacecattgt
attgetggta
ttgatctctg
gattggaact
gaagctaaag
tacggtaaca
ttgaaggaag
ggtcecaggtt
tgactcgagt
gttagacaac
acgttattta
attatactga
tgaateggee
ctcactgact
gcggtaatac
ggccagcaaa
cgccecectg
ggactataaa
accctgoege
catagctcac
gtgcacgaac
tccaaccegg
agagcgaggt

actagaagga
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tggaagaaca
tcatcactge
ggggtcaacc
tgecaggtge
ttatgttgta
tggctgaaaa
cttttagagg
acggttotge
ttcaattggt
atttgagaga
aaaacatcga
ctttgttttyg
ttggtttgga
tgtettetge
gtaaaactac
tgactattga
aagcttggta
ctgaagtota
tatttcaaat
aaaccttget
aacgegegygg
cgctgegetce
ggttatccac
aggccaggaa
acgagcatca
gataccaggc
ttaccggata
gctgtaggta
cccoccgttca
taagacacga
atgtaggegg

cagtatttgg

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5540

6000

6060

6120

6180

6240

€300

€360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

63900

€960



tatctgeget
caaacaaacc
aaaaaaagga
cgaaaactca
ccttttaaat
tgacagttac
atcecatagtt
tggcecccagt
aataaaccag
catccagtct
goegeaacgtt
ttecatteage
aaaagcggtt
atcactcatg
cttttotgtg
gagttgetcet
agtgctcatc
gagatccagt
caccagcgtt
ggcgacacgg
tcagggttat
aggggttccg
ttgtagaaca
tttttacaga
catttttgta
ctgeattttt
tacttetttt
ttagattact
actgtaggtc
aaaagcctga
tcaagataaa
acagaaagtg

attttgtcte

ctgctgaage
accgctggta
tctcaagaag
cgttaaggga
taaaaatgaa
caatgcttaa
gcetgactec
gctgcaatga
ccagecggaa
attaattgtt
gttgeccattg
toeggttece
agctcctteg
gttatggeag
actggtgagt
tgeceggegt
attggaaaac
taegatgtaac
tctgggtgag
aaatgttgaa
tgtectcatga
cgcacatttc
aaaatgcaac
acagaaatge
aaacaaaaat
acagaacaga
ttgttetaca
ttttttetee
cgttaaggtt
ctccactteo
ggcatccceg
atagcegttga

tatatactac

cagttacett
gcggtggttt
atcctttgat
ttttggtcat
gttttaaatc
tcagtgaggce
cegtegtgta
tacegegaga
gggccgagey
gccgggaagce
ctacaggeat
aacgatcaag
gtccteccgat
cactgeataa
actcaaccaa
caatacggga
gttctteggg
ccactegtyge
caaaaacaqgg
tactcatact
gcggatacat
cccgaaaagt
goegagagege
aacgcgaaag
gcaacgcgag
aatgcaacge
aaaatgcatce
tttgtgeget
agaagaaggce
cgegtttact
attatattct
tgattettea

gtataggaaa
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cggaaaaaga
ttttgtttge
cttttectacg
gagattatca
aatctaaagt
acctatctca
gataactacg
cccacgctea
cagaagtggt
tagagtaagt
agbtggtgtea
gocgagttaca
cgttgtcaga
ttetettact
gtcattctga
taataccgeg
gcgaaaactc
acccaactga
aaggcaaaat
cttecttttt
atttgaatgt
gccacctgaa
taatttttea
cgeotatttta
agcgctaatt
gagagegeta
ccgagagege
ctataatgea
tactttggtg
gattactagc
ataccgatgt
ttggtcagaa

tgtttacatt

gttggtaget
aagcagcaga
gggtetgacy
aaaaggatct
atatatgagt
gcgatctgte
atacgggagg
ceggcetcocag
cctgeaactt
agttcgccag
cgotegtegt
tgatccceoca
agtaagttgg
gteatgeocat
gaatagtgta
ccacatagea
tecaaggatct
tettoageat
gecgcaaaaa
caatattatt
atttagaaaa
cgaagcatct
aacaaagaat
ccaacgaaga
tttcaaacaa
ttttaccaac
tattttteta
gtcoteottgat
tctattttet
gaagctgegg
ggattgcgca
aattatgaac

ttegtattgt
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cttgatcegy
ttacgecgecag
ctcagtggaa
tcacctagat
aaacttggtc
tatttegtte
gcttaccatc
atttatcagc
tatcegeete
ttaatagttt
ttggtatgge
tgttgtgeaa
ccgecagtgtt
cogtaagaty
tgecggegace
gaactttaaa
taccgectgtt
cttttacttt
agggaataag
gaagcattta
ataaacaaat
gtgcttcatt
ctgagetgea
atotgtgott
agaatctgag
aaagaatcta
acaaagcatc
aactttttge
cttccataaa
gtgcattttt
tactttgtga
ggtttettet

tttcgattca

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

8760

8820

8880

8940



10

ctctatgaat
aaaaaatgta

tatataggga
aagcggtatt
aagtgcgtct
gagaatagga
atgcaacgceg
gectgtatat
cttatatgeg
cattccatge
geecacteoete
catctaagaa
ctttogto

<210> 179

<211> 13130
<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> vector

<400> 179
tcgcgegttt

cagcttgtet
ttggcgggtg
accataccac
ggtttetttyg
agcacagact
cagtatteott
cgaaagctac
ttaatatcat
aggaattact
tggatatctt
ccaagtacaa
aattgcagta

acggtgtggt

agttcttact
gaggtcgagt
tatagcacag
cgcaatattt
tcagagcgcet
acttcggaat
agctgegeac
atatatacat
tctatttatg
ggggtatcgt
aattggatta

accattatta

acaatttttt
ttagatgcaa
agatatatag
tagtagectcg
tttggttttce
aggaacttca
atacagctca
gagaagaacg
taggatgaaa
atgcttectt
gteotcatect

tcatgacatt

tgtctaaaga
gttcaaggag
caaagagata
ttacagtccg
aaaagcgctce
aagegtttece
ctgttecacgt
gcatagtgeg
ggtagtctag
cagcactace
tcaatgctat

aacctataaa
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gtaatactag
cgaaaggtgg
cttttgagca
gtgegttttt
tgaagttcct
gaaaacgagce
cgoacctata
tgtttatget
taccteoctgt
ctttagctgt

cattteoecttt

aataggcgta

agataaacat
atgggtaggt
atgtttgtgg
ggttttttga
atactttcta
gcttecgaaa
tetgegtgtt
taaatgegta
gatattatcc
tctatatget
gatattggat

tcacgaggcc

cggtgatgac
gtaagcggat
tcggggctgg
agcttttcaa
agattttttt
tagattggta
aacccaactyg
atataaggaa
gcacgaaaag
ggagttagtt
gactgatttt
ttttttacte
ctctgegggt

gggccocaggt

ggtgaaaacc
gcegggagea
cttaactatg
ttcaattcat
gatteggtaa
tatatacgea
cacagaacaa
agtgotgeta
caaacaaact
gaagcattag
tccatggagg
ttcgaagaca
gtatacagaa

attgttageg

tctgacacat
gacaagcccg
cggcatcaga
catttttttt
tcteocgaaca
tatgtagtgt
aaaccotgoag
ctecatectag
tgtgtgcttc
gtcccaaaat
gcacagttaa
gaaaatttgc
tagcagaatg

gtttgaagca

gcecagctcocecg
tcagggegeg
gcagattgta
ttattctttt
gaaggaagaa
tgaagaaaca
gaaacgaaga
tocctgttget
attggatgtt
ttgtttacta
gccgctaaag
tgacattggt
ggcagacatt

ggcggcagaa
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gagacggtca
tcagegggtyg
ctgagagtgc
ttttgattte
cgaaggaagyg
tgaaattgce
taaatcatgt
gcecaagetat
cgtaccacca
aaaacacatg
gcattatccg
aatacagtca
acgaatgcac

gaagtaacaa

60

120

180

240

300

360

420

4380

540

600

660

720

780

840

92000

2060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

2660

9668



aggaacctag
gagaatatac
ttattgctca
ceggtgtggg
atgtggtctc
gggatgctaa
gatgeggeca
atttgtaaaa
caatttaatt
agaaaatacc
tttgttaaat
caaaagaata
taaagaacgt
tacgtgaace
ggaaccctaa
gaaaggaagyg
cgctgegegt
gacattecagg
ccagctgaat
agttactcaa
cacttatttt
atttagaagt
tttctggeaa
agaattgtta
ttcaagcaat
tcaaattett
tetetaacga
gcagtaccat
agttcttectt
tcaccattgg
gtagcgctac
aaatcttttt

ttttttgcaa

aggcettttg
taagggtact
aagagacatg
tttagatgac
tacaggatct
ggtagagggt
gcaaaacgct
aactgtatta
atatcagtta
geatcaggaa
cagctcattt
gaccgagata
ggactccaac
atcaccctaa
agggagcccc
gaagaaageyg
aaccaccaca
ctgoegcaact
tggagcgace
gaataagaat
ttttataact
gtcaacaacg
ggtagacaag
attaagagct
ccataagtgg
cacctgggct
atctgtacaa
tteecgtatge
caaaggcacc
ataaagegtg
atggatcgtc
cacagaatct

cetgtgatac

atgttagcag
gttgacattg
ggtggaagag
aagggagacg
gacattatta
gaacgttaca
tgtaaaaatt
taagtaaatg
ttaccctatg
attgtaaacg
tttaaccaat
gggttgagtg
gtcaaagggce
tcaagttttt
cgatttagag
aaaggagcegyg
cocgeogege
gttgggaagy
tcatgctata
tttogtttta
tatttaataa
tatctaccaa
ccgacaacct
cagatcttag
atctatcaac
aacgactttt
agggtacgac
ggctctagea
tatcttttgy
atctacaata
aacgtaagta
tgatgggtge

ggtatttttc
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aattgteatg
cgaagagcga
atgaaggtta
cattgggtca
ttgttggaag
gaaaagcagg
ggttttette
catgtatact
cggtgtgaaa
ttaatatttt
aggcoogaaat
ttgtteecagt
gaaaaaccgt
tggggtegag
cttgacgggg
gegetagygge
ttaatgegec
gegateggtyg
cctgagaaag
aaacctaaga
taaaaatcat
cgatttgacc
tgattggaga
cagattggaa
tttocctoge
tcaccagtta
ctacactcott
gettegactt
aatattgaag
acttgtetea
aatacttgtt
aattcaccat

actgtetgte

caagggctcce
caaagatttt
cgattggttg
acagtataga
aggactattt
ctgggaagca
tttgtctcat
aaactcacaa
tacecgecacag
gttaaaattc
caggcaaaate
ttggaacaag
ctatcagggce
gtgcegtaaa
aaagccggeg
getggeaagt
gctacaggge
cgggectett
caacctgacc
gtcactttaa
aaatcataag
cttttccate
cttgaccaaa
taggtgcacc
acatagctgt
gtaatttggt
tgattctatt
cctttggtaa
taacggcatt
atctctgeat
ctctatctac
tgatacctgt

tcaaattctc
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ctatctactyg
gttatecggcet
attatgacac
accgtggatg
gcaaagggaa
tatttgagaa
tttgttatte
attagagett
atgcgtaagg
gogttaaatt
ccttataaat
agtccactat
gatggcccac
gcactaaatce
aacgtggcga
gtagcggtea
gocgtccatte
cgctattacg
tacaggaaag
aatttgtata
aaattcgctt
ttttcgtaaa
cctectggega
attcecactet
gaataccttg
tcccaactet
tggtatagygy
aactgcoctte
tttctcagtt
caatggataa
aacttttaat
agttagaacc

ttocaagtgt

900

360

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1380

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820



ctcaaatcta
tcaacggeoct
tgtbgttogy
caatagottyg
gatgoggtea
tgggoaaaca
cotatgoggtyg
agtggattat
acttcaattt
ggtttttgea
tocaaaatgt
tgggtoaagt
aaaacttegg
ctgoegacag
cocagttgaaa
coagtggoct
aaatcacogo
aatagtgaag
gtgttcacec
teoctttgtat
gtgocatttt
tetgtgeoct
cttgtttetg
cctatcgtea
ttottaactt
ggatotgeaa
attgottcaa
aaaactaaaa
cagaattaca
tocagggaact

aatagaaggt

tttactcocag

aggectggoa
ogottgtittt
ctgattgtac
ccattgotat
gattegaagyg
ttaatttgoo
taccctggaa
agttaacaga
gagggocaag
aagggtocat
gotocatgat
gatcagtaaa
ccaaaactge
egotgecatt
taccagottt
ttgaattagy
tggoagttat
tgatggocte
taacaagoat
taccgaaaat
tagttotteot
tgttcatact
caagttotac
atgtctogeoe
catococagatg
gagttttbgt
tttggtocat
aaaagactaa
atcaatacct
ggtttocaacc
gtaagazaat

geaggttgea

tatacccact
tcttgatgaa
atgagaggtt
ctocagcacet
caaaccgtta
aattgogget
attgoctoca
gttgatotot
ccattgtggg
ttoatgaaco
agctgotget
ctoaggtttt
ttgtacgtta
cacoagggoet
ctocaaatget
tottooegtt
tgttoctett
aagaatttca
agoagotott
acoggogtta
atgagaggta
ttecatgace
cttcactgaa
goctagattt
gotaccttte
cgttanggon
tttgtatcta
ctataaaagt
acocgtottta
ttttttttoa
gagatagata

tcactocatt
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aaaaatgttg
atcaggoocoa
actgggttgg
ttgaaaccat
ttgtagaagt
atggcoaagoo
tgtattgoot
ctttotatag
gatgtectta
ttetgggota
tocaatttgte
ccactcatga
gottoaaaca
aaaccttectk
tocttagogg
aataagootyg
Bagggoaaay
aaccttatte
gttgoogatt
aggaateotga
goaccaaago
caatctgatyg
cogecaacyy
acgactggto
atotggtoag
accttggbot
gaatcegtog
agaatttaag
tatacttatt
gotttttoca
catgegtggg

gaggttgtge

tggacattaa
aagaattaac
ctagatattyg
aatcaagact
cattgaccaa
tggtattate
tattoctoga
actttgtage
aagecatatet
acttocatgta
ctgggtgatg
cttoggoaaa
acaccatgga
tgggttgoaa
ttaaggatteo
cgatatatga
aaggagaaat
cagagtaacc
ggggtaatgt
tecagttctgt
ctgtggtaac
aagoccttaac
togaaatage
ttetgtatte
ctgocagaco
tttoaccace
aaactaagtt
aagtttaaga
agtcaagtag
aatcagagag
toaattgoct

eogttbbtty
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tttaaggata
atcctgattg
cagototgaa
agggttagaa
tteagaaaat
catactgact
cacatcaata
tegtotaatte
atcttgtttg
gotagagoog
ttttaacctg
aattgoggac
tgocatacog
atcaaagaaa
toogteotgga
Bagggyaace
ghtgtggtte
ttgoaacaaa
atggoaagtt
ttgoaaagea
gocataggaa
tooggotota
agotacetgt
ctcaaccato
coaattocaaa
aoogoatage
cbggtgtttt
aatagattta
gggaataatt
agcagaaggh
tgtgtcatea

eotgtttgty

2880

2340

3000

3080

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3300

39860

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740



ceccctgttet
aacaatattt
cattatattt
ttctgtgtaa
attttttgac
aatggcgagt
tcteceegeg
agegggoeagt
tttacacttt
cacaggaaac
acaaaagctg
tcteggacta
cccetettte
aagagacoge
tetttttett
ttaagttaat
caactttttt
agatacaaaa
ctggaaaagt
ttaagaggta
tggttgeaag
ggtgaccttt
ttgactaagg
gtgtttgata
tggagaaaaa
aatagagaag
gattecggeca
atgttcagaa
cttaaggectt
gactttatte
aaggatagga
tcttecaage

gaacaaaaag

ctgtagttge
tggtgctggg
agtggatgce
cccgecccect
taaataaagt
attgataatg
cgttggecga
gagogoaacyg
atgctteoegg
agctatgacc
gagctcatag
cgoegcatege
ttectctagy
ctegtttett
gaaaattttt
aaacggtcectt
tacttecttge
tggaacagaa
cacttattgc
agaaactaaa
tgggcgatga
tecttgeottag
aggtettatt
tttteactgg
tgagaagaat
gttgggagtt
caaagggtat
ttatgtttga
tgaatggtga
caatcttaag
ggatcgetct
ccacaggttce

gtgaaattaa

gectaagagaa
attctttttt
aggaataaac
attttgggca
taggaaaatc
ataaactgag
ttcattaatg
caattaatgt
cteocctatgtt
atgattacge
cttcaaaatg
cgtaccactt
gtgtcgttaa
tttottegte
tttttgattt
caatttcteca
tcattagaaa
gttgatttece
tgtatttgtg
actaccteoct
tttgaatcac
aatgggtcaa
aacgcaaggce
taaaggtcaa
catgacegta
tgaggcaget
agtactaaga
cagaagattt
aagatcgaga
accatttttyg
tttcaagaag
ggaaggttta

cgaagataat
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tggacctatg
tttetggatg
tgttcacceca
tgtacgggtt
actactatta
cteggaagag
cagctggeac
gagttaccte
gtgtggaatt
caagcgegea
tttetactec
caaaacaccc
ttaccecgtac
gaaaaaggca
ttttetettt
agtttcagtt
gaaagcatag
gaagaagacc
gcagttattc
ggtoccatoc
agaaatttgg
aggaatttgy
gttgagtttg
gatatggttt
ccattettta
tecegtagtgy
adaaagactac
gaaagtgaag
ttggctcaaa
agaggetatt
tactttgtgg
aaatgtgcaa

gttttgtaca

aactgatggt
ccagcttaaa
gacacctacy
acagcagaat
attatttacg
cgcccaatac
gacaggttte
actecattagg
gtgagecggat
attaaccctc
ttttttacte
aagcacagca
taaaggtttg
ataaaaattt
cgatgaccte
tecatttttet
caatctaatce
tegagatgga
tagccacggt
ccataccaat
tagactatge
tagtggttag
getecagaac
ttacagttta
ctaacaaqgt
aagacgtaaa
aattgatgat
atgacccottt
gtttcgaata
tgaaaatttyg
acgagagaaa
ttgatcatat

ttgtagaaaa
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tggtgaagaa
aagcgggctc
atgttatata
taaaaggcta
tattetttga
goaaacogeo
ccgactggaa
caccacagge
aacaatttea
actaaaggga
tteccagattt
tactaaattt
gaaaagaaaa
ttatcacgtt
ccattgatat
tgttctatta
taagttttet
tttgttattyg
tatttectaaa
ttttggtaat
taagaagtte
ctcacctgat
tagaaatgtt
cggtgageac
tgttcaacaa
gaaaaatccea
gtacaacaat
gttcctgaga
taattacggt
ccaagacgte
gcaaataget
tttagaagect

tatcaatgtyg

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5540

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720



getgeaatag
ccagaaatac
gttacagaac
agattgagaa
gecggttatg
aatccaaaca
tctcatgttg
tegtgtecag
caaaattttg
ggacaattct
ggtggtgete
gaaaatttet
catccaggtg
gtegatateg
gttgacaaga
aaaggtgcta
ctaaagccat
actatattet
gaagcaaaag
gcecgatgatg
gocacctacg
gaaggtaatg
aacagacagt
caaggtgctc
gactttactg
ggtgacactg
catgattcag
gtttttgacg
ccagaaagtyg
tacgaaacag
getttgaggt

gacggaactc

aaacaacctt
aatctaaact
ctgatttgea
tggetattea
atattccage
gttggaaaaa
aagccaacgg
gaataatact
agttgctace
cattgcatat
taggtcctaa
ggattateat
gtgatgaaat
gteoattotga
ccagtgagcg
ttctagttgg
tagttatcaa
teggeoaccea
ctagatatga
acgaatacga
gegacggtga
acagaggaga
acgagcattt
aaaggttagt
cttggagaga
ctgttgctac
aagacgccaa
cacaacatce
acaggtcatg
gtgaccatgt
tattggatat

caatatcaag

atggtcaata
gagaaacgag
taagttacce
tottotagtt
agaaagtaag
gcctgaagaa
aaatgacttc
agccttacea
accaccogga
tttgaatcat
agtttacagt
cgatgacaaa
tataatggat
cgaageattg
cgtttctgtg
taggaggagc
acctagagaa
aacaggtaca
aaagacgaga
agaaaaattg
accaacagat
atggctgaag
taataaggtc
gcaggtgggce
agccttgtgg
ccectacact
attcaatgat
atacaaagct
tatacatttg
cggagtactt
gtcaccagat

ctcgecttcocee
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gaatggggta

ctagataccg
tacttgcaag
ceteatatga
attttagtaa
ttcagacctg
agatatgtac
atattgggta
caatcgaaag
tccattatag
taccaagaag
gtttacgatg
ttgggtggte
agactactga
gaaaaggtat
ggttcgggea
gaggaaattg
gectgaaggtt
ttcaaaattg
aagaaagaag
aatgeoagecaa
aatttgaaat
gctaaggttg
ttgggtgacg
cctgaattag
gcagcagtecc
attaacatgg
aatgttgetg
gaatttgata
tgegataatt
acttacttct

ccteccattec

ttgetgaatt
ttttaggtce
ctgtggttaa
acctacatga
atgcatggtg
aaagattctt
cttttggcgt
tcacaattgg
tcgatactte
tcatgaaacc
ttgcegaaca
tttcteaatt
aagatgctac
aaggtttata
ctacctctga
attcaaagag
acgatggaag
ttgctaagge
tcgatctgga
atgtcgeatt
ggttttacaa
atggtgtgtt
tagatgatat
atgatcaatg
atactateocct
tagaatatag
ccaacggtaa
ttaaaaggga
tcgectggtag
tgtcagaaac
cattgcatgc

ctccectgtaa
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ggtgaatcac
aggtgtccaa
agaaaccttg
tgetaaactg
gttggecaac
cgaagaggaa
tggcagaaga
taggatggtt
agagaaagga
cagaaattgt
caatggccca
caaagatgaa
agaaagcttt
cattggtgac
aaaccaaagt
ggttgaacca
gaagaaagtc
tctaggagaa
tgactatgcc
tttcttectt
gtggtttact
cggccttggt
acttgttgaa
tattgaagat
tagagaagaa
agtctcaatc
cggttacace
acttcacacc
tggtttgact
tgttgatgaa
agaaaaagaa

cttaagaaca

€780

6840

6300

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7520

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640



gccctaacta
gcagcceacy
ggtaaagatg
gotgagttte
ttgeagccta
gtgacatgtg
tctacetgga
atttteagtaa
atcggtecag
gtggagagtg
atggacttta
ttgagtgttg
gacaaggett
gacgctaaag
ggtagcatgg
tatectgagag
aaggagttag
taagaacgtt
gtaacattat
tcagttacgt
geggtateag
ggaaagaaca
ctggegtttt
cagaggtgge
ctcgtgeoget
tecgggaageg
gttegeteca
tceggtaact
gccactggta
tggtggecta
ccagttacct
agcggtggtt

gatcetttga

gatatgcttg
catccgatce
aatacagtaa
caagtgctaa
gattttatte
ctectggteta
tgaaaaatgc
gacaatataa
gtactggttt
gagttgaatt
tetacgaaga
cattcageag
ctgatatctyg
gaatggcetag
attcaacaaa
atgtatggta
acaacctgaa
atttatattt
actgaaaacc
tatettcocte
ctoactcaaa
tgtgagcaaa
tcecatagget
gaaacccgac
cteoetgttee
tggegettte
agetgggetg
ategtcttga
acaggattaqg
actacggcta
tcggaaaaag
tttttgtttg

tettttetac

tttactgtct
taccgaagct
gtgggtagtg
acctectetyg
catatccteca
cgaaaagatg
tgtaccctat
tttecaagtta
ggocccatte
gggtccttca
agaattgecag
ggaaggteca
gaatatgatt
agatgtteat
agcagagggc
aggtaccgeg
gtetaggteo
caaatttttc
ttgottgaga
gotcactgac
ggcggtaata
aggccagcaa
cegoccceect
aggactataa
gaccctgeog
teatagetea
tgtgcacgaa
gteocaacceg
cagagcgaqgy
cactagaagg
agttggtagc
caagcagcag

ggggtctgac
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tctccaaaga
gagagattaa
gagagccaaa
ggtgtatttt
tctccaaaaa
ccaacaggta
gaaaaatceg
ccaagegatt
agaggettet
gttttattet
agatttgttg
accaaagaat
tcccaaggtyg
agatcactga
tttgtaaaga
gctageotaag
ctatttattt
ttttttttet
aggttttggg
tegoetgoget
cggttatceca
aaggccagga
gacgagecatc
agataccagg
cttaccggat
cgetgtaggt
coccccgtte
gtaagacacg
tatgtaggecy
acagtatttg
tcttgatcceg
attacgcgea

gcteagtgga

aaagtgcttt
agcatttggce
gategetttt
tegetggtgt
ttgecgaaac
ggattcacaa
aaaattgtte
ctaaagtacce
tgcaagaaag
ttggttgtag
aaagtggtge
acgttcoaaca
cttatttgta
atacaatege
atcttcagac
atcegetcta
ttttatagtt
gtacagacgc
acgetcgaag
cggtoegtteg
cagaatcagg
accgtaaaaa
acaaaaatcg
cgtttececece
acctgtcocge
atctoagtte
agcccgaceg
acttategec
gtgectacaga
gtatctgege
gcaaacaaac
gaaaaaaagg

acgaaaactc
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ggttgcattyg
ttcaccagce
agaagtgatg
ggccccaaga
cagaattcac
gggtgtctgt
tagtgeacca
cattattatg
attggcttta
aaacagaaga
attggecegaa
caagatgatg
tgtttgtggt
acaagaacaa
aagcggtaga
accgaaaagyg
atgttagtat
gtgtacgcat
atgcaatgga
getgeggoega
ggataacgea
ggccgogtty
acgctcaagt
tggaagecteco
ctttctecet
ggtgtaggte
ctgegectta
actggcagea
gttcttgaag
tcoctgetgaag
caccgctggt
atctcaagaa

acgttaagyg

8700

8760

8820

8880

8940

2000

9060

9120

9180

9240

2300

9360

9420

9480

2540

9600

9660

9720

9780

9840

9300

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620



attttggteoa
agttttaaat
atcagtgagy
cocoegtagtgt
atacegogag
agggocgago
tgocgggaag
gotacaggoa
caacgatcaa
ggtoctcococga
goactgcoata
tactcaacca
tocaatacggg
cgttottegg
coccactegtg
goaaaaacag
atactoatac
agoggataca
cocogaaaag
cgogagagog
caacgogaaa
tgeaacgoga
aaatgoaacg

aaaaatgcat

cttbgtgege
tagaagaagg
cogogtttac
gattatatte
atgattectte
cgtataggaa
tacaattttt

tttagatgeoa

tgagattatao
caatctaaag
cagctateote
agataactac
acccacgete
goagaagbgg
ctagagtaag
tegtggtgte
ggegagttac
togttgtoag
attoctettac
agtoattotg
ataataceogo
ggcgaaaact
cacccaactg
gaaggcaaaa
tottootttt
tatttgaatg
tgocacoctga
ctaattttte
gogotattth
gagogetaat
egagagoget
coegagagog
totataatgeo
ctactttggt
tgattactag
tatacogatg
attggtcaga
atgtttacat
ttgtctaaag

agttocaagga

aaaaaggatec
tatatatgag
agogatotgt
gatacgggag
accggoctocea
toctgoaact
tagttegoca
acgoctogteyg
atgateccee
aagtaagttg
tgtoatgcoca
agaatagtgt
gocacatageo
ctoaaggate
atcttocagea
tgoogoaaaa
tcaatattat
tatttagaaa
acgaagoato
aaacaaagaa
accaacgaag
ttttcaaaca
attttaccaa
ctattktttet
agtoctottga
gtotatttteo
cgaagotgog
tggattgoge
aaattatgaa
tttogtattyg
agtaatacta

gegaaaggty
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ttoacctaga
taaacttggt
ctatttogtt
ggottacecat
gatttatcag
ttatocogoot
gttaatagtt
ttbggtatgy
atgttgtgoa
gocgoaghgt
toocgtaagat
atgoggogan
agaactttaa
ttaccgotgt
tottttactt
aagggaataa
tgaagoattt
aataaacaaa
tgtgottoat
tetgagotgo
aatctgtgot
aagaatctga
caaagaatet
aacaaagcat
taactttttg
tottocatas
ggtgoatttt
atactttgtg
ocggtttotte
ttttegatto
gagataaaca

gatgggtagy

tocttttaaa
ctgacagtta
catcocatagt
ctggoccocag
caataaacca
cocatoocagte
tgogoaacgt
ctteattoag
aaaaagoggt
tatcacteat
gettttotgt
cgagtbtgote
aagtgctcat
tgagatccag
tcaccagcgt
gggegacacy
atcagggtta
taggggttee
tttgtagaac
atttttacag
toatttttgt
gotgoatttt
atacttettt
cttagattac
cactgtaggt
aaasagoctyg
ttcaagataa
aacagaaagt
tattttgtet
actotatgaa
taaaaaatgt

ttatataggg
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ttaaaaatga
cocaatgetta
tgoctgacte
tgotgeaatyg
gocagoogga
tattaattgt
tgttgocatt
ctooggttoo
tagctectte
ggttatggeoa
gactggtgag
thgoooggog
cattggaaaa
ttcgatgtaa
ttotgggtga
gaaatgttga
ttgtoctoatg
gogeacattt
aaaaatgcaa
aacagaaatg
ARAACIIIZR
tacagaacag
tttgttotac
tttttttoto
cogttaaggt
actocactto
aggcateoce
gatagegttg
ctatatacta
tagttcttac
agaggtcogag

atatagcaca

10680

10740

10800

10860

10920

10980

11040

11100

11180

11220

11280

11340

11400

11460

11520

11580

11640

11700

117&0

11820

11880

11940

12000

12060

12120

12180

12240

12300

12360

12420

12480

12540



10

gagatatata
ttagtagete
ttttggtttt
taggaactte
catacagete
tgagaagaac
gtaggatgaa
tatgcttect
agtctcatce

tatcatgaca

<210> 180
<211> 9308
<212> ADN

<213> artificial

<220>

gcaaagagat
gttacagtce
caaaagecget
aaagcgttte
actgttecacg
ggcatagtge
aggtagtcta
tcagcactac
ttcaatgcta

ttaacctata

<223> plasmido

<400> 180
tegogegttt

cagottgtet
ttggogggtg
accataaatt
gaacacggoa
ttactettgg
tttttttttt
atgaattata
aggoaagata
atgaaaccaa
cgatcttcoeoe
ttaacgtcca
coggotggte
ctgaagactyg
tasaaaggtt
atctttecgaa
atctotottg

coctocacgt

oggtgatgac
gtaagoggat
toggggotgg
coogttttaa
ttagtoaggg
cotecteotag
cocctagogg
cattatataa
aacgaaggca
gattcagatt
agaaaaagag
cacaggtata
gotaatoghtt
cgggattget
tggatcagga
caggcogtac
cgagatgatec

tgattgtotg

acttttgage
ggtgogtttt
ctgaagttee
cgaaaacgag
tegeacctat
gtgtttatge
gtacctcctg
cctttagcectg
tecattteett

aaaataggcg

ggtgaaaacc
googggagoa
cttaactatg
gagottggty
aagtcataac
tacactctat
atgactcttt
agtastgtga
aagatgacag
gogatotott
gocagaagcag
gggtttctgg
gagtgoattg
ctoggboaag
tttgogoctt
goagttgteg
cogoatttto

cgaggoaaga
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aatgttigtg
tggttttttg
tatactttct
cgetteegaa
atetgegtgt
ttaaatgegt
tgatattatc
ttctatatgc
tgatattgga

tatcacgagg

tetgacacat
gacaagooog
ocggcatcaga
agogot agga
acagteoottt
atttttttat
ttttttotta
tttottogaa
agoagaaago
taaagggtygy
tagcagaaca
accatatgat
gtgacttaca
cttttaaaga
tggatgagge
aacttggttt
ttgaaagott

atgatcatoa

gaagcggtat
aaagtgegte
agagaatagg
aatgcaacgc
tgcetgtata
acttatatge
ccattccatg
tgccactecct
tcatactaag

ccoctttegte

goagetocog
tcagggogeg
gcagattgta
gtoactgoca
coogeaattt
gecteggtaa
gogattggea
gaatatacta
cotagtaaag
tococtageyg
ggooacacaa
acatgoctctg
catagacgac
ggecctactyg
actttocaga
goaaagggag
tgocagaggot

cegtagtgag
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tcgcaatatt
tteocagagcge
aacttcggaa
gagctgegea
tatatataca
gtcetatttat
cggggtatcg
caattggatt

aaaccattat

gagacggtca
toagegggtg
ctgagagtgo
ggtatogtitt
totttttota
tgatttteoat
ttatcacata
aaaaatgago
ogtattacaa
atagagoact
togcaagtga
gocaageatt
catcacacca
gogogtggag
goggtggtag
aaagtaggag
agoagaatta

agtgcgttca

12600

12660

12720

12780

12840

122800

12960

13020

13080

13130

&0

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

g40

00

960

1020

1080



aggotottge
ccagccaaaqgg
atacatgtgt
actgaagatg
cottttttet
gaaatacogo
ttttgttaaa
aaatoggoaa
cagtttggaa
cogtctateca
ctgacctaca
ctttaaaatt
cataagaaat
tecatetttt
accaaaccte
taatocatog
ctocaattgtt
tgtggotttt
ggoagagoto
ctotaagttt
cocaaaacaat
ttoegatgttt
ttetetcaag
aactaattga
ggaagatcca
acctotgaaa
attttetgee
atacaacata
agcacctgge
tggttgtceoo
ggotgttatg

atgttoctet

ggttgococata
tgttcttatg
atatatgtat
acaaggtaat
ttttgetttt
acagatgogk
attcgegtta
aateccottat
caagagtoca
gggocgatggs
ggaaagagtt
tgtatacact
togettattth
cgtaaattte
tggocgaagaa
atactagtte
aagocaggac
tcaccottta
atgttgooat
agttttgoct
gagttooagt
toetgaaatta
tttectgeta
aatagtggto
togooaaaca
gttacgacag
aaatcettag
actetteotaa
atttogacac
cattocottta
atttcttgte

aacatttett

agagaagocoa
tagtgacacc
acctatgaat
geateattet
tetttkbttt
aaggagaaaa
aatttbtgtt
aaatcaaaag
ctattaaaga
ccactacgtg
actocaagaat
tattbttttt
agaagtgtca
tggcaaggta
ttgttaatta
attagttagt
cgaaaccaas
aagacttctt
actotgatag
ccactgogte
cgottatgen
aggttgggac
tggoacegge
tttoaatgga
atgottgtoo
tgatttcact
cagttotaag
cagaggtcte
cggaagttgt
aagctttcaa
taatattcaa

cagttagatg
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occtocgoooaa
gattatttaa
gtcagtaagt
atacgtgteoa
totottgaac
taccgoatoa
aaatcagobo
aatagacoga
acgtggacts
aaccatcacc
aagaatttto
ataacttatt
acaacgtatc
gacaagooga
agagctcaga
gacagttgga
tagaacacoc
cctcatctoa

aacgtgtott

taaaattgot
caatgggtoa
attaggocac
ggaatttgga
cacatcagga
gaccaaactg
goagacgact
cactgtacct
taatecccaat
acagaaaacc
ggotgegtot
agatggtgoc

tatgtatott

tggtaccaac
agctgoagcoa
atgtatacga
ttetgaacsga
togacggate
ggaaattgta
attttttaac
gatagggtty
caacgtcaaa
gctatacctg
gttttaaaac
taataataaa
taccaacgat
caaccttgat
tottategte
acagagtgta
caatctaaac
toctagaatga
gtagocttceca
ggaccacctg
aaggottgag
aaatgaaaaqg
ataaaagttt
tocgotgocta
totagageoat
aaaacoctag
coggogtaac
aggtttgeta
aaatgtgtaa
ctacctagte
atatatgoac

ttctttatca
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gatgtteooct
tacgatatat
acagtatgat
gogogegettt
tatgeggtgt
aacgttaata
caataggoog
agtgttgtte
gogegaaaaa
agaaagcocaad
ctaagagtoa
aatcataaat
ttgaccottt
tggagacttyg
gteoateocttg
anaccactgt
cttotooggt
ataaaacgoa
actttttott
gatgagcaat
ttaagoattt
tocaaaccaac
gageagoaga
caattacggo
cttotgatgyg
cacoggogtt
aaccttgatyg
gtttataatec
tottagattt
taggtaccta
ctatatttgg

tagatttate

1140

1200

1280

1320

1380

1440

1500

1580

1620

1680

1740

1800

18860

1920

1980

2040

2100

21810

2220

2280

2340

24010

24810

2520

2580

2640

2700

2780

2820

2880

25410

3000



acaaattcta
atagtaatca
caatatggtt
gaattctcta
ctataaaagt
accgtcttta
ttttttttca
gagatagata
tcactccatt
gctaagagaa
attotttttt
aggaataaac
attttgggca
taggaaaatc
ataaactgag
ttcattaatg
caattaatgt
ctecctatgtt
atgattacgc
cttecaaaatg
cgtaccactt
gtgtcgttaa
tttcttegte
tttttgattt
caatttctca
tecattagaaa
tgaagaaatt
tgctactcca
taagtctgaa
gatcaagaaa
tgcttacatg
gttgggtaaa

tactcatttg

ttaaactttt
gcgtaatcag
gctggacctt
gaatccgteg
agaatttaag
tatacttatt
gotttttceca
catgegtggg
gaggttgtge
tggacctatyg
tttetggatg
tgttcaccca
tgtacgggtt
actactatta
ctcggaagag
cagetggcac
gagttaccte
gtgtggaatt
caagcgagca
tttetactee
caaaacaccc
ttacccgtac
gaaaaaggca
ttttetottt
agtttcagtt
gaaagcatag
agaaatgcte
gatcattgtg
catatgactg
agatacatcc
gctccatctt
gaagctgett

gttttotgta

tottaagtte
attgataaac
ttgecctctg
aaactaagtt
aagtttaaga
agtcaagtag
aatcagagag
teaattgeet
ccgttttttg
aactgatggt
ccagcttaaa
gacacctacg
acagcagaat
attatttacg
cgcccaatac
gacaggttte
actcattagg
gtgagceggat
attaaccctc
ttttttacte
aagcacagca
taaaggtttyg
ataaaaattt
cgatgaccte
tcatttttot
caatctaate
aaagagctaa
tttaccaate
aattgaagaa
atttgactga
tgaacatcag
tgaaagettt

ctacttetgy
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tgtcatatgt
acagtgatca
tgcatttctg
ctggtgtttt
aatagattta
gggaataatt
agcagaaggt
tgtgteateca
cctgtttgtg
tggtgaagaa
aagoegggete
atgttatata
taaaaggcta
tattetttga
gcaaaccgcc
ccgactggaa
cacceccaggce
aacaattteca
actaaaggga
ttecagattt
tactaaattt
gaaaagaaaa
ttatcacgtt
ccattgatat
tgttcotatta
taagttttot
aggtecaget
tgattacget
aaagttcaac
agaaatgttg
acaagaaatc
gaaagaatgg

tgttgaaatg

tcacttttag
ggggtggetg
aactcctcta
aaaactaaaa
cagaattaca
tcagggaact
aatagaaggt
tttactecag
ccecctgttet
aacaatattt
cattatattt
ttetgtgtaa
attttttgac
aatggcgagt
tetcoceccgeg
agegggcagt
tttacacttt
cacaggaaac
acaaaagctg
teteggacte
ccecctettte
aagagaccgc
tetttttett
ttaagttaat
caactttttt
agaggatcca
actattttag
gattactact
agaatttgtg
gaagaacatc
atcactgctg
ggtcaaccaa

ccaggtgetyg
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ttactctgaa
ttcecaatage
cggatgcecat
aaaagactaa
atcaatacct
ggtttcaacc
gtaagaaaat
geaggttgea
ctgtagttge
tggtgctagy
agtggatgee
ccagecaccct
taaataaagt
attgataatg
cgttggeega
gagogoaacy
atgcttecgg
agctatgace
gagctecatag
cgegcatoge
ttcctectagg
ctogtttett
gaaaattttt
aaacggtett
tacttottgo
tggettetgt
ctattggtac
tcagagttac
ataaatctat
caaacatcgg
aagttccaaa
aatctaaaat

attataaatt

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

4320

4980



ggotaatttg
ttatgotggt
tagagttttyg
tgotttggat
tggttetgat
aacttttatt
tttocatttyg
taaggottte
aggtggtoca
gaaggctact
tattttggat
tttggattgg
geattotgtt
atoogoteta
ttttatagtt
gtacagacge
acgotogaag
ggtogttogg
agaatcaggg
cogtaaaaag
cazaaatoga
gttteoceot
coetgteogee
totcagtteg
gooogacogo
cttatogoca
tgotacagag
tatotgeget
caaacaaaco
dazaaaagga
cgaaaactca

cettttaaat

ttgggtttgg
ggtactgttt
gttgtttgtt
totttggttg
ccagatattt
acaaattotg
tggooaaang
gatoccaateog
gotattttgg
agacatatet
gaaatgagaa
ggtgtttigt
ggtactgatt
Accgaaaagqyg
atgttagtat
gtgtacgoat
atataacgta
ctgeggogag
gataacgoag
googegttgo
ogotoaagte
ggaagotocs
ttteotooott
gtgtaggtog
tgogecttat
ctggeagoag
ttcttgaagt
ckgoctgaage
accgetggta
totocaagaag
ogttaaggga

taaaaatgaa

azsacttctgt
tgagaactgo
ctgaaattac
gtoaagottt
ctattgaaag
ctggtgctat
ttocaacttt
gtatobotbga
atgotgttga
tgtoctgaata
agaaatcttt
ttggbttttgyg
ctaattaact
aaggagttag
taagaacgtt
gtaacattat
actgatccat
cggtatcage
gaaagaacat
tggogttttt
agaggtggey
tegtgogete
cgggaagogt
ttogotcocaa
coggtaacta
cocackggtaa
gytggoctaa
cagttacctt
gogghggttt
atoctttgat
ttttggteoat

gttttaaatc
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tagaagagtt
taaagatttg
tgttgttact
gtttggtgac
accattgttt
tgotggtaat
gatctotgaa
ttggaactot
agctaaaghtt
ocggtaacatg
gaaggaaggt
tocaggttbg
ocgagtaagot
acaacctgaa
atttatattt
actgaaaace
tgottoctog
toactcaaag
gtgagcaaaa
coataggeoto
Baaccogaca
toctgtteog
ggogetttet
goctgggotgt
togtettgag
caggattage
ctacggoctac
oggaaaaaga
ttttgtttge
cttttotacg
gagattatcoa

aatctaaagt

atgttgtate
gctgaaaata
tttagaggte
ggttotgetg
caattggttt
ttgagagaag
aacatogaaa
ttgtbtbgga
ggtttggata
tottotgeott
aaaactacta
actattgaaa
toggtacogeg
gtetaggtee
caaattttte
ttgettgaga
ctocactgact
goggtaatac
ggoocagoaaa
cgoooooctg
ggactataaa
accotgoege
catagctcac
gtgcacgaac
tocaacocogy
agagegaggt
actagaagga
gttggtaget
aagocagoaga
gggtotgacy
aaaaggatct

atatatgagt
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atcaaggttg
atgotggtge
catctgaaga
ctgttattgt
ctgetgetea
ttggtttgac
actgtttgac
ttgotoateo
agcaaaagtt
gtgttttgtt
ctggtgaagg
cbgttgttit
gotagetaag
ctatttattt
ttttttttet
aggttttgag
ogotgogoto
ggttatecaco
aggocaggaa
aogagcatoa
gataccagga
ttaccggata
gotgtaggta
coccogttoa
taagacacga
atgtaggogy
cagtatttgg
cttgatcogg
ttacgogeoag
ctoagtggaa
tocacctagat

aaacttggte

5040

5100

51&0

5220

5280

5340

5400

5480

5520

5580

5640

5700

5780

5820

5880

5340

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

G660

6720

6780

6840

6500



tgacagttac
atccatagtt
tggcececcagt
aataaaccag
cateccagtcet
gcgceaacgtt
ttcattecage
aaaagcggtt
atcactcatg
cttttetgtg
gagttgetcet
agtgetecate
gagatccagt
caccagegtt
ggcgacacgg
tcagggttat
aggggttceg
ttgtagaaca
tttttacaga
catttttgta
ctgcattttt
tacttctttt
ttagattact
actgtaggtc
aaaagcctga
tecaagataaa
acagaaagtqg
attttgtote
ctctatgaat
aaaaaatgta
tatataggga
aagcggtatt

aagtgegtet

caatgcttaa
gectgactce
gctgcaatga
ccagccggaa
attaattgtt
gttgccattg
teceggttece
agcetectteg
gttatggcag
actggtgagt
tgoccoggegt
attggaaaac
tcgatgtaac
tetgggtgag
aaatgttgaa
tgtctcatga
cgcacattte
aaaatgcaac
acagaaatgc
aaacaaaaat
acagaacaga
ttgttctaca
ttttttectee
cgttaaggtt
ctccocacttcao
ggcatcoceyg
atagegttga
tatatactac
agttcttact
gaggtcgagt
tatagcacag
cgcaatattt

tcagageget

tcagtgagge
ccgtegtgta
tacecgcgaga
gggccgageg
gecgggaage
ctacaggcat
aacgatcaag
gtecteaegat
cactgcataa
actcaaccaa
caatacggga
gttetteggg
ccactcgtge
caaaaacagg
tactcatact
geggatacat
cccgaaaagt
gagagagege
aacgcgaaag
gcaacgogayg
aatgcaacgc
aaaatgcatc
tttgtgcget
agaagaagge
cgogtttact
attatattet
tgattettea
gtataggaaa
acaatttttt
ttagatgcaa
agatatatag
tagtagcteg

tttggtttte
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acctatctea
gataactacg
cccacgctca
cagaagtggt
tagagtaagt
cgtggtgtca
gcogagttaca
cgttgtcaga
ttctettact
gtcattctga
taataccgeg
gcgaaaacte
acccaactga
aaggcaaaat
ctteettttt
atttgaatgt
gccacctgaa
taatttttea
cgctatttta
agcgetaatt
gagagcgcta
ccgagageygc
ctataatgca
tactttggtg
gattactagc
atacegatgt
ttggtcagaa
tgtttacatt
tgtctaaaga
gttcaaggag
caaagagata
ttacagtceg

aaaagogete

gegatetgte
atacgggagg
ccggectocag
cctgceaactt
agttcgocag
cgetegtegt
tgatccccca
agtaagttgg
gtcatgccat
gaatagtgta
cacacatagca
tcaaggatct
tcttcageat
gccgcaaaaa
caatattatt
atttagaaaa
cgaagcatct
aacaaagaat
ccaacgaaga
tttcaaacaa
ttttaccaac
tatttttcta
gtctcttgat
tetattttet
gaagctgcgg
ggattgogea
aattatgaac
ttegtattgt
gtaatactag
cgaaaggtgg
cttttgagca
gtgegttttt

tgaagttect

123

tatttegtte
gcttaccate
atttatcagc
tatccgecte
ttaatagttt
ttggtatggce
tgttgtgcaa
cegeagtgtt
ccgtaagatyg
tgcggegace
gaactttaaa
taccgetgtt
cttttacttt
agggaataag
gaagcattta
ataaacaaat
gtgctteatt
ctgagctgea
atctgtgett
agaatctgag
aaagaatcta
acaaagcate
aactttttgc
cttoccataaa
gtgcattttt
tactttgtga
ggtttettet
tttogattca
agataaacat
atgggtaggt
atgtttgtgg
ggttttttga

atacttteta

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

8760

8820

8880
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gagaatagga
atgcaacgcg
goctgtatat
cttatatgeg
cattccatge
gccactecte
catctaagaa

ctttegte

<210> 181
<211> 4677
<212> ADN

<213> artificial

<220>

acttcggaat
agctgcgecac
atatatacat
tectatttatg
ggggtatcgt
aattggatta

accattatta

<223> plasmido

<400> 181
tttgttatte

tgtgtatata
agatgacaag
tttotttttyg
ttegtataat
gtaaggagaa
taaatttttg
ataaatcaaa
cactattaaa
goocactacy
taaatocggaa
tggogagaaa
cggtcacget
cocattegeca
attacgccag
gttttocecag
gggogaattyg
goaggaatto

caagtctoca

atttgtagtyg
tgtataccta
gtaatgeoate
cbttttobtt
gtatgotata
aatacogoat
ttaaatocago
agaatagace
gaacgtggac
tgaaccatca
coctaaaggg
gFaagggaag
gogegtaace
ttoaggotbgs
ctggcgaaag
tocacgacgtt
gagotooaca
gatatcaage

atgoaatgge

aggaacttca
atacagctca
gagaagaacg
taggatgaaa
atgcttcoett
gtctecatect

tcatgacatt

acacogatta
tgaatgtcag
attctatacy
ttttttotet
cgaagttatt
caggaaattg
tcatttttta
gagatagggt
tccaacgtca
coctaatcaa
agocoocgat
aaagogaaag
accacaccog
goaactgttyg
ggggatgtgo
gtaaaacgac
goggtggegy
ttatogatac

ggeogottac
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aagcgtttec
ctgttcacgt
gcatagtgeg
ggtagtctag
cagcactace
tcaatgctat

aacctataaa

tttaaageotg
taagtatgta
tgtcattotyg
tgaactogac
aggttgoggt
taagegttaa
accaataggo
tgagtgtegt
aagggogaaa
gttttttggyg
ttagagottg
gagegggege
cogegettaa
ggaagggcga
tgcaaggoga
ggocagtgaa
cogeototaga
cgtogagoaa

gttatotteos

gaaaacgagc
cgcacctata
tgtttatgct
tacctectgt
ctttagetgt
cattteccttt

aataggegta

cagoatacga
tacgaacagt
aacgaggege
ggatoaacoo
gtgaaatace
tattttgtta
cgaaatoggo
tocagbttgy
aacogtetat
gtegaggtge
acggggaaag
tagggogoty
tgogoagota
teggtgcggg
ttaagttggg
ttgtaatacg
actagtggat
ttottogoca

tegotoactyg

124

gcttcegaaa
tctgcgtgtt
taaatgcgta
gatattatecc
tctatatget
gatattggat

tcacgaggece

tatatataca
atgatactga
gotttocttt
ttaatataac
goacagatgoe
aaattegogt

aaaatecoctt

aacaagagta
cagggcgatg
egtaaageoac
coggocgaacyg
goaagtgtag
cagggogogt
cotetteget
taacgeccagg
actecactata
cooocogggot
gaggtttggt

actogetgog

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9308

&0

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

T20

T80

&40

200

960

1020

1080

1140



ctecggtoegtt
cacagaatca
gaaccgtaaa
tcacaaaaat
ggcgtteocee
atacctgtce
gtatctcagt
t.cagccegac
cgacttateg
cggtgctaca
tggtatetge
cggcaaacaa
cagaaaaaaa
gaacgaaaac
gatcctttta
gtctgacagt
ttcatccata
atctggocea
agcaataaac
ctecatecag
tttgegeaac
ggcttcattc
aaaaaaagcg
gttatcacte
atgcttitot
accgagttge
asaagtgete
gttgagatcc
tttecaccage
aagggcgaca
ttatcagggt
aataggggtt

tatcatgaca

cggctgegge
ggggataacg
aaggccgegt
cgacgctcaa
cctggaaget
goctttetee
teggtgtagyg
cgcetgegect
ccactggeay
gagttcttga
gotetgoetga
accaccgetg
ggatctcaag
tcacgttaag
aattaaaaat
taccaatget
gttgecctgac
agtgctgcaa
cagccagceg
tetattaatt
gttgttgcca
agctococggtt
gttagetect
atggttatgg
gtgactggtyg
tettgacegy
atcattggaa
agttogatgt
gtttoctgggt
cggaaatgtt
tattgtcteca
cegegeacat

ttaacctata

gagcggtatc
caggaaagaa
tgectggegtt
gtcagaggtg
ccctegtgeg
cttegggaag
tegttegete
tatccggtaa
cagecactgy
agtggtggce
agocagttac
gtagcggtgg
aagatccttt
ggattttggt
gaagttttaa
taatcagtga
tgeceegtegt
tgataccgeg
gaagggccga
gttgceggga
ttgctacagg
cccaacgatc
teggtectee
cagcactgea
agtactcaac
cgtcaatacyg
aacgttotte
aacccacteg
gagcaaaaac
gaatactcat
tgagcggata
ttcecccgaaa

aaaataggcoyg
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agctcactca
catgtgagca
tttecatagg
gcgaaacceqg
ctctectgtt
cgtggecgett
caagetggge
ctategtett
taacaggatt
taactacggc
ctteggaaaa
tttttttgtt
gatcttttot
catgagatta
atcaatctaa
ggcacctate
gtagataact
agacccacgc
gogcagaagt
agctagagta
catecgtggtg
aaggogagtt
gategttgte
taattetett
caagtcattce
ggataatace
ggggcgaaaa
tgcaccecaac
aggaaggcaa
actcttectt
catatttgaa
agtgccacct

tatcacgagg

aaggcggtaa
aaaggccagc
cteggcccee
acaggactat
ccgaccctge
tectcaatget
tgtgtgcacy
gagtoccaacc
agcagagoga
tacactagaa
agagttggta
tgcaagcage
acggggtcty
tcaaaaagga
agtatatatg
teoageogatet
acgatacggg
tecacocggetce
ggtcctgcaa
agtagttoge
tcacgetegt
acatgatccc
agaagtaagt
actgtcatge
tgagaatagt
gegecacata
atctcaagga
tgatcttcag
aatgccgcaa
tttecaatatt
tgtatttaga
gacgtctaag

coctttegte

125

tacggttatc
aaaaggccag
ctgacgagca
aaagatacca
cgcttaccgg
cacgctgtag
aacccocegt
cggtaagaca
ggtatgtagy
ggacagtatt
gotettgate
agattacgeg
acgctcagtyg
tettecaccta
agtaaacttg
gtotattteg
agggcttacc
cagatttatc
ctttatecge
cagttaatag
cgtttggtat
ccatgttgtg
tggcegeagt
catcegtaay
gtatgeggeg
gcagaacttt
teottaceget
catcttttac
aaaagggaat
attgaagcat
aaaataaaca
aaaccattat

tegegogttt

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

13290

1580

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120
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cggtgatgac
gtaagoggat
toggggctyy
aataaaaatec
ggtgttagaa
goaaggattg
cataatatta
acttokagta
attatcteaa
tacgaagtta
ggtatogttt
totttttcta
tgatttteat
ttatcacata
aaaaatgageoc
aatacgaacy
gagtogaatt
gtaatocaag
catgoagget
actgocagaag
googgogtta
gtagttgact
gttggggaat
ggaattactt
gottttaaat

gtoocaagoa

<210> 182
<211> 4775
<212> ADN

<213> artificial

<220>

ggtgaaaacc
gocgggagea
cttaactatyg
aactatcate
gatgacataa
ataatgtaat
tatgtagaaa
tattotgbat
aattecaccta
ttaggtaatt
gaacacggoa
ttactettgg
tttttttitt
atgaattata
aggcaagata
aaacgaaaat
ttattgatga
tagacacggyg
ggagcttacg
atactgotat
aaagattitgyg
tgtogggacy
tgtoctgbga
tgcatgttac
ctotggotgt

ogaagggagt

<223> plasmido

<400> 182

ccgattattt aaagetgecag catacgatat atatacatgt gtatatatgt atacctatga

tctgacacat
gacaagooog
cggoatcaga
tattaactag
atgatgagaa
aagatctatg
tatagattce
acctaatatt
tttotcaaac
coogttttaa
ttagtoaggg
coctoctotag
coocctagogg
cattatataa
aacgaaggcoa
cagogttgeo
acttataact
aattggattc
actttactea
tgecacttggt
acatgottat
gocctatget
aatgatccct
ctgottatat
tgocatgogo

gttggeottgt
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goagctooog
tcagggogog
goagattgta
tatttacatt
acagteatct
aataacatat
cttttgtgga
atageottta
ccttaatata
gagcttggtg
aagtcataac
tacactctat
atgactettt
agtaatgtga
aagatgggta
atogotttgy
tocaagoatyg
ctggatcaca
agaggtgatt
attgeatteoa
tgtocacttg
gttatcgatt
cacttactat
ggtagtaatg
goggotacta

aaaaattggt

gagacggtca
toagoggoty
ctgagaghtge
actagtatat
aaattagtgg
azascgaaaa
ttocotatate
tocaacaatgg
acttogtata
agogotagga
acagtocttt
atttttttat
ttttttotta
tttettogaa
ggagggcottt
acazagotoo
CRARCOAAAR
tgtatecatge
taatcatcga
agcaggctat
acgaagooct
tgggattaaa
attoctttte
accatocateg
gtocttactgg

tttotteottt

126

cagcttgtot
ttggegggtyg
accatgttggy
tatcatatac
aagctgaaat
gaggaataat
ctogaggaga
aatocccaaca
atgtatgota
gtoactgocoa
cocgcaattt
gooteggtaa
gogattggoa
gaatatacta
tgtagaaaga
cttacctgaa
gggagaacaa
actggctaaa
tgatecatcac
gggtaacttt
ttotagaage
gogtgaaaag
ggtagoaget
tgoctgaaago
aagttoctgaa

gtotcat

3180

3240

3300

3380

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3300

3980

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

44410

4500

4560

4620

4877

60



atgtcagtaa
ctatacgtgt
tttctcttga
agttattagg
gaaattgtaa
ttttttaace
atagggttga
aacgtcaaag
taatcaagtt
cccegattta
gcgaaaggag
acaccogoecy
actgttggga
gatgtgetge
aaacgacggc
gtggcggeeg
tcgataccgt
cgcttacgtt
cggtatcage
gaaagaacat
tggogtttte
agaggtggeyg
tcgtgegete
cgggaagegt
ttegetocaa
ccggtaacta
ccactggtaa
ggtggectaa
cagttacctt
gcggtggttt
atcctttgat
ttttggtcat

gttttaaatc

gtatgtatac
cattctgaac
actcgacgga
ttgeggtgtg
gegttaatat
aataggccga
gtgttgttce
ggcgaaaaac
ttttggggte
gagettgacy
cgggcgcetag
cgcettaatge
agggcgateg
aaggcegatta
cagtgaattg
ctetagaact
cgagcaattc
atcttecteg
tcactcaaag
gtgagcaaaa
ccataggete
aaacccgaca
tcctgtteceg
ggogetttet
gotgggetgt
tegtettgag
caggattage
ctacggetac
cggaaaaaga
ttttgtttge
cttttctacg
gagattatca

aatctaaagt

gaacagtatg
gaggcgeget
tcaacccectta
aaataccgca
tttgttaaaa
aatcggcaaa
agtttggaac
cgtctatecag
gaggtgeegt
gggaaagecy
ggcgctggea
googetacag
gtgcgggect
agttgggtaa
taatacgact
agtggatecce
ttcgccagag
cteactgact
gcggtaatac
ggccagcaaa
ggecccectyg
ggactataaa
accctgeege
caatgcoteac
gtgcacgaac
teccaaccegg
agagcgaggt
actagaagga
gttggtaget
aagcagcaga
gggtctgacg
aaaaggatct

atatatgagt
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atactgaaga
ttecetttttt
atataacttc
cagatgegta
ttegegttaa
atcccttata
aagagtccac
ggcgatggec
aaagecactaa
gcgaacgtygg
agtgtagegg
ggogegtoca
cttcgetatt
cgecaggatt
cactataggg
cogggetgea
gtttggtcaa
cgctgegete
ggttatccac
aggccaggaa
acgagcatca
gataccaggce
ttaceggata
getgtaggta
cccecgttea
taagacacga
atgtaggegg
cagtatttgyg
cttgatcegyg
ttacgcgeag
ctcagtggaa
tcacctagat

aaacttggtc

tgacaaggta
ctttttgett
gtataatgta
aggagaaaat
atttttgtta
aatcaaaaga
tattaaagaa
cactacgtga
ateggaacee
cgagaaagga
teacgetgeg
ttegocatte
acgccagctg
tteccagtea
cgaattggag
ggaattcgat
gtctccaatg
ggtegttegg
agaatcaggg
cogtaaaaag
caaaaatcga
gttcececeoect
cetgteegee
tetcagtteg
gecogaccyge
cttategececa
tgctacagag
tatctgeget
caaacaaace
aaaaaaagga
cgaaaactca
ccttttaaat

tgacagttac

127

atgcatcatt
tttetttttt
tgctatacga
accgcatcag
aatcagctea
atagaccgag
cgtggactec
accatcaceo
tazagggage
agggaagaaa
cgtaaccace
aggctgogea
gcgaaagggyg
cgacgttgta
ctccacegeg
atcaagectta
caatggcgge
ctgcggegag
gataacgcag
gocegegttge
cgectcaagte
ggaagctcee
tttectecectt
gtgtaggtey
tgegeettat
ctggcagcag
ttettgaagt
ctgctgaage
accgetggta
tctcaagaag
cgttaaggga
taaaaatgaa

caatgcettaa

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1820

1380

2040



tcagtgagge
ccgtegtgta
taccgcgaga
gggecgageg
gecgggaage
ctacaggcat
aacgatcaag
gtectecgat
cactgcataa
actcaaccaa
caatacggga
gttctteggg
ccactcgtge
caaaaacagg
tactcatact
gcggatacat
cccgaazagt
ataggcgtat
gacacatgca
aagcccgtca
catcagageca
taactagtat
atgagaaaca
atctatgaat
agattcecctt
taatattata
ctcaaaccct
gttttaagag
gtcagggaag
cctetagtac
ctagcggatg

tatataaagt

acctatcteca
gataactacg
ccecacgctea
cagaagtggt
tagagtaagt
cgtggtgtca
gcgagttaca
egttgteaga
ttetcttact
gtcattctga
taataccgeg
gcgaaaacte
acccaactga
aaggcaaaat
cttcecttttt
atttgaatgt
gccacctgac
cacgaggece
geteoccoccggag
gggcgcegtea
gattgtactg
ttacattact
gtcatctaaa
aacatataaa
ttgtggattc
gcctttatca
taatataact
cttggtgage
tcataacaca
actctatatt
actctttttt

aatgtgattt

gcegatctgte
atacgggagg
cecggetecag
cetgeoaactt
agttecgecag
cgctegtegt
tgatccccea
agtaagttgg
gtecatgeccat
gaatagtgta
ccacatagca
tcaaggatct
tettcageat
gccogcaaaaa
caatattatt
atttagaaaa
gtctaagaaa
tttegteoteg
acggtcacag
gegggtgttg
agagtgcacc
agtatattat
ttagtggaag
acgaaaagag
ctatatccte
acaatggaat
tegtataatg
gctaggagtc
gtectttcece
tttttatgec
tttettageg

cttcgaagaa
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tatttegtte
gcttaccate
atttatcage
tatecegecte
ttaatagttt
ttggtatggce
tgttgtgaaa
cogeagtgtt
ccgtaagatg
tgeggegace
gaactttaaa
tacegetgtt
cttttacttt
agggaataag
gaagcattta
ataaacaaat
ccattattat
cgegtttogg
cttgtctgta
gegggtgteg
atgttggaat
catatacggt
ctgaaatgca
gaataatcat
gaggagaact
cccaacaatt
tatgctatac
actgccaggt
geaattttet
teggtaatga
attggcatta

tatactaaaa

atccatagtt
tggccccagt
aataaaccag
catccagtet
gegeaacgtt
ttcattcagc
aaaagcggtt
atcactoatyg
cttttetgtg
gagttgectet
agtgctcatc
gagatccagt
caccagcgtt
ggcgacacgg
tcagggttat
aggggttccg
catgacatta
tgatgacggt
agcggatgec
gggetggett
aaaaatcaac
gttagaagat
aggattgata
aatattatat
tctagtatat
atctcaaaat
gaagttatta
atcgtttgaa
ttttctatta
ttttecatttt
tcacataatg

aatgagcagg

128

gcectgactge
gctgcaatga
ccagccggaa
attaattgtt
gttgeccattg
tccggttcoec
agctcctteg
gttatggeag
actggtgagt
tgeceggegt
attggaaaac
tcgatgtaac
tetgggtgag
aaatgttgaa
tgtctcatga
cgcacatttc
acctataaaa
gaaaacctet
gggagcagac
aactatgcegg
tatecatetat
gacataaatg
atgtaataag
gtagaaatat
tctgtatace
tcacctattt
ggtaattcee
cacggcatta
ctecttggect
ttttttteoce
aattatacat

caagataaac

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
3800

3860
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gaaggatggg

ctgatttata
atcgattgta
ttgccaatga
ttecgaceat
tccccggeaa
ttgatgeget
ttaacagecga
ttgatgcgag
aaatgcataa
ttgataacct
gaatcgcaga
cttecattaca

tgcagtttca

<210> 183
<211> 9931
<212> ADN

<213> artificial

<220>

taaggaaaag
tgggtataaa
tgggaagcec
tgttacagat
caagcatttt
aacagcattc
ggcagtgtte
tegegtattt
tgattttgat
gcttttgeca
tatttttgac
ccgataccag
gaaacggctt

tttgatgete

<223> plasmido

<400> 183
tcgcecgegttt

cagcttgtcet
ttggcgggtg
accatgttgyg
tatcatatac
aagctgaaat
gaggaataat
ctegaggaga
aatcccaaca
atgtatgcta
attattgect
aatcaattgt
attatactct

ttcaagaaat

cggtgatgac
gtaagcggat
tcggggetgg
aataaaaatc
ggtgttagaa
gcaaggattg
cataatatta
acttctagta
attatctcaa
tacgaagtta
tattaaaaat
cctgtactte
atttctecaac

atcttgaceg

actcacgttt
tgggctegeg
gatgcgeccag
gagatggtca
atccgtacte
caggtattag
ctgegeeoggt
cgtetogete
gacgagegta
ttctecacegg
gaggggaaat
gatcttgeca
tttcaaaaat

gatgagtttt

ggtgaaaacec
gecgggagea
cttaactatg
aactatcatc
gatgacataa
ataatgtaat
tatgtagaaa
tattctgtat
aattecaccta
ttaggtcgag
ggaatcccaa
cttgttecatg
aagtaattgg

cagttaactg
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cgaggccegeg
ataatgtegg
agttgtttet
gactaaactg
ctgatgatge
aagaatatce
tgecattcogat
aggcgcaatc
atggctggee
attcagtcgt
taataggttg
tcctatggaa
atggtattga

tctaa

tctgacacat
gacaagcceg
cggcatcaga
tattaactag
atgatgagaa
aagatctatg
tatagattcc
acctaatatt
tttctcaaac
gagaacttct
caattacate
tgtgttcaaa
ttgtttggee

tgggaatact

attaaattce
gcaatecaggt
gaaacatgge
goctgacggaa
atggttactc
tgatteaggt
tcoctgtttgt
acgaatgaat
tgttgaacaa
cactcatggt
tattgatgtt
ctgeccteggt

taatcctgat

gcagcteecg
tecagggegeg
gcagattgta
tatttacatt
acagtcatct
aataacatat
cttttgtgga
atagccttta
ccttaatata
agtatatcta
aaaatccaca
aacgttatat
gageggtota

caggtategt
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aacatggatg
gcgacaatct
aaaggtageg
tttatgecte
accactgcga
gaaaatattg
aattgtcctt
aacggtttgg
gtetggaaag
gatttctcac
ggacgagtcg
gagttttcte

atgaataaat

gagacggteca
tecagegggtyg
ctgagagtge
actagtatat
aaattagtgg
aaaacgaaaa
ttectatate
tcaacaatgg
acttcgtata
catacctaat
ttectcttcaa
ttataggata
aggcgoctga

aagatgcaag

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4715

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840



agttcgaatce
gctatcgecac
gacgcatata
accggetttt
gaagttgaca
ttactttcta
atataccatt
teaagaaate
tgtcaagttc
teccactteca
tgtgggtggt
ccgtaaagaa
tttagactta
agaattagtg
ttgggatagt
catggcccta
ggcctcttea
attgaaggtt
ccacctaaat
ctecgttatce
caagaacace
gaataaggtt
gaacttgoct
tatcagaact
cgaagaagtt
aaactttata
atagggtaga
ggatagtaaa
agaattgcac
taacagaaaa
aaaaaaatac

ataccttctt

tettagecaac
agaatcaaat
cctttttecaa
catatagaat
atattattta
acttttctta
ctaatgtctg
adagoogaag
gatttcgaaa
gatgaggcge
cctaaatggg
cttecaattgt
tctccaatca
ggaggtattt
gaacaataca
caacatgagc
agattatgga
caacatcaat
ggtattataa
ccaggttect
geatttggtt
gaccctatcg
gaagaaggta
ggtgatttag
aagaaaatcc
aatgaaattc
cgaaactata
ggaatacagg
tttaacatta
tettgaaact
aacaaataaa

gaagcatttc

cattattttt
tcgatgactg
ctgaaaaatt
agagaagcgt
aggacctatt
ccttttacat
cccctaagaa
ccattaaggt
atcatttaat
tggaagccte
gtactggtag
acgccaactt
agccacaatt
actttggtaa
ccgttccaga
caccattgec
gaaaaactgt
tgattgattc
tcaccagcaa
tgggtttgtt
tgtacgaacc
ccactatctt
aggccattga
gtggttecaa
ttgcttaaaa
ataatagaaa
tacgcaatect
taagcaaatt
atattgacaa
acgattecta
aaacactcaa

ccataatggt
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ttectecaaca
gaaatttttt
gggagaaaaa
tcacgactaa
gtttttteca
ttcagcaata
gatcgtcgtt
tottaaaget
tggtggtget
caagaaggct
tgttagacct
aagaccatgt
tgctaaaggt
gagaaaggaa
agtgcaaaga
tatttggtce
ggaggaaacc
tgcogecatg
catgtttggt
gcecatctgeg
atgecacggt
gtctgctgea
agatgcagtt
cagtaccacc
agatteotctt
cgacacgaaa
acatacattt
gatactaatg
ggaggaggge
atttgatatt
tgacctgace

gaaagttcce

taacgagaac
gttaatttca
ggaaaggtga
atgettgeat
ataggtggtt
tatatatata
ttgeccaggtg
atttetgatg
gctategatg
gatgcegttt
gaacaaggtt
aactttgeat
actgacttecg
gacgatggtg
atcacaagaa
ttggataaag
atcaagaacg
atecctagtta
gatatcatct
tccttggect
tetgeteocag
atgatgttga
aaaaaggttt
gaagteggtg
tttttatgat
ttacaaaatg
atcaagaagg
gctcaacgtg
accacacaaa
ggaggatttt
atttgatgga

tcaagaattt
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acacaggggce
gaggtcgect
gagcgecgga
cacaatactt
agcaateogte
tatttcaagg
accacgttgg
ttegttecaa
ctacaggtgt
tgttaggtge
tactaaaaat
ccgactctet
ttgttgtcag
atggtgtege
tggcocgettt
ctaatetttt
aatttcctac
agaacccaac
ccgatgaage
ctttgccaga
atttgecaaa
aattgtcatt
tggatgcagyg
atgctgtcge
atttgtacat
gaatatgttc
agaaaaagga
ataaggaaaa
aagttaggtyg
ctctaaaaaa
gtttaagtca

tactctgtca

$00

%60
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1820
1880
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700

2760



gaaacggect
gaagttatta
aggaaattgt
cattttttaa
agatagggtt
ccaacgtcaa
cctaatcaag
gaecacgatt
aagcgaaagy
ccacacccge
caactgttgg
gggatgtgcet
taaaacgacg
acggettegag
cacgcgtetg
cataactata
ggttagageg
accaacagaa
accccaatce
ttcatcocaaa
tctagtagece
agctggaceca
atcgaaagece
ccacaaatgg
tggaataaaa
tggatcagaa
agaatccaaa
aaccaaaact
accaccagca
caacaaatta
aaccaaatga
ttctttacce

agccatgtaa

tacgacgtag
ggttgeggtg
aagcgttaat
ccaataggeo
gagtgttgtt
agggcgaaaa
ttttttggag
tagagcttga
agcgggegcet
cgcgettaat
gaagggcgat
gcaaggcegat
gccagtgaat
cgtcccaaaa
tacagaaaaa
aazaaataaa
gatcttaget
tgcaaaacaa
aaaccttcac
ataaacaaaa
ttecaactttt
cctggatgag
ttagtcaaac
aaagtcaaac
gtttgagcag
ccaacaataa
gcatcttcag
ctageaccag
taacaacctt
gccaatttat
gtaattttag
aactttggaa

gcaccgatgt

tcgaaacect
tgaaataccg
attttgttaa
gaaatcggca
ccagtttgga
accgtctatc
tcgaggtgee
cggggaaagce
agggcgetgg
gegecgetac
cggtgcggge
taagttgggt
tgtaatacga
cctteoteaag
aaagaaaaat
tagggaccta
agccgeggta
cagtttcaat
cagtagtagt
cacaagcaga
gcttatccaa
caatccaaaa
agttttegat
caacttetet
cagaaaccaa
cagcagcaga
atggacctct
cattatttte
gatgatacaa
aatcagcacc
attttggttyg
cttcagcagt

ttggatgtte
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taatataact
cacagatgcg
aattcgegtt
aaatccetta
acaagagtcc
agggcgatgg
gtaaagcact
cggogaacgt
caagtgtage
agggcgegtc
ctettegeta
aacgeocaggyg
ctcactatag
caaggtttte
ttgaaatata
gacttecaggt
craagcttac
agtcaaacct
tttaccttce
agacatgtta
accaacttta
caaagagttc
gtttteagag
caaattacea
ttgaaacaat
accgtcacea
aaaagtaaca
agccaaatcet
cataactectt
tggcatttcea
accccattct
gatgatttet

ttccaacatt

tcgtataatg
taaggagaaa
aaatttttgt
taaatcaaaa
actattaaag
ceccactacgt
aaatcggaac
ggcgagaaag
ggtcacgetyg
cattcgccat
ttacgeocage
tttteoccagt
ggcgaattgg
agtataatgt
aataacgttc
tgtetaacte
tegagttaat
ggaccaaaac
ttcaaagatt
cegtattecag
gecttcaacag
caatcagaga
atcaaagttyg
geaatageac
ggtctttcaa
aacaaagctt
acagtaattt
ttageagtte
ctaacagaag
acaccagaag
ttcaaagctt
tgtetgatgt

tetteagtea
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tatgctatac
ataccgcatc
taaatcagct
gaatagaccg
aacgtggact
gaaccatcac
ccotaaaggga
gaagggaaga
cgcgtaacca
tcaggctgeg
tggcgaaagyg
cacgacgttg
agctccaccg
tacatgegta
ttaatactaa
cttcectttte
tagaatcagt
caaacaaaac
tettteteat
acaagatatg
catccaaaat
taccgattgg
gaacgtttygy
cagcagaatt
tagaaatatc
gaccaacecaa
cagaacaaac
tceaaaacagt
tttccaaacc
tagtacagaa
tcaaagcagc
tcaaagatgg

aatggatgta

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

33800

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740



totttteottg
atgttoagac
atotggagta
tetaatttet
ttetttotaa
acttgagaaa
aaaaaatcaa
ttogacgaag
taattaacga
ttgaagtggt
aaacattttg
ttggogtaat
cacaacatag
ctcacattaa
ctgoattaat
gagotoagtt
agtgatttte
acatgoccaa
acagtttatt
aaaaaaaaag
coattotott
ctoaatggag
atgtatctat
agctgaaaaa
atataaagac
tctactttta
ttetagagaa
agcaaccata
cgotgattac
taatagaatt
gttagaggaa

aatcataaca

atcatagatt
ttagtaactc
goagtacoaa
toaacagaag
tgagcaagaa
ttgaagacog
afapazaatt
ddfadagasac
caccctagag
acggogatge
aagctatgag
catggtoata
gagooggaag
ttgegttgeg
gaatocggoca
tatcattate
ctaactttat
aataggggge
cocktggoatog
aatccococageoa
ageogoazota
tgatgoaacs
cteoattttet
aaaggttgaa
ggtaggtatt
tagttagtot
ttecatggoat
ttggctattyg
tatttocagag
tgtgataaat
catccaaata

goecgaggtac

tatcacaaat
tgaagtagta
tagooaaaat
coatggatee
gtaaaaaaag
tttattaact
ttocaaganaa
gaggoggtet
gaagaaagag
goggagtcoeg
ctocageottt
goetgtttoct
cataaagtgt
cteactgece
acgogogggg
aatactegoeo
ttagtcaaaa
gggttacaca
actaaatata
ccaaaatatt
cagagaacag
tgectggagt
tacaccttet
accagttcoc
gattgtaatt
tttttttagt
cogtagagga
gaacagccac
taactaaaag
ctatgataaa

taggtgcata

ctagactagg
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totgttgaac
atcagocgtaa
agtageotgga
totagaaaac
ttgtaataga
taaatatcaa
agaaacgtga
cttttttott
gggaaattta
agaaaatctg
tgttcocoottt
gtgtgaaatt
aaagectggg
gotttocagt
agaggoggtt
atttcaaaga
aattagoctt
gaatatataa
atggagooog
gttttettoa
gUgCACRARD
aaatgatgac
attaccttet
tgaaattatt
ctgtaaatot
tttaaaacac
gttocagaaat
coctgatcac
tgaacatatg
gaaaagatac
tatggoacoa

tagagacgca

tttttottea
tcagattggt
cotttagote
ttagattaga
aAcaagaasaaa
tgggaggtca
taasaatttt
tteocaaacct
gtatgotgtg
gaagagtaaa
agtgagggtt
gttatoogot
gtgoctaatyg
cgggaaacct
tgeogtattgg
atacgtaaat
ttazttotge
catcgtaggt
ctttttaage
ccaaccatca
aggcaanaaa
acaaggcaat
gotetetetyg
coccctacttg
atttottaaa
cagaacttag
goacagaggg
tgtgtttate
acagaactta
atacatotaa
totttgaata

gecttgaaag
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attcagtcat
aaacacaatg
tttgagoatt
ttgotatget
tgaaactgaa
togaaagaga
tattgootit
ttagtacggg
cttgggtgtt
aaaggagtag
aattgogogo
cacaattoca
agtgaggtaa
gtogtgocag
gogctettoa
aattaatagt
tgtaaccegt
gtotgggtga
tggcatcocag
gttcataggt
ogggoacaan
tgaccoaogo
atttggaaaa
actaataagt
cttottaaat
tttocgacgga
cadaaaggtec
aatctgatta
agaaaaagtt
ctgaagaaat
ttagacaaga

ctttaaagga

4800

4860

43210

43980

5040

5100

5180

52210

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5340

6000

6080

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660



atggggacaa
aatgccaggt
agttatgttg
tttggcagaa
aactttecaga
cgatggatct
atttcaatta
aaacttgaga
agaaaacatc
ctcattgttt
actaaactta
catgagetet
tgaaaaagcc
cttaacaatt
tatcgatgga
ccagaggttt
acgaaaagat
cgaatttatt
acaaatttta
tcctgtaggt
cttatcgata
cggcegetta
cgageggtat
gcaggaaaga
ttgectggegt
agtcagaggt
tecetegtge
ccttegggaa
gtcgtteget
ttatcecggta
gcagccactg
aagtggtgge

aagccagtta

ccaaaatcta
gctgattata
tatcatcaag
aataacgccg
ggtccatcag
tccgecgtaa
gtttetgetg
gaagttggtt
gaaaaatgct
tggattgcte
gagaagaaaa
goectgogttt
acaaccggag
gagacagtgyg
ttacaaggat
ggtcaagtct
ggaaaagggt
atgatttatg
aagtgactct
caggttgctt
ccgtogagea
cgttatctte
cagctcacte
acatgtgagc
ttttocatag
ggcgaaacce
geteteetgt
gegtggeget
ccaagctggy
actatcgtct
gtaacaggat
ctaactacgg

cctteggaaa

agattacaca
aactagcaaa
gttgttacge
gtgctagggt
aagatgctet
ttgtaggcag
ctcaaacttt
tgacttttea
taactcaage
atccaggtgg
agttggaage
tattcattet
aaggtttaga
tgttacacte
gacgacgata
ccaatcaagg
caaatcgttg
atttttatta
taggttttaa
tctcaggtat
attcttcegeco
ctecgectcact
aaaggcggta
aaaaggccag
gcteggocec
gacaggacta
tecgaceetyg
ttetcaatge
ctgtgtgcac
tgagtccaac
tagcagagcg
ctacactaga

aagagttggt
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tttggttttc
cctattggga
cggaggtaca
tttagtegte
agacagtttg
cgatcctgat
tattccaaat
tttgtggect
ctttgacecea
tccagcaatt
tacaagacac
agatgagaty
ttggggtgtt
tgttecaact
agatctgagc
ttgteggett
gtagatacgt
ttaaataagt
aacgaaaatt
agcatgaggt
agaggtttag
gactcgctge
atacggttat
caaaaggcca
cotgacgago
taaagatacc
cagettaceg
tcacgetgta
gaacccceceg
ccggtaagac
aggtatgtag
aggacagtat

agctettgat

tgtacaactt
ttagagacct
gtgcttagaa
tgcagtgaaa
gtcggacaag
gtgtcoccattg
tecgeeggtg
aatgtcccaa
ttgggcataa
ttagacgcag
gttctatcag
aggaagaagt
ctatttggtt
gteactaact
tcttaattaa
gtctaccttg
tgttgacact
tataaaaaaa
cttattettg
cgctcgaatt
tcaagtctee
gctoggtegt
ccacagaatce
ggaaccgtaa
atcacaaaaa
aggegttceec
gatacctgte
ggtatcteag
ttcagccecga
acgacttatc
gcggtgetac
ttggtatctg

ceggeaaaca
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ccggtgtcga
ctgttagaag
ctgctaagga
tcactgtogt
cattgtttgg
aaagaccact
ccatagcagg
ccttaattte
gegactggaa
tggaggcaaa
agtatggecaa
ctttaaaggyg
tcggtoctgg
aatgaactag
caattctteg
coagaaattt
tctaaataag
ataagtgtat
agtaactctt
cgatatcaag
aatgcaatgg
tecggetgegg
aggggataac
aaaggcecgeg
tocgacgotea
coctggaage
egectttete
tteggtgtag
ccgetgegeo
gocactggea
agagttcttg
cgetetgetg

aaccacceget

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

1320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

1920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640



10

ggtagoggtg
gaagatcett
gggattttgg
tgaagtttta
ttaatcagtg
ctgoocogtog
atgataceogo
gyaagggccy
tottgocggg
attgotacag
tocoocaacgat
ttoggteote
goagoactge
gagtactecaa
gogtoaatac
aaaogttott
taaccocacte
tgagcaaaaa
tgaatactea
atgagoggat
tttocoocgaa

aaaaataggc

<210> 184
<211> 8553
<212> ADN

<213> artificial

<220>

gbtttttttgt
tgatectttte
toatgagatt
aatcaatcta
aggeacctat
tgtagataac
JAgACCOROT
agogoagaag
aagetagagt
geatcgtggt
caaggogagt
ocgatogtigt
ataattetot
coaagtoatt
gggataatac
cggIgegaaa
gtgoaccoaa
caggaaggca
tactettoct
acatatttga
aagtgocoace

gtatcacgag

<223> plasmido

<400> 184
ccgattattt

atgtcagtaa
ctatacgtgt
tttctettga

agttattagg

aaagctgeag
gtatgtatac
cattctgaac
actcgacgga

ttgeggtgtg

ttgoaagoag
tacggggtcot
atcaaaaagg
aagtatatat
ctoagogateo
tacgatacgg
ctoacogget
tggtoctgoa
aagtagtteg
gtocaocgotog
tacatgatcc
cagaagtaag
tactgtoatyg
ctgagaatag
cgogocacat
actoctocaagyg
ctgatottoa
aaatgoogeoa
ttttoaatat
atgtatttag
tgacgtctaa

goocotttogt

catacgatat
gaacagtatg
gaggegeget
tcaaccctta

aaataccgea
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cagattacgo
gacgctcagh
atcttocacot
gagtaaactt
tgtctattte
gagggocttac
coagatttat
ackttatoog
coagttaata
togtttggta
cocatgttgt
ttggoogoag
coateogtaa
tgtatgogge
agoagaactt
gtottacoge
geatctttta
aaaaagggaa
tattgaageoa
aaaaataaac
gaaaccatta

k=]

atatacatgt
atactgaaga
ttectttttt
atataactte

cagatgecgta

goagaaaaaa
ggaacgaaaa
agatootttt
ggtotgacag
gttecateceat
catoctggooeo
cagoaataaa
coctoocatooca
gtttgogeaa
tggottoatt
gaaaaaaagc
tgttatcact
gatgotttte
gacogagttg
taaaagtgot
tgttgagate
ctttocacoag
taagggogac
tttatocaggg
aaataggggt

ttatcatgac

gtatatatgt
tgacaaggta
ctttttgett
gtataatgta

aggagaaaat
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aggatctcaa
ctocacgttaa
aaattaaaaa
ttaccaatge
agttgectga
cagtgotgoa
coagocagan
ghotattaat
cgttgttgas
cagcotooggt
ggttagctoa
catggttatyg
tgtgactggt
ctettgeoog
catcattgga
cagttogaty
cgtttotggg
acggaaatgt
ttattgteotao
tocgeogeoaca

attaacctat

atacctatga
atgcatcatt
tttotttttt
tgetatacga

accgcatcag

8700

8760

8820

g880

8940

3000

2060

9120

9180

9240

3300

2360

9420

9480

8540

2600

2660

9720

9780

9840

5500

9331

60

120

180

240

300



gaaattgtaa
ttttttaace
atagggttga
aacgtcaaag
taatcaagtt
ccecgattta
gcgaaaggag
acaccogacg
actgttggga
gatgtgctge
aaacgacggc
goettegageg
cgcgtctgta
taactataaa
ttagagcgga
tcaatagata
taaccaaata
aaacttcage
tatttttcat
cagattgaaa
gtagacactc
tcttagatat
ttacttctgg
tttgaatett
aatgtgetat
tctetaatee
ctatgaattt
ggtttaaaac
ctagaatccg
agtagaattt
ttatatactt
tcagettttt

atacatgegt

gegttaatat
aataggccga
gtgttgttce
ggcgaaaaac
ttttggggtce
gagcttgacg
cgggcgetag
cgcattaatge
agggcgatcg
aaggcgatta
cagtgaattg
toeccaaaace
cagaaaaaaa
aaaataaata
tettagectag
tteaacctet
ttegggagta
ctttttagte
aattccttct
tttageetet
aatgtctcta
caggggtatt
agcatatggt
gtetgggaag
ctcaagatta
agggtgatta
aaaaataata
cgtttoctgge
tcgaaactaa
aagaagttta
attagtcaag
ccaaatcaga

gggtcaattg

tttgttaaaa
aatcggcaaa
agtttggaac
cgtctatcag
gaggtgeegt
gggaaagccyg
ggogotggca
gaecgetacag
gtgcgggect
agttgggtaa
taatacgact
ttetcaagea
agaaaaattt
gggacctaga
ccgoggtace
acttcttttg
atcctecttt
aatctttcta
acatccttac
geaacaaatt
gttgcaacgg
atcttttcaa
gccaagattt
aatggggtet
ctcaatgeoee
gettegtaaa
ctgtetteca
tttgtaaaat
gttctggtgt
agaaatagat
taggggaata
gagagcagaa

ccttgtgtea
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ttcgegttaa
atcccttata
aagagtccac
ggcgatggee
aaagcactaa
gagaacgtgyg
agtgtagcgg
ggagegtoeca
cttogetatt
cgecagggtt
cactataggg
aggtttteag
gaaatataaa
cttecaggttg
aagcttactc
taatgggtat
caccagattc
agattttcte
ttttaattaa
taccaaaaty
atgaaaaatt
tataaacctt
gagggtaatt
catetgggga
agtccaaaaa
cacttgggea
tocteaccaa
ccatgtegac
tttaaaacta
ttacagaatt
atttecaggga
ggtaatagaa

tcatttacte

atttttgtta
aatcaaaaga
tattaaagaa
cactacgtga
atcggaaccc
cgagaaagga
tcacgetgeg
ttegecatte
acgocagetyg
ttcececagtea
cgaattggag
tataatgtta
taacgttctt
tctaacteet
gagtcattet
tacaatttet
gttggttgga
ttecacagea
tttagtgtac
tattetteta
gttettgtea
ctttatctta
aattgaagga
tteaaatett
cgagocttta
tgtggcaaaa
ttecatateta
gcocogggoac
aaaaaaagac
acaatcaata
actggttteca
ggtgtaagaa

caggcaggtt
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aatcagetea
atagaccgag
cgtggactce
accatcacce
taaagggagc
agggaagaaa
cgtaaccace
aggctgegea
gcgaaagggyg
cgacgttgta
ctocacegoeg
catgogtaca
aatactaaca
toettttegyg
toccaatctte
ttatatattt
tcaacaccgt
gaatttgtta
aaaggtatat
gacaacgatt
tctceatece
tcattgtagt
agaaatgatt
ctgatcetayg
aaatttggaa
tggettettt
atattttgta
tatagtgagt
taactataaa
cctacegtet
accttttttt
aatgagatag

gcatcactce

360

420

480

540

600

660

720

780

840

300

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280



attgaggttg
gaatggacct
ttttttetgyg
aactgttcac
geatgtacgg
atcactacta
gagctcggaa
atgecagetgg
tgtgagttac
gttgtgtgga
cgccaagogo
atgtttotac
cttcaaaaca
taattacceg
gtcgaaaaag
tttttttcte
tcaagtttca
aaagaaagca
tcteccaatgt
agaatactag
actcctactt
ggtaaagatg
gcccaagaat
ataataatga
aacgatcctg
cttttogtca
agccctcoaat
tctcaacttce
accgacggta
ttecatgggtg
tgetttgtta

gaggctaagg

tgecegtttt
atgaactgat
atgocagett
ccagacacct
gttacagecag
ttaattattt
gagcgcccaa
cacgacaggt
ctecactcatt
attgtgageg
gcaattaacc
tectttttta
cccaagcaca
tactaaaggt
gcaataaaaa
tttecgatgac
gtttcatttt
tagcaatcta
ttgccgeoccaa
gctatgatec
cettagagac
atagagtgct
atgctttgag
gagcttacet
atgttaataa
atttgaccaa
acctagcoega
atagagaatt
ctctaaatgt
taactttaca
tattaagagg

cacaattacc

ttgeetgttt
ggttggtgaa
aaaaagcggyg
acgatgttat
aattaaaagg
acgtattctt
tacgcaaacc
ttecegactyg
aggcacccca
gataacaatt
ctcactaaag
ctettecaga
gcatactaaa
ttggaaaaga
tttttatcac
cteccattga
tettgtteta
atctaagttt
tggtatgcct
attagcaagt
tgccaaaaga
agtgatagta
attgaaaaaqg
ggaaaaacca
caccttcaat
catcggtcta
tettgttagt
ggcctcectggt
tgctgtggat
cggtgttgea
cggaaagaaa

tgetggtteg
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gtgececcetgt
gazaacaata
ctecattata
atattctgtg
ctaatttttt
tgaaatggcg
gcectcteoeece
gaaageggge
ggctttacac
tcacacagga
ggaacaaaag
ttttetegga
tttccectet
aaaaagagac
gtttcttttt
tatttaagtt
ttacaacttt
tctagaacta
aaggttaate
ccagcattac
ggtaggagag
ggaccatgtt
ttgagcgatg
agaactactg
attaacaagg
cctattggtt
tteggegeaa
ttgtetttcce
gcectgtcaag
gcaatcacaa
ggtaccaatt

aatggtttaa

tetetgtagt
ttttggtget
tttagtggat
taaccegeece
gactaaataa
agtattgata
gcgcgttgge
agtgagegea
tttatgettc
aacagctatyg
ctggagctca
ctecgegeat
ttcttcectet
cgectegttt
cttgaaaatt
aataaacggt
ttttacttet
aagggcggcec
aaggtgctga
tacaagtgca
aagctattga
caattecatga
aattgaaagg
ttggttggaa
gattgcaatc
cagaaatgtt
taggegcetag
ctgttggett
cagctgccca
ctacaaaagg
atgacgctaa

tgattgacta
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tgegetaaga
gggattettt
gccaggaata
cctattttgg
agttaggaaa
atgataaact
cgattcatta
acgcaattaa
cggctectat
accatgatta
tagcttcaaa
cgacgtacca
agggtgtcgt
ctttttette
ttttttttga
cttcaatttc
tgctcattag
gatgtcagag
agaagacgtyg
aatccecegec
tatcattact
tttggaagee
agatctgtcyg
aggtttaatt
ggctagacaa
agataccatc
aacaacggag
caaaaatggt
ttctcatcat
caacgaacat
atccgteget

ctctcatgge

2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140

4200



aatagtaata
gcaaacggtg
caaggtattc
tgtattggat
agaagagagg
gtttggtcaa
agatggaaaa
tecttatgatt
tttaaagtga
aggtcaggtt
gataccgtceg
cttacgttat
gtatcagetc
aagaacatgt
gegtttttee
aggtggcgaa
gtgegetete
ggaagegtgg
cgctcecaage
ggtaactate
actggtaaca
tggcectaact
gttacctteg
ggtggttttt
cotttgatet
ttggteatga
tttaaatecaa
agtgaggecac
gtcgtgtaga
cogeogagace
gccgagcgea
cgggaageta

acaggcatcg

aggatttcag
aaaacgcaat
ctgctgaggyg
gggaaactac
taaataagaa
gtctececaate
gggtcaaate
tatgattttt
ctettaggtt
gctttctcag
agcaattctt
cttoctaget
actcaaaggc
gagcaaaagqg
ataggctecgg
accogacagyg
ctgttecgac
cgetttcetea
tgggetgtgt
gtettgagte
ggattagcag
acggctacac
gaaaaagagt
ttgtttgcaa
tttotacggg
gattatcaaa
tctaaagtat
ctatctcage
taactacgat
cacgetcace
gaagtggtce
gagtaagtag

tggtgtcacg

aaatcagect

aactggtgtc
caaggcagygc
tgaagatgtt
gtagagatct
aaggttgteg
gttggtagat
attattaaat
ttaaaacgaa
gtatagcatg
cgecagaggt
cactgacteg
ggtaatacqgg
ccagcaaaag
ccccectgac
actataaaga
cetgeegett
atgctecacge
gocacgaaccc
caacceggta
agcgaggtat
tagaaggaca
tggtagetet
gcagcagatt
gtctgacget
aaggatctte
atatgagtaa
gatctgtecta
acgggagggce
ggctccagat
tgcaacttta
ttegecagtt

ctegtegttt
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aaagttaacg
atgatcgaat
ttgaaatacg
cttagaaagt
gagctecttaa
gcttgtectac
acgttgttga
aagttataaa
aattecttatt
aggtcgeteg
ttggtcaagt
ctgogetegg
ttatccacag
gocaggaaca
gagcatcaca
taccaggegt
accggatace
tgtaggtatc
cccgtteoage
agacacgact
gtaggeggtg
gtatttggta
tgatceggea
acgcgcoagaa
cagtggaacg
acctagatec
acttggtetg
tttegtteoat
ttaccatctg
ttatcagecaa
tcecgeetecea
aatagtttge

ggtatggett

acgttgtttg
cgaatatcaa
gtgtttccat
tggetgetge
ttaacaatte
cttgcoccagaa
cacttctaaa
aaaaataagt
cttgagtaac
aattcgatat
ctcoccaatgea
tegttegget
aatcagggga
gtaaaaagge
aaaatcgacg
teoccectgg
tgtoegectt
tecagttcggt
cegacegetg
tategecact
ctacagagtt
tctgegetcet
aacaaaccac
aaaaaggatc
aaaactcacg
ttttazatta
acagttacca
ccatagttge
gecccagtge
taaaccagce
tccagtctat
gcaacgttgt

cattecagcte
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tgaacaaatc
tgaaggaaat
tacagatgcc
agtgagacaa
ttcgecagag
atttacgaaa
taagcgaatt
gtatacaaat
tetttoctgt
caagcttatce
atggcggeoeg
gecggegageqg
taacgcagga
cgegttgetyg
ctcaagtcag
aagcteccte
tocteoectteg
gtaggtegtt
cgecttatee
ggcagcagoo
cttgaagtgg
gctgaagcca
cgetggtage
tcaagaagat
ttaagggatt
aaaatgaagt
atgcttaatce
ctgactgece
tgcaatgata
ageccggaagy
taattgttgce
tgccattget

cggttcccaa

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

5240

6000

6060

6120

6180



agatcaagge
cctecgatceg
ctgcataatt
tcaaccaagt
atacgggata
tecttoggggc
actcgtgcac
aaaacaggaa
ctecatactet
ggatacatat
cgaaaagtgce
aggcegtatca
cacatgcagc
gocegtoagyg
tcagagcaga
actagtattt
gagaaacagt
ctatgaataa
attccctttt
atattatage
caaaccotta
tttaagagct
cagggaagtc
toctagtacac
agcggatgac
tataaagtaa
aggatgggta
gatttatatg
cgattgtatg
gocaatgatg
ccgaccatca

cccggcaaaa

gagttacatg
ttgtcagaag
ctettactgt
cattctgaga
ataccgogece
gaaaactctc
ccaactgatc
ggcaaaatgce
teetttttca
ttgaatgtat
cacctgacgt
cgaggecett
tcccggagac
gegoegtoage
ttgtactgag
acattactag
catctaaatt
catataaaac
gtggattcct
ctttatcaac
atataactte
tggtgagcge
ataacacagt
tctatatttt
tetttttttt
tgtgatttet
aggaaaagac
ggtataaatg
ggaagcocga
ttacagatga
agcattttat

cagcattcca

atcecceccatg
taagttggce
catgccatcc
atagtgtatg
acatagcaga
aaggatctta
ttcagcatct
cgcaaaaaaqg
atattattga
ttagaaaaat
ctaagaaacc
tegtotageg
ggtcacagct
gggtgttgge
agtgcaccat
tatattatca
agtggaagct
gaaaagagga
atatcctcga
aatggaatcc
gtataatgta
taggagtcac
ccttteoecege
tttatgecte
tecttagegat
tcgaagaata
tcacgttteg
ggctcgcgat
tgcgccagag
gatggtcaga
ccgtactcct

ggtattagaa
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ttgtgaaaaa
gcagtgttat
gtaagatgct
cggegaccega
actttaaaag
ccgctgttga
tttactttca
ggaataaggg
ageatttatce
aaacaaatag
attattatca
cgtttaggtyg
tgtctgtaag
gggtgteggg
gttggaataa
tatacggtgt
gaaatgcaag
ataatcataa
ggagaacttc
caacaattat
tgcetatacga
tgccaggtat
aattttcttt
ggtaatgatt
tggecattatc
tactaaaaaa
aggcogegat
aatgtcggge
ttgtttctga
ctaaactgge
gatgatgcat

gaatatcctg

aageggttag
cactcatggt
tttectgtgac
gttgetcettg
tgetecateat
gatccagttc
ccagegtttc
cgacacggaa
agggttattg
gggttecgeg
tgacattaac
atgacggtga
cggatgoccgg
gotggettaa
aaatcaacta
tagaagatga
gattgataat
tattatatgt
tagtatattc
ctcaaaattc
agttattagg
cgtttgaaca
ttctattact
ttcattttit
acataatgaa
tgagcaggca
taaattccaa
aatcaggtgc
aacatggcaa
tgacggaatt
ggttactcac

attcaggtga
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ctoctteggt
tatggcagca
tggtgagtac
cocggegtea
tggaaaacgt
gatgtaaccc
tgggtgagca
atgttgaata
tctcatgage
cacatttece
ctataaaaat
aaacctotga
gagcagacaa
ctatgeggea
tcatctatta
cataaatgat
gtaataagat
agaaatatag
tgtataccta
acctatttct
taattecogt
cggcattagt
cttggcectce
tttttececct
ttatacatta
agataaacga
catggatget
gacaatctat
aggtagegtt
tatgectett
cactgcgatc

aaatattgtt

6240

6300

6360

6420

6480

6540

€600

6660

6720

6780

6840

6300

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7320

7980

8040

8100
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gatgcgctgy
aacagegate
gatgcgagtg
atgcataagc
gataacctta
atcgcagacc
tcattacaga

cagtttcatt

<210> 185
<211> 333
<212> ADN

<213> artificial

<220>

cagtgttcect
goegtattteg
attttgatga
ttttgccatt
tttttgacga
gataccagga
aacggetttt

tgatgetega

<223> Secuencia delta TY

<400> 185
tgttggaata

atatacggtg
tgaaatgcaa
aataatecata
aggagaactt
ccaacaatta
<210> 186

<211>4
<212> PRT

aaaatcaact
ttagaagatg
ggattgataa
atattatatg
ctagtatatt

totcaaaatt

<213> Botrytis cinerea

<400> 186

Met Pro Glu Leu

1

<210> 187
<211>4
<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Transportador ABC

<400> 187

Met Pro Glu Ile

1

<210> 188
<211>4
<212> PRT

<213> Desconocido

<400> 188

Thr Glu Glu Leu

1

<210> 189

gcgecggttyg
tetegeteag
cgagcgtaat
ctcaccggat
ggggaaatta
tcttgececatce
tcaaaaatat

tgagttttte

atcatctatt
acataaatga
tgtaataaga
tagaaatata
ctgtatacct

cacctattte
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cattcgattc
gegeaatcae
ggctggectg
tcagtcgtca
ataggttgta
ctatggaact
ggtattgata

taa

aactagtatt
tgagaaacag
tctatgaata
gattcecettt
aatattatag

teca

ctgtttgtaa
gaatgaataa
ttgaacaagt
ctcatggtga
ttgatgttgg
gcctcggtga

atcctgatat

tacattacta
tcatctaaat
acatataaaa
tgtggattce

cctttatcaa
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ttgtcctttt
cggtttggtt
ctggaaagaa
tttctcactt
acgagtcgga
gttttctect

gaataaattg

gtatattatc
tagtggaage
cgaaaagagg
tatatccteg

caatggaatc

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8553

60

120

180

240

300

333
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<211> 10
<212> PRT
<213> Botrytis cinerea

<400> 189
Gln Ala Met Gln Gln Gln Ser Asp Lys Asp
1 5 10

<210> 190
<211>10

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Transportador ABC

<400> 190
Gln Ala Met Arg Glu Gln Gly Glu Lys Asp
1 5 10

<210> 191
<211>10

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Transportador ABC

<400> 191
Gln Ala Ile Arg Asn Gln Glu Glu Lys Asp
1 5 10

<210> 192
<211>10

<212> PRT

<213> Desconocido

<220>
<223> Transportador ABC

<400> 192

Lys Gln Thr Gln Gln Gln Asn Glu Asn Asp
1 5 10
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REIVINDICACIONES

1. Un microorganismo recombinante que produce y excreta al medio de cultivo un estilbenoide como producto
metabolito cuando se cultiva en condiciones de produccion de estilbenoide, cuyo microorganismo tiene genes que
codifican enzimas que constituyen una ruta metabdlica para la produccién de dicho estilbenoide y un transportador
ABC que transporta dicho estilbenoide fuera de dicho microorganismo a dicho medio de cultivo, en donde dicho
transportador es exégeno a dicho microorganismo o dicho gen que codifica dicho transportador es endégeno y esta
presente en un numero de copias mayor que en el microorganismo nativo y/o esta bajo el control de un promotor
mas fuerte de modo que dicho gen enddgeno se exprese a un nivel mas alto que el nivel de expresion nativo,

en donde dicho microorganismo tiene genes que codifican las enzimas:

- fenilalanina amoniaco liasa, 4-cumarato-CoA ligasa y estilbeno sintasa; y/o

- fenilalanina amoniaco liasa, cinamato 4-hidroxilasa, 4-cumarato-CoA ligasa y estilbeno sintasa; y/o
- tirosina amoniaco liasa, 4-cumarato-CoA ligasa y estilbeno sintasa; y/o

- tirosina amoniaco liasa, cinamato 4-hidroxilasa, 4-cumarato-CoA ligasa y estilbeno sintasa.

2. Un microorganismo como se reivindica en la reivindicacion 1, en donde dicho transportador ABC es el producto de
expresion del gen SNQ2 de Saccharomyces cerevisiae o es el producto de expresion del gen BcatrB de Botrytis
cinerea.

3. Un microorganismo como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el estilbenoide
producido es resveratrol.

4. Un microorganismo como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que es una
Saccharomyces cerevisiae recombinante.

5. Un microorganismo como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde un gen que
expresa dicho transportador esta bajo el control de un promotor que proporciona expresion constitutiva o es
enddgeno y esta presente en un nimero de copias superior al del microorganismo nativo.

6. Un microorganismo como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que los genes Aro4
y/o Aro7 se expresan en exceso.

7. Un microorganismo como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el gen ACC1 se
expresa en exceso.

8. Un microorganismo como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el genoma del
microorganismo produce un fenotipo auxétrofo cuyo fenotipo auxétrofo es compensado por al menos un producto de
expresion de un plasmido de mudltiples copias autorreplicante o plasmido integrativo presente en dicho
microorganismo, cuyo plasmido también expresa una o mas enzimas que participan en una ruta metabdlica que
produce dicho estilbenoide, y en donde al menos uno de dichos productos de expresion del plasmido esta
genéticamente modificado para incluir una secuencia de etiqueta de ubiquitinacion.

9. Un microorganismo como se reivindica en la reivindicacion 8, en donde dicha secuencia de etiqueta de
ubiquitinacién es una prolongacién C-terminal de dicho producto de expresion que tiene una de las siguientes
secuencias:

ACKNWESSLSHEFVIHL
SLISLPLPTRVKFSSLLLIRIMKIITMTEFPKKLRS
FYYPIWFARVLLVHYQ
SNPFSSLFGASLLIDSVSLKSNWDTSSSSCLISFEFSSVMESSTTRS
CROQRESCHLTASYPQSTVTPFLAFLRRDFFFLRHNSSAD
GAPHVVLFDFELRITNPLSHIQSVSLQITLIFCSLPSLILSKEFLQV
NTPLESKSFSTTCGVAKKTLLLAQISSLFFLLLSSNIAV
PTVKNSPKIFCLSSSPYLAFNLEYLSLRIFSTLSKCSNTLLTSLS
SNQLKRLWLWLLEVRSFDRTLRRPWIHLPS
SISFVIRSHASIRMGASNDFFHKLYFTKCLTSVILSKFLIHLLLRSTPRV

10. Un microorganismo como se reivindica en la reivindicacion 8 o la reivindicacion 9, en donde dicho producto de
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expresion que porta la secuencia de etiqueta de ubiquitinacion es el producto de expresion del gen. ura3, his3, trp1,
leu2, lys2, o met15.

11. Un microorganismo como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la expresion en
el microorganismo de una enzima que participa en el catabolismo de la fenilalanina por la ruta de Ehrlich se reduce
en comparacion con su nivel de expresién nativo.

12. Un microorganismo como se reivindica en la reivindicacion 11, en donde dicha enzima es una fenilpiruvato
descarboxilasa.

13. Un microorganismo como se reivindica en la reivindicacion 11 o 12, en donde un gen que expresa dicha enzima
se elimina o se desactiva funcionalmente.

14. Un microorganismo como se reivindica en las reivindicaciones 11 a 13, en donde dicha enzima es Aro70.

15. Una biomasa seca de un microorganismo recombinante como se reivindica en una cualquiera de las
reivindicaciones 1-13.

16. Un alimento para animales que comprende un microorganismo recombinante como se reivindica en una
cualquiera de las reivindicaciones 1-13, o una biomasa seca como se reivindica en la reivindicacion 14.
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L-fenilalanina

Fenilalanina amoniaco liasa
{PALE-314.315

NH3 E}

acido cinamico

(C4H) 1.44.13.11

0Oz, NADPH Ej Cinamato 4-hidroxilasa

acido cumarico
ATP, CoA wl J-Cumarato-CoA ligasa

(4CL1) 621,12

d-cumaroil-CoA

Malonil-CoA = Resveratrol sintasa
CoA, CO2 s

resveratrol

Figura 1
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Tirosina

Fenilalanina ameniace liasa

NH3 oo o (PALLA43AS.
- e Rhodotorula rubra / Rhodobacter capsulatus

acido cumarico

ATP, CoA 4-cumarato CoA ligasa
{4CL1} 62,112
4-cumaroil-CoA
mag:;::%‘g‘z Resuerzg:!g:intasa
resveratrol
Figura 2
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L-fenilalanina

Fenilalanina amoniaco liasa

NH3 == (PAL1-3)4315

acido cinamico
ATP! CoA % 3-Cumarato-Cof ligasa

(4CL1y 62112

cinamoil-CoA

malonil-CoA
CoA, CO2 Resveratrol sintasa 2.3.1.05
:

Pinosihin sintasa 2.3.1.146

pinosilvina

Figura 3
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