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DESCRIPCION
Microorganismo modificado para la produccion de 1,3-propanodiol.

La presente invencion se refiere a un microorganismo modificado que puede producir 1,3-propanodiol a partir de
un sustrato de carbono mediante la implementacién de una ruta sintética que comprende enzimas con actividad
de 2,4-dihidroxibutirato deshidrogenasa, de 2-oxo-4-hidroxibutirato descarboxilasa y de 3-hidroxipropionaldehido
reductasa, respectivamente, y que puede sintetizar 2,4-dihidroxibutirato a partir de un sustrato de carbono.

Antecedentes de la invencion

El 1,3-propanodiol (PDO) es un bloque constructivo quimico que encuentra su principal aplicacion en la
produccion de poliésteres. El PDO puede utilizarse ademas como biocida de bajo coste y como aditivo en un
gran numero de productos quimicos (revision en Saxena, Anand, Saran e Isar, 2009).

El PDO puede producirse mediante sintesis quimica utilizando acroleina, 6xido de etileno o glicerol como
materias primas. Sin embargo, los rendimientos de producto comparativamente bajos, las duras condiciones de
reaccion y la produccion de flujos de residuos téxicos dificultan la produccién quimica econdémica vy
ambientalmente respetuosa de PDO.

El PDO también puede ser producido por microorganismos. Algunos organismos naturales, tales como los
miembros de los géneros Kilebsiella, Citrobacter, Clostridia y Enterobacter, producen PDO durante la
fermentacion anaerdbica del glicerol, en la que la sintesis de PDO sirva para reoxidar el exceso de moléculas de
NAD(P)H producidas durante la conversion del glicerol en el intermediario glucolitico dihidroxiacetona fosfato. La
ruta de biosintesis natural del PDO consiste en una glicerol deshidratasa dependiente de vitamina B12 que
convierte el glicerol en 3-hidroxipropionaldehido (3-HPA) y una 1,3-propanodiol oxidorreductasa que convierte la
3-HPA en PDO. Los genes codificantes de glicerol deshidratasa y de PDO oxidorreductasa cominmente se
agrupan en un operén junto con genes que codifican el factor de reactivacion de la deshidratasa y los genes
codificantes de enzimas para la asimilacion del glicerol (Saxena, Anand, Saran e Isar, 2009).

Los dultimos enfoques se han dirigido a producir PDO a partir de glucosa mediante la utilizacion de
microorganismos manipulados genéticamente y preferentemente Escherichia coli (Emptage, Haynie, Laffend,
Pucci y Whited, 2000) (Laffend, Nagarajan y Nakamura, 1995). E. coli no es naturalmente capaz de producir
PDO. Este organismo esta dotado de enzimas que potencian tanto la produccién de glicerol (GPD1 'y GPP2 de
Saccharomyces cerevisiae) como la conversion del glicerol en PDO (dhaB1-3, orfZ y orfX de Klebsiella
pneumoniae). Se ha encontrado que su alcohol deshidrogenasa natural dependiente de NADP, YghD, es capaz
de convertir 3-HPA en PDO, convirtiendo la expresion de una PDO oxidorreductasa adicional (por ejemplo, dhaT)
en opcional e incluso en cierta medida menos beneficiosa. Ademas, todos los genes responsables de la
asimilacion del glicerol se habian eliminado en la cepa de produccién. La atenuacion del sistema de
fosfotransferasa dependiente de fosfoenolpiruvato (PEP) y la atenuacion de la actividad de la gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa incrementan adicionalmente el rendimiento y productividad de PDO. Esta tecnologia esta
siendo explotada actualmente por DuPont, que ha anunciado productividades de 3,5 g/Lh, titulos de producto
finales de 135 g/l y rendimientos de carbono del 51% (en peso) en 2003 (Nakamura y Whited, 2003).

Una desventaja significativa de dicha tecnologia es la utilizacion del enzima glicerol deshidratasa dependiente de
vitamina B12 para la biosintesis del PDO, que requiere la complementacién del caldo de fermentacién con la
cara vitamina B12. Ademas, las rutas biosintéticas de PDO que utilizan glicerol como intermediario dependen de
la utilizacion de azucares fermentables o glicerol como materia prima. La utilizacion de fuentes de carbono
alternativas, tales como acidos organicos de cadena corta e intermedia solos o en cofermentaciones con
azucares requiere una actividad gluconeogénica significativa, de manera que la sintesis de PDO se torna
ineficiente y se limita el espectro de potenciales materias primas. El desarrollo de rutas que rindan PDO con
puntos de entrada diferentes del glicerol puede, por lo tanto, contribuir fuertemente a incrementar el rendimiento
de producto de azucares, reducir los costes de produccion al evitar enzimas dependientes de vitamina B12 y/o
incrementar la flexibilidad metabodlica para adaptar los organismos productores de PDO a un panel mas grande
de materias primas.

Recientemente se ha dado a conocer una ruta (documento n°® WO2012/004247) que describe la produccion de
PDO partiendo de oxalacetato y que pasa por la aminaciéon del mismo para rendir aspartato, la transformacion
del aspartato en homoserina, la desaminacion de la homoserina que rinde 2-oxo-4-hidroxibutirato (OHB) y la
conversion del OHB en PDO mediante 2-oxo-4-hidroxibutirato descarboxilasa y 1,3-propanodiol deshidrogenasa.
La invenciéon dada a conocer utiliza enzimas disponibles naturalmente para construir la secuencia de reacciones
requerida. El rendimiento teérico de PDO con glucosa para dicha ruta es igual al rendimiento de produccion de
PDO a partir de glucosa mediante glicerol. Sin embargo, debido a que dicha ruta utiliza dos etapas de
transaminacion, este rendimiento tedrico solo se alcanzara en el caso de que el grupo amino pueda reciclarse
por completo en las reacciones de transaminacion y en el caso de que la sintesis de novo de glutamato
consumidora de NADPH no resulte necesaria. Ello no es muy probable.
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La presente invencion representa una alternativa a la tecnologia existente al producir PDO a partir del acido
organico malato sin necesidad de actividad gluconeogénica, sin la necesidad de reacciones de transaminacion,
costosas metabolicamente, y sin utilizacion de enzimas dependientes de vitamina B12. En particular, la invencion
comprende la produccion de PDO a partir de acido 2,4-dihidroxibutirico (DHB) mediante una ruta sintética no
natural y la expresion funcional de dicha ruta en un organismo huésped para producir ziméticamente PDO a
partir de, por ejemplo, azucares tales como la glucosa.

Descripcion general de la invencion

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, un objeto de la presente invencion es un microorganismo modificado
para la producciéon de PDO a partir de un sustrato de carbono en el que el microorganismo comprende una ruta
para la sintesis de 2,3-dihidroxibutirato (DHB) a partir de malato y una ruta metabdlica en tres etapas que
comprende las etapas siguientes: una primera etapa de conversion de 2,4-dihidroxibutirato (DHB) para obtener
2-oxo-4-hidroxibutirato (OHB) mediante un enzima con actividad de 2,4-DHB deshidrogenasa, una segunda
etapa de descarboxilacion del OHB para obtener 3-hidroxipropionaldehido mediante un enzima que presenta
actividad de 2-oxo-4-hidroxibutirato descarboxilasa, y una tercera etapa de reduccion del 3-
hidroxipropionaldehido obtenido en PDO con un enzima que presenta actividad de 3-hidroxipropionaldehido
reductasa. En un aspecto preferente de la invencion, el organismo modificado que expresa la ruta de conversion
de DHB en PDO expresa adicionalmente una ruta de conversién de malato en DHB que comprende las etapas
siguientes: una primera etapa de conversion de malato en 4-fosfo-malato mediante un enzima que presenta
actividad de malato cinasa, una segunda etapa de conversion de 4-fosfo-malato en malato-4-semialdehido
mediante un enzima que presenta actividad de malato semialdehido deshidrogenasa, y una tercera etapa de
conversion de malato-4-semialdehido en DHB mediante un enzima que presenta actividad de malato
semialdehido reductasa.

Descripcion detallada de la presente invencion

La presente invencion se refiere a un microorganismo modificado para la produccion de PDO a partir de un
sustrato de carbono (que preferentemente es un azlcar o una mezcla de azlcares que preferentemente contiene
glucosa), en el que dicho microorganismo comprende una ruta metabdlica de tres etapas que cataliza la sintesis
de PDO a partir de DHB. Debido a que DHB no se encuentra disponible naturalmente dentro de los
microorganismos, dicho microorganismo adicionalmente expresa una ruta para la conversion del malato en DHB.

Segun la presente invencion, cada una de las tres etapas de ruta esta catalizada por un enzima definido por su
actividad. Dichos enzimas se encuentran codificados por los genes definidos posteriormente. Los homdlogos
funcionales, variantes funcionales y fragmentos funcionales de dichos genes y proteinas se encuentran
comprendidos en la definiciéon. Los enzimas con una o mas mutaciones también se encuentran comprendidos en
la presente definicion con la condicion de que los enzimas mutados conserven la actividad enzimatica o
presenten una actividad incrementada.

La denominacion de dichos genes presenta un significado mas general segun la invenciéon y cubre los genes
correspondientes en otros organismos.

En el significado de la invencion, la conversion de DHB en OHB esta catalizada por un enzima que presenta
actividad de DHB deshidrogenasa, dicho enzima puede obtenerse mediante por lo menos una mutacion de un
enzima, mejorando dicha mutacion la actividad y/o afinidad de sustrato del enzima mutado para DHB.

Pueden identificarse enzimas que presentan DHB deshidrogenasa de entre los enzimas que presentan actividad
de lactato deshidrogenasa soluble (citosdlica) o asociada a membrana. En un aspecto mas especifico de la
invencion, la actividad de DHB deshidrogenasa soluble se encuentra codificada por IdhA de Lactococcus lactis
(SEC ID n°® 119) y la actividad de DHB deshidrogenasa asociada a membrana se encuentra codificada por /ldD
de E. coli (SEC ID n° 121).

En otro aspecto de la invencion, la actividad de DHB deshidrogenasa de Ec-LIdD puede mejorarse mediante la
mutacion de la posicién Val108.

En un aspecto adicional de la invencién, puede obtenerse el enzima que presenta actividad de DHB
deshidrogenasa mediante la mutacion de enzimas de malato deshidrogenasa naturales citosoélicos o asociados a
membrana.

Segun otro aspecto, las malato deshidrogenasas citosdélicas mutadas se encuentran codificadas por mdh de E.
coli (SEC ID n°® 123) o mdh de Bacillus subtilis (SEC ID n°® 125) y portan mutaciones en por lo menos una de las
posiciones siguientes (en referencia a mdh de E. coli, SEC ID n° 124): lle12, Arg81, Lys82, Met85, Asp86, Val93,
lle117, Gly179, Thr211 o Met227.
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Segun otro aspecto, la conversién de OHB en 3-HPA esta catalizada por un enzima que presenta actividad de 2-
oxo-4-hidroxibutirato descarboxilasa, dicho enzima puede obtenerse mediante por lo menos una mutacién de un
enzima, mejorando dicha mutacion la actividad y/o la afinidad de sustrato del enzima mutado para OHB.

Dicha actividad puede identificarse de entre los enzimas que presentan actividad de 2-cetoacido descarboxilasa.
Los genes codificantes de una actividad de 2-cetoacido descarboxilasa son bien conocidos de la técnica,
incluyendo genes pdc de diversas especies y mas particularmente los genes PDC1, PDC5, PDC6, ARO10y Thi3
de Saccharomyces cerevisiae, los genes kivD o kdcA de Lactococcus lactis; el gen pdc de Clostridium
acetobutylicum; los genes PDC2 y PDC3 de Arabidopsis thaliana; los genes PDC1, PDC2 y ARO10 de Pichia
stipitis, y el gen pdc de Zymomonas mobilis. La primera subunidad del complejo de 2-cetoglutarato
descarboxilasa, codificado por el gen sucA de Escherichia coli, también presenta actividad de 2-cetoacido
descarboxilasa, asi como el enzima codificado por el gen dxs de Escherichia coli. Los homdlogos funcionales,
variantes funcionales y fragmentos funcionales de dichos genes y proteinas se encuentran comprendidos en la
definicion.

Segun otro aspecto de la invencion, la actividad de OHD descarboxilasa de los enzimas anteriormente listados
puede mejorarse mediante mutaciones.

En un aspecto adicional de la invencion, el enzima OHB descarboxilasa mejorado se encuentra codificado por
pdc de Z. mobilis (SEC ID n° 127) portador de una mutacion en por lo menos una de las posiciones siguientes:
Tyr290, Trp392, Gly413 o lle476 (numeracion de Z. mobilis, SEC ID n° 128).

En un aspecto adicional de la invencion, el enzima OHB descarboxilasa mejorado se encuentra codificado por
kdcA de L. lactis (SEC ID n° 129), portador de una mutacién en por lo menos una de las posiciones siguientes:
GIn377, Phe381, Phe382, Gly402, Val461, lle465, Met538 o Phe542 (en referencia a kdcA de L. lactis, SEC ID n°
130).

Segun otro aspecto, la conversion de 3-HPA en PDO esta catalizada por un enzima que presenta actividad de
PDO deshidrogenasa. Dicha actividad puede identificarse de entre los enzimas que presentan actividad de
hidroxialdehido reductasa, actividad de alcohol deshidrogenasa, actividad de lactaldehido reductasa o actividad
de metilglioxal reductasa, dicho enzima puede obtenerse mediante por lo menos una mutacién de un enzima,
mejorando dicha mutacion la actividad y/o la afinidad de sustrato del enzima mutado para 3-HPA.

Los genes codificantes de una actividad de aldehido reductasa son bien conocidos de la técnica y entre ellos se
incluyen los genes yghD, fucO, dkgA y dkgB de Escherichia colia, €l gen dhaT de K. pneumoniae y los genes
ADH1 y ADH2 de Saccharomyces cerevisiae. Los homdlogos funcionales, variantes funcionales y fragmentos
funcionales de dichos genes y proteinas se encuentran comprendidos en la definicion.

Las proteinas/acidos nucleicos que comparten una homologia sustancial con los enzimas/acidos nucleicos
anteriormente indicados también son otro aspecto de la invencion, tal como las variantes funcionales o los
fragmentos funcionales.

La expresion "homologia sustancial" cubre la homologia con respecto a la estructura y/o los componentes
aminoacidos y/o la actividad bioldgica.

Mas generalmente, dentro del significado de la invencion, la homologia entre dos secuencias de proteina o de
acidos nucleicos puede determinarse mediante procedimientos bien conocidos por el experto en la materia. Se
define de manera general como un porcentaje de identidad de secuencias entre una secuencia de referencia y la
secuencia de una proteina/acido nucleico de interés.

Tal como se utiliza en la presente memoria, "porcentaje (%) de identidad de secuencias" con respecto a las
secuencias de aminoacidos o de nucleoétidos identificadas en la presente memoria se define como el porcentaje
de residuos aminoacidos o nucleétidos en una secuencia candidata que son idénticos a los residuos aminoacidos
o nucledtidos en una secuencia de enzima tras la alineacion de las secuencias y la introduccion de huecos, en
caso necesario, para conseguir el maximo porcentaje de identidad de las secuencias, y sin considerar ninguna
sustitucién conservadora como parte de la identidad de secuencias. Los procedimientos para llevar a cabo la
alineacion de secuencias y determinar la identidad de las secuencias son conocidos por el experto en la materia
y pueden llevarse a cabo sin necesidad de experimentacion indebida y pueden obtenerse calculos de los valores
de identidad de manera definitiva. Ver, por ejemplo, Ausubel et al., editores, Current Protocols in Molecular
Biology, capitulo 19 (Greene Publishing and Wiley-Interscience, New York), 1995, y el programa ALIGN (Dayhoff,
Atlas of Protein Sequence and Structure 5:supl. 3 (National Biomedical Research Foundation, Washington, D.C.),
1978). Se encuentran disponibles varios algoritmos para alinear secuencias y determinar la identidad de
secuencias y entre ellos se incluyen, por ejemplo, el algoritmo de alineacion de homologias de Needleman et al.,
J. Mol. Biol. 48:443, 1970; el algoritmo de homologia local de Smith et al., Adv. Appl. Math. 2:484, 1981; el
procedimiento de busqueda de similitud de Pearson et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 85:2444, 1988; el algoritmo de
Smith-Waterman (Meth. Mol. Biol. 70:173-187, 1997) y los algoritmos BLASTP, BLASTN y BLASTX (ver Altschul
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et al.,, J. Mol. Biol. 215:403-410, 1990). También se encuentran disponibles algoritmos computerizados que
utilizan dichos algoritmos y entre ellos se incluyen, aunque sin limitacion, el software ALIGN o Megalign
(DNASTAR) o WU-BLAST-2 (Altschul et al., Meth. Enzym. 266:460-480, 1996) o GAP, BESTFIT, BLAST
(Altschul et al.), supra, FASTA y TFASTA, disponibles en el paquete del Genetics Computing Group (GCG),
version 8, Madison, Wis., USA, y CLUSTAL en el programa PC/Gene de Intelligenetics, Mountain View, Calif. El
experto en la materia podra determinar los parametros apropiados para medir la alineacion, incluyendo los
algoritmos necesarios para alcanzar la maxima alineacion a lo largo de la longitud de las secuencias que se
comparan. Preferentemente, la identidad de secuencias se determina utilizando los parametros por defecto
determinados por el programa. Especificamente, la identidad de secuencias puede determinarse mediante el
algoritmo de busqueda de homologias de Smith-Waterman (Meth. Mol. Biol. 70:173-187, 1997) segun la
implementacién en el programa MSPRCH (Oxford Molecular) utilizando una busqueda de huecos afines con los
parametros de busqueda siguientes: penalizacion de hueco abierto de 12 y penalizacién de extension de hueco
de 1. Preferentemente, las comparaciones de aminoacidos apareados pueden llevarse a cabo utilizando el
programa GAP del paquete de software de analisis de secuencias GCG del Genetics Computer Group, Inc.,
Madison, Wis., utilizando la matriz de sustituciones de aminoacidos blosum62, con un peso de hueco de 12 y un
peso de la longitud de 2. Con respecto a la alineacién 6ptica de dos secuencias de aminoacidos, el segmento
contiguo de la secuencia de aminoacidos variante puede presentar residuos aminoacidos adicionales o residuos
aminoacidos eliminados con respecto a la secuencia de aminoacidos de referencia. El segmento contiguo
utilizado para la comparacién con la secuencia de aminoacidos de referencia incluira por lo menos 20 residuos
aminoacidos contiguos y puede presentar 30, 40, 50 o mas residuos aminoacidos. Las correcciones para una
identidad de secuencias incrementada que se asocia con la inclusiéon de huecos en la secuencia de aminoacidos
del derivado pueden llevarse a cabo mediante la asignacion de penalizaciones de hueco.

Los enzimas segun la presente invencién que presentan la misma actividad comparten una identidad de
secuencias de aminoacidos de por lo menos aproximadamente 50%, 70% o 85%, preferentemente una identidad
de secuencias e aminoacidos de por lo menos aproximadamente 85%, mas preferentemente de por lo menos
aproximadamente 90%, mas preferentemente de por lo menos aproximadamente 95% y todavia mas
preferentemente de 98%. Preferentemente, cualesquiera sustituciones de aminoacidos son "sustituciones de
aminoacidos conservadoras" que utilizan L-aminoacidos, en las que un aminoacido es sustituido por otro
aminoacido biolégicamente similar. Las sustituciones de aminoacidos conservadoras son aquellas que conservan
la carga general, hidrofobicidad/hidrofilicidad y/o volumen estérico del aminoacido que se sustituye. Son ejemplos
de sustituciones conservadoras las que ocurren entre los grupos siguientes: Gly/Ala, Val/lle/Leu, Lys/Arg,
Asn/GIn, Glu/Asp, Ser/Cys/Thr y Phe/Trp/Tyr. Un derivado puede, por ejemplo, difiere en tan sélo 1 a 10 residuos
aminoacidos, tal como 6 a 10, en tan solo 5, en tan solo 4, 3, 2 o incluso 1 residuo aminoacido.

La expresion variante funcional comprende enzimas que pueden presentar modificaciones de secuencia
sustanciales en comparacion con las secuencias descritas especificamente en la presente solicitud pero todavia
conservar la actividad enzimatica original.

También se refiere a que la secuencia del enzima puede comprender menos aminoacidos que la secuencia
original aunque dicho enzima truncado todavia conserve la actividad enzimatica original.

Segun un aspecto de la invencion, la actividad del enzima que cataliza la primera y/o la segunda y/o la tercera
etapa del procedimiento de la presente invencidon se encuentra incrementada. Este incremento puede medirse
mediante un ensayo enzimatico tal como se indica en los ejemplos 1 a 5.

La mejora de dichos enzimas puede obtenerse mediante por lo menos una mutacion, (i) mejorando dicha
mutacién o mutaciones la actividad y/o afinidad de sustrato del enzima mutado para 2,4-DHB, OHB y 3-HPA,
respectivamente, y/o (ii) reduciendo la actividad y/o afinidad de sustrato del enzima mutado para su sustrato
natural.

En la presente invencion, la expresion "mejora la actividad y/o afinidad de sustrato" se refiere a que el enzima
antes de la mutacion:

- era incapaz de utilizar el sustrato y/o
- sintetizaba el producto de la reaccién a una velocidad especifica maxima por lo menos tres veces inferior y/o
- presentaba una afinidad para 2,4-DHB, OHB o 3-HPA que era por lo menos tres veces inferior y/o

- presentaba una actividad especifica maxima sobre el sustrato natural que era por lo menos tres veces
superior y/o

- presentaba una afinidad para el sustrato natural que era por lo menos tres veces superior.

Cualquier ruta metabdlica que catalice la sintesis de DHB a partir de un sustrato de carbono se encuentra
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comprendida en la presente invencion. La sintesis de DHB a partir de malato constituye un aspecto preferente de
la invencion.

En un aspecto especifico de la invencion, se sintetiza DHB mediante una ruta en tres etapas que parte de
malato, tal como se describe en la solicitud de patente publicada como n® WO 2012/056318, en la que:

La conversién de malato en 4-fosfomalato se encuentra catalizada por un enzima que presenta actividad de
malato cinasa. Dicha actividad de malato cinasa puede identificarse de entre los enzimas que presentan
actividad de aspartato cinasa o actividad de homoserina cinasa. Dicha actividad de malato cinasa puede
obtenerse mediante mutacién de una aminoacido cinasa natural, por ejemplo la aspartato cinasa mutante LysC
de E. coli E119G o la aspartato cinasa mutante LysC E119G E250K de E. coli.

La conversion del fosfomalato en malato-4-semialdehido se encuentra catalizada por un enzima que posee
actividad de malato semialdehido deshidrogenasa. Dicha actividad de malato semialdehido deshidrogenasa
puede identificarse de entre los enzimas que presentan actividad de aspartato semialdehido deshidrogenasa.
Dicha actividad de malato semialdehido deshidrogenasa puede obtenerse mediante mutacién de una aminoacido
deshidrogenasa natural, por ejemplo la aspartato semialdehido deshidrogenasa mutante Asd E241Q de E. coli.

La conversion del malato 4-semialdehido en DHB se encuentra catalizada por la acciéon de un enzima que posee
actividad de malato-4-semialdehido reductasa. Dicha actividad de malato-4-semialdehido reductasa puede
identificarse de entre los enzimas que presentan actividad de semialdehido succinico reductasa (SSR), tal como
la malato-4-semialdehido reductasa codificada por el gen ssr de Metallosphaera sedula o el mutante M. sedula
SSR H39R N43H.

Segun la presente invencion, una "secuencia de acidos nucleicos" se refiere a una molécula de ADN o ARN en
forma de cadena sencilla o de doble cadena, preferentemente una molécula de ADN. Un "ADN aislado", tal como
se utiliza en la presente memoria, se refiere a un ADN que no es natural o que ya no se encuentra en el medio
natural en el que se encontraba presente originalmente, por ejemplo una secuencia codificante de ADN asociada
a otros elementos reguladores en un gen quimérico, un ADN transferido a otra célula huésped o una secuencia
de ADN artificial, generada mediante sintesis, que presenta una secuencia de nucleétidos diferente de la de
cualquier secuencia de ADN natural. Se da a conocer ademas en la presente memoria un gen quimérico que
comprende, funcionalmente unido a otro, por lo menos un promotor que es funcional en un organismo huésped,
un polinucleétido codificante de cualquiera de los enzimas dados a conocer en la presente memoria y un
elemento terminador que es funcional en el mismo organismo huésped. Los diversos elementos que puede
contener un gen quimérico son, en primer lugar, elementos reguladores de la transcripcion, traduccion y
maduracién de las proteinas, tales como un promotor, una secuencia codificante de un péptido de sefial o un
péptido de trafico, o un elemento terminador que constituye una sefal de poliadenilacién y, en segundo lugar, un
polinucledtido codificante de una proteina. La expresion "funcionalmente ligado a otro" se refiere a que dichos
elementos del gen quimérico se encuentran unidos entre si de manera que la funcién de uno de dichos
elementos resulta afectada por la de otro. A titulo de ejemplo, un promotor se encuentra funcionalmente ligado a
una secuencia codificante en el caso de que sea capaz de afectar a la expresion de dicha secuencia codificante.
La construccion del gen quimérico tal como se da a conocer en la presente memoria y el ensamblaje de los
diversos elementos pueden llevarse a cabo utilizando técnicas bien conocidas por el experto en la materia, en
particular los indicados en [18]. La eleccién de los elementos reguladores que constituyen el gen quimérico
depende esencialmente del organismo huésped en el que deben funcionar y el experto en la materia sera capaz
de seleccionar los elementos reguladores que son funcionales en un organismo huésped dado. El término
"funcional" pretende referirse a la capacidad de funcionar en un organismo huésped dado.

Los promotores que puede contener el gen quimérico tal como se da a conocer en la presente memoria son
constitutivos o inducibles. A titulo de ejemplo, los promotores utilizados para la expresion en bacterias pueden
seleccionarse de entre los promotores mencionados posteriormente. Para la expresion en Escherichia coli
pueden mencionarse lac, trp, Ipp, phoA, recA, araBAD, prou, cst-l, tetA, cadA, nar, tac, trc, Ipp-lac, Psyn, cspA,
PL, PL-9G-50, PR-PL, T7, [lambda]PL-PT7, T3-lac, T5-lac, T4 gen 32, nprM-lac, VHb y los promotores proteina A
[19], [20]) o el promotor Ptrp (documento n® WO 99/64607). Para la expresion en bacterias Gram-positivas, tales
como Corynebacteria o Streptomyces, puede hacerse mencion de los promotores PtipA [21] o PS1 y PS2
(documento n® FR91/09870) o los indicados en la solicitud n°® EP0629699A2. Para la expresion en levaduras u
hongos, puede hacerse mencién de los promotores PLAC4 de K. lactis [22] o el promotor Ppgk de K. lactis
(solicitud de patente n° FR 91/05294), el promotor tef1 o cbh1 de Trichoderma reesei (documento n® WO
94/04673), el promotor csl o apf de Penicillium funiculosumhis (documento n°® WO 00/68401) y el promotor gla de
Aspergillus niger [23]. El gen quimérico puede comprender ademas otras secuencias reguladoras, que se
encuentran situadas entre el promotor y la secuencia codificante, tales como los activadores (intensificadores) de
transcripcion.

De esta manera, el gen quimérico tal como se da a conocer en la presente memoria comprende, en una forma de
realizacion especifica, por lo menos, en la direccion de transcripcion, funcionalmente ligado, una secuencia
reguladora promotora que es funcional en un organismo huésped, una secuencia de acidos nucleicos codificante
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de enzimas tal como se da a conocer en la presente memoria y una secuencia reguladora terminadora que es
funcional en dicho organismo huésped. Se da a conocer ademas en la presente memoria un vector de clonacion
y/o expresion que comprende un gen quimérico tal como se da a conocer en la presente memoria 0 una
secuencia de acidos nucleicos tal como se da a conocer en la presente memoria. El vector tal como se da a
conocer en la presente memoria resulta Util para transformar un organismo huésped y expresar en dicho
organismo cualquiera de los enzimas para la biosintesis del PDO. Dicho vector puede ser un plasmido, un
coésmido, un bacteriéfago o un virus. Preferentemente, el vector de transformacion tal como se da a conocer en la
presente memoria es un plasmido. Generalmente, las cualidades principales de dicho vector deben ser la
capacidad de automantenerse y autorreplicarse en las células del organismo huésped, en particular gracias a la
presencia de un origen de replicacion y la de expresar cualquiera de los enzimas en las mismas. Con el fin de
transformar establemente un organismo huésped, el vector también puede integrarse en el genoma. La eleccion
de dicho vector y también las técnicas de insercion del gen quimérico tal como se dan a conocer en la presente
memoria en dicho vector han sido ampliamente descritas en [18] y son parte de los conocimientos generales del
experto en la materia. Ventajosamente, el vector utilizado en la presente invenciéon adicionalmente contiene,
ademas del gen quimérico tal como se da a conocer en la presente memoria, un gen quimérico codificante de un
marcador seleccionable. Dicho marcador seleccionable posibilita la seleccion de los organismos huésped que
han sido efectivamente transformados, es decir, los que incorporan el vector. Segun un aspecto particular, el
organismo huésped que debe transformarse es una bacteria, una levadura o un hongo. Entre los marcadores
seleccionables que pueden utilizarse, puede hacerse mencion de marcadores que contienen genes de
resistencia a antibidticos, tales como, por ejemplo, el gen higromicin-fosfotransferasa [24], [25]. Otros
marcadores pueden ser genes que complementan una auxotrofia, tales como los genes pyrA, pyrB, pyrG, pyr4
[26], arg4, argB [27] y trpC [28], el gen de la molibdopterina sintasa [29], [30] o el de la acetamidasa [31].
Ademas, puede hacerse mencidon de genes codificantes de enzimas facilmente identificables, tales como el
enzima GUS, o genes codificantes de pigmentos o enzimas que regulan la produccién de pigmentos en las
células transformadas. Dichos genes de marcador seleccionable se describen, en particular, en las solicitudes de
patente n°® WO 91/02071, n°® WO 95/06128, n°® WO 96/38567 y n° WO 97/04103. Se dan a conocer ademas en la
presente memoria organismos huésped transformados que contiene por lo menos un gen quimérico tal como se
da a conocer en la presente memoria, integrado en su genoma o alojado en un elemento genético
extracromosomico, por ejemplo un plasmido. en un aspecto mas especifico, el organismo huésped transformado
comprende un acido nucleico tal como se da a conocer en la presente memoria o0 un gen quimérico que
comprende un acido nucleico o un vector de expresién que comprende un acido nucleico codificante de una
malato cinasa y/o una malato semialdehido deshidrogenasa y/o una malato semialdehido reductasa y/o una DHB
deshidrogenasa y/o una OHB descarboxilasa y/o una 3-PHA reductasa.

La expresion "organismo huésped" pretende referirse a cualquier organismo monocelular inferior en el que puede
introducirse uno o mas genes quiméricos, uno o mas acidos nucleicos o uno o mas vectores segun la invencion
con el fin de producir PDO. Preferentemente, el organismo huésped es un microorganismo, en particular una
bacteria, preferentemente seleccionada de entre Enterobacteriaceae, Clostridiaceae, Bacillaceae,
Streptomycetaceae, Streptococcaceae, Methylobacteriaceae y Corynebacteriaceae, mas preferentemente
Escherichia coli, Bacillus subtilis, Corynebacterium glutamicum, Clostridium acetobutylicum, Methylobacterium
extorquens o Lactococcus lactis, o una levadura seleccionada preferentemente de entre Saccharomycetaceae,
Pichiaceae y Schizosaccharomycetaceae, mas preferentemente Saccharomyces cerevisiae,
Schizosaccharomyces pombe, Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces marxianus, Pichia jadinii, Pichia stipitis o
Pichia pastoris o un hongo, por ejemplo del género Penicillium o Aspergillus, mas particularmente Aspergillus
flavus, o del género Chrysosporium o Trichoderma o un baculovirus.

El organismo huésped puede ser un organismo huésped que produce en exceso de manera natural malato o
succinato a partir de azucares tales como la glucosa o un organismo huésped que ha sido manipulado para
producir en exceso malato o succinato a partir de azUcares tales como glucosa y en el que todos los potenciales
transportadores de membrana que facilitan la exportacion de acidos organicos, tales como malato, piruvato,
succinato y fumarato han sido eliminados. El organismo huésped puede ser un organismo que ha sido
manipulado para producir en exceso DHB y en el que todos los transportadores de membrana que facilitan la
exportacion de acidos organicos, tales como DHB, malato, piruvato, succinato y fumarato, han sido eliminados.
Son ejemplos de permeasas que facilitan la exportacion del malato y otros acidos organicos, Mae1 de
Schizosaccharomyces pombe (Camarasa et al., 2001; Grobler et al., 1995), DctA de Bacillus subtilis (Groeneveld
et al., 2010), Dct 1-4 de E. coli, Jen1 de S. cerevisiae (Akita et al., 2000). Para un experto resultara posible
identificar las permeasas candidatas en otros microorganismos basandose en la homologia de las secuencias.
Estas construcciones serviran para mantener el DHB, malato y otros acidos organicos dentro de la célula para
que se encuentren disponibles para la produccién de PDO.

Con el fin de obtener los organismos huésped tal como se da a conocer en la presente memoria, el experto en la
materia puede utilizarse cualquiera de los muchos procedimientos de transformacién conocidos.

Uno de dichos procedimientos consiste en poner en contacto las células de los organismos huésped que deben
transformarse con polietilenglicol (PEG) y con los vectores tal como se da a conocer en la presente memoria. La
electroporacion es otro procedimiento, que consiste en someter las células que deben transformarse y los
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vectores tal como se dan a conocer en la presente memoria, a un campo eléctrico. Otro procedimiento consiste
en inyectar directamente los vectores en las células o los tejidos mediante microinyeccion. Puede utilizarse el
procedimiento "biolistico”. Consiste en bombardear las células o tejidos con particulas sobre las que se han
adsorbido los vectores (patente US n° 4.945.050) dados a conocer en la presente memoria.

En la literatura se describen varios procedimientos para transformar bacterias, para Escherichia coli y otras
bacterias Gram-negativas. También puede utilizarse la conjugacion. Para las bacterias Gram-positivas, puede
utilizarse la electroporacion y también la transformacion de protoplasto, en particular para las bacterias del
género Strepfomyces.

En la literatura también se han descrito varios procedimientos para transformar hongos. La transformacién de
protoplasto con PEG se describe para Aspergillus en la patente n°® EP 0 260 762 y se describe una adaptacion de
dicho procedimiento a la especie Penicillium funiculosum en el documento n® WO 00/36120. La transformacion
mediante integracion mediada por enzima de restriccion, o REMI (por sus siglas en inglés), también es conocida,
al igual que la transformacién de protoplastica utilizando bacterias del género Agrobacterium. Las técnicas para
transformar levaduras también se encuentran descritas en la literatura.

En un aspecto adicional, la invencién se refiere a un procedimiento de produccion de PDO que comprende las
etapas de poner en contacto el microorganismo modificado segun la invencion con un sustrato de carbono en un
medio de cultivo apropiado y recuperar el PDO a partir del medio de cultivo.

En un aspecto mas preferido de la invencion, el sustrato de carbono es un azuicar o una mezcla de azucares.
En un aspecto mas preferido de la invencion, el PDO se purifica adicionalmente.

Los ejemplos, a continuacion, ilustran la invencion. Dichos ejemplos se proporcionan Unicamente a titulo
ilustrativo y no limitativo del alcance de la invencién en modo alguno, que se define en las reivindicaciones.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1: representacion esquematica de la ruta sintética que rinde 1,3-propanodiol. 1 - malato, 2 - malil-4-
fosfato, 3 - malato-4-semialdehido, 4 - 2,4-dihidroxibutirato, 5 - 2-oxo-4-hidroxibutirato, 6 - 3-
hidroxipropionaldehido, 7 - 1,3-propanodiol.

Figura 2: actividades especificas de la malato deshidrogenasa de E. coli purificada, Ec-Mdh, mutada en la
posicion R81. (A) Actividades especificas en DHB, (B) actividades especificas sobre el malato. Se midieron
las actividades a una concentracion de sustrato de 50 mM de DHB o de 50 mM de malato.

Figura 3: cromatogramas de CG-FID que muestran la presencia de 1,3-propanodiol (PDO) tras la incubacion
de DHB 20 mM, DCIP 1 mM, NADPH 2 mM y tiamina pirofosfato 50 uM con diferentes combinaciones de
enzimas de la ruta de PDO. (A) Estandar de PDO a una concentracién de 1 mM; (B) reaccion 1: DHB
deshidrogenasa (Ec-LIdD 160 pg/ml), OHB descarboxilasa (Zm-Pdc 10 pug/ml) y PDO deshidrogenasa (Ec-
YghD 20 ug/ml); (C) control 1: igual que para la reaccién 1 aunque sin DHB deshidrogenasa; (D) control 2:
igual que para la reaccion 1 aunque sin OHB descarboxilasa.

Figura 4: cromatogramas de CG-FID que muestran la presencia de 1,3-propanodiol (PDO) tras la incubacion
de DHB 20 mM, NAD* 10 mM, NADPH 2 mM y tiamina pirofosfato 50 uyM con diferentes combinaciones de
enzimas de la ruta de PDO. (A) Estandar de PDO a una concentracién de 1 mM; (B) reaccion 1: DHB
deshidrogenasa (Ec-Mdh R81A 160 ug/ml), OHB descarboxilasa (LI-KdcA 10 ug/ml) y PDO deshidrogenasa
(Ec-YghD 20 pg/ml); (C) control 1: igual que para la reacciéon 1 aunque sin PDO deshidrogenasa; (D) control
2:igual que para la reaccion 1 aunque sin DHB deshidrogenasa.

Ejemplos
Ejemplo 1: demostracion de la actividad de la 2,4-dihidroxibutirato deshidrogenasa

Construcciéon de plasmidos que contienen genes de tipo salvaje codificantes de enzimas candidatos de DHB
deshidrogenasa:

Los genes codificantes de la (L)-lactato deshidrogenasa de Lactococcus lactis, IdhA, (L)-malato deshidrogenasa
e Escherichia coli, mdh, (L)-malato deshidrogenasa de Bacillus subtilis, mdh, y para la (L)-lactato deshidrogenasa
asociada a membrana de E. coli, lldD, se amplificaron por PCR utilizando la polimerasa de alta fidelidad
Phusion™ (Fermentas) y los cebadores listados en la tabla 1. Se utilizaron ADN gendmicos de E. coli MG1655,
L. lactis 1L1403 y B. subtilis cepa 168 como moldes. Los cebadores introdujeron sitios de restriccion (Tabla 1)
cadena arriba del codoén de inicio y cadena abajo del codén de parada, respectivamente, facilitando la ligacion de
los productos de PCR digeridos en los sitios correspondientes del vector de expresién pET28a+ (Novagen)
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utilizando ADN ligasa de T4 (Fermentas). Los productos de ligacion se transformaron en células de E. coli DH5a.
Los plasmidos pET28-Ec-mdh, pET28-LI-Idh, pET28-Bs-mdh y pET28-Ec-lldD se aislaron y se mostré mediante
secuenciacion del ADN que contenian la secuencia de longitud completa correcta de los genes mdh de E. coli
(SEC ID n° 123), IdhA de L. lactis (SEC ID n°® 119), mdh de B. subtilis (SEC ID n° 125) y lldD de E. coli (SEC ID n°
121), respectivamente. Las secuencias de las proteinas correspondientes estan representadas por las SEC ID n°
124, SEC ID n° 120, SEC ID n® 126 y SEC ID n°® 122, respectivamente.

Tabla 1: secuencias de cebador y sitios de restriccion utilizados para la amplificacion y clonacion de los enzimas

candidatos.
Gen Secuencias de cebadores directo e inverso Sitios de
5-3 restriccion
Ec-mdh TATAATCATATGAAAGTCGCAGTCCTC (SEC ID n°131) Ndel
TATAATGGATCCTTACTTATTAACGAACTC (SEC ID n°132) BamHlI
LI-IdhA TATAATCATATGGCTGATAAACAACGTAAAAAA (SEC ID n°133) Ndel
TATAATGGATCCTTAGTTTTTAACTGCAGAAGCAAA (SEC ID n°134) BamHlI
Bs _mdh CATATGGGAAATACTCGTAAAAAAGTT (SEC ID n°135) Nde1
GGATCCTTAGGATAATACTTTCATGAC(SEC ID n°136) BamH1
Ec-lldD CATATGATTATTTCCGCAGCCAGC (SEC ID n°137) Nde1
AGATCTCTATGCCGCATTCCCTTTC (SEC ID n°138) Bgl2

Expresion de enzimas: se transformaron células E. coli BL21 (DE3) Star con los plasmidos apropiados utilizando
protocolos genéticos estandares (Sambrook, Fritsch y Maniatis, 1989). Los enzimas con una etiqueta hexa-His
N-terminal se expresaron en cultivos de 50 ml de LB que habian sido inoculados con un cultivo durante la noche
a DOggo de 0,1 y cultivados hasta DOggo de 0,6 antes de inducir la expresion de proteinas mediante la adicion de
isopropil B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) 1 mM al medio de cultivo. Tras 3 h de expresiéon de proteinas, se
recolectaron las células mediante centrifugacion a 4.000 g a 4°C durante 10 min y se descart6 el sobrenadante.
Los pellets celulares se almacenaron a -20°C hasta el analisis posterior. Se llevd a cabo el crecimiento y
expresion de proteinas a 37°C. El medio de cultivo contenia canamicina 50 pg/ml.

Purificacion de los enzimas: los pellets celulares congelados de los cultivos de expresion se resuspendieron en
0,5 ml de tampén de fragmentacion (Hepes 50 mM, NaCl 300 mM, pH 7,5) y se fragmentaron mediante cuatro
rondas sucesivas de sonicacion (intervalo de sonicacion: 20 s, potencia: 30%, sonicador: Bioblock Scientific,
VibraCell™ 72437). Se eliminaron los residuos celulares mediante centrifugacion de los extractos en bruto
durante 15 min a 4°C a 4.000 g, conservando el sobrenadante clarificado. Se extrajo el ARN y ADN de los
extractos mediante la adicion de 15 mg/ml de sulfato de estreptomicina (Sigma), centrifugando las muestras a
13.000 g durante 10 min a 4°C y conservando el sobrenadante. El extracto de proteinas clarificado se incubd
durante 1 h a 4°C con 0,75 ml (volumen de lecho) de resina de afinidad Talon™ Cobalt (Clontech). La
suspension se centrifugé a 700xg en una centrifuga de sobremesa y se elimin6 el sobrenadante. La resina se
lavé con 10 volumenes de lecho de tampodn de lavado (Hepes 50 mM, NaCl 300 mM, imidazol 15 mM, pH 7,5)
antes de eluir las proteinas con 0,5 ml de tampodn de eluciéon (Hepes 50 mM, NaCl 300 mM, imidazol 250 mM, pH
7,5). La pureza de los enzimas eluidos se verific6 mediante analisis de SDS-PAGE. Se estimaron las
concentraciones de las proteinas mediante el procedimiento de Bradford (Sambrook, Fritsch y Maniatis, 1989).
Con el fin de estabilizar la lactato deshidrogenasa de L. lactis, se intercambid sistematicamente el tampén de
elucién por tampoén fosfato 100 mM ajustado a pH 7. La muestra de proteinas se transfirié a un filiro de
ultracentrifuga Amicon™ (valor de corte: 10 kDa) y se centrifugd durante 8 min a 4.000 g a 4°C para eliminar el
tampon. La proteina se rediluyé en tampon de fosfato y se repitié el procedimiento 4 veces.

Ensayo enzimatico: se sometié a ensayo la actividad de las DHB deshidrogenasas citosélicas (Ec-Mdh, Bs-Mdh y
LI-LdhA) mediante el seguimiento de la reduccién de NAD* dependiente de DHB.

Esquema de reaccién 1: (L)-2,4-dihidroxibutirato + NAD" -> 2-oxo-4-hidroxibutirato + NADH
La mezcla de reaccion contenia Hepes 60 mM (pH 8), cloruro de potasio 50 mM, MgCl, 5 mM, NAD 10 mM
(opcionalmente, fructosa-1,6-bisfosfato (F16bP) 5 mM) (todos los productos eran de Sigma) y cantidades
apropiadas de enzima purificado o extracto celular. Las reacciones se iniciaron mediante la adicion de (L)-2,4-
dihidroxibutirato 50 mM (Rhodia).

Se sometié6 a ensayo la actividad de la DHB deshidrogenasa asociada a membrana (Ec-LIdD) mediante el
seguimiento de la reduccion dependiente de DHB del 2,6-dicloroindofenol (DCIP).

Esquema de reaccion 2: (L)-2,4-dihidroxibutirato + DCIPox -> 2-ox0-4-hidroxibutirato + DCIPreq

La mezcla de reaccién contenia Hepes 60 mM (pH 7), cloruro de potasio 50 mM, MgCl, 5 mM, DCIP 0,06 mM
(todos los productos eran de Sigma) y cantidades apropiadas de enzima purificado o extracto celular. Las
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reacciones se iniciaron mediante la adicion de (L)-2,4-dihidroxibutirato 20 mM (Rhodia).

Todos los ensayos enzimaticos se llevaron a cabo a 37°C en placas de microtitulacion de fondo plano de 96
pocillos en un volumen final de 250 pl. Se realizé un seguimiento de las reacciones a partir de la absorcion
caracteristica de NADH a 340 nm (enapi=6,22 mM™”' cm™) o la absorcion de DCIP a 655 nm (epcp=5,9 mM™ cm™)
en un lector de microplacas (BioRad 680XR).

Resultados: los resultados de las mediciones enzimaticas se resumen en la tabla 2. Se demostré que Ec-Mdh y
Bs-Mdh no presentaban actividad de DHB deshidrogenasa medible. Las lactato deshidrogenasas citosdlica y
asociada a membrana LI-LdhA y Ec-LIdD, respectivamente, presentan actividad de DHB deshidrogenasa.

Tabla 2: resumen de parametros cinéticos de enzimas candidatos seleccionados sobre su sustrato natural y

DHB.
Actividad especifica max. [umoles/(mg min)] Afinidad para el sustrato, Km [mM]
Enzima Sustrato natural® DHB® Sustrato natural® DHB
Ec-Mdh 52,5 0 0,56 nd
Bs-Mdh 10,5 0 2,6 nd
LI-LdhA 8,8 1 21,2 ns
Ec-LIdD 6,22 0,37 0,13 1,31

(a) Los sustratos naturales para las malato deshidrogenasas y las lactato deshidrogenasas son el (L)-
malato y el (L)-lactato, respectivamente.

(b) En el caso de que el enzima no pudiese saturarse, la actividad especifica maxima se refiere a la
actividad estimada con una concentracion de sustrato de 50 mM.

ns - no saturado

nd - no determinado

Ejemplo 2: construccion de enzimas malato deshidrogenasa con actividad de DHB deshidrogenasa
mejorada

Se llevo a cabo la mutagénesis dirigida a sitio de los genes mdh de E. coliy mdh de B. subtilis utilizando las
parejas de oligonucledtidos listadas en la tabla 3 y los plasmidos pET28-Ec-mdh y pET28-Bs-mdh como moldes.
Se introdujeron mediante PCR (Phusion 1 U, tampén HF al 20% (v/v), dNTP 0,2 mM, cebadores directos e
inversos, 0,04 yM cada uno, 50 ng de plasmido de molde, agua) mutaciones puntuales para modificar la
secuencia de aminoacidos utilizando las parejas de oligonucledtidos listadas en la tabla 3. Los genes mutados
contenian un nuevo sitio de restriccion listado en la tabla 3 (introducido utilizando mutaciones silenciosas)
ademas de la mutacién funcional para facilitar la identificacién de los clones mutados. Los productos de PCR se
digirieron con Dpnl a 37°C durante 1 h para eliminar el ADN molde y se transformaron en células de E. coli DH5-
alfa (NEB) competentes. Los plasmidos mutados se identificaron mediante andlisis de sitio de restriccion y se
verificd que portaban las mutaciones deseadas mediante secuenciacion del ADN.

Tabla 3: oligonucledtidos utilizados para mutar mdh de malato deshidrogenasa de E. coliy mdh de B. subtilis
(nnk se refiere a un codén degenerado en el que k representa timina o citosina).

Proteina | Mutacion Secuencias de cebador 5' - 3' Sitio
de
restr.

Bs-Mdh | R87A TTACAGCCGGTATCGCAGCAAAACCCGGGATGAGCAGAGAT (SEC ID n° Sma1
139)

ATCTCTGCTCATCCCGGGTTTTGCTGCGATACCGGCTGTAA (SEC ID n°
140)

Ec-Mdh | R81nnk TTATCTCTGCAGGCGTAGCGNNKAAACCCGGGATGGATCGTTC (SEC ID Sma1
n°® 141)

GAACGATCCATCCCGGGTTTMNNCGCTACGCCTGCAGAGATAA (SEC ID
n°® 142)

Ec-Mdh | R81AM85E | TTATCTCTGCAGGCGTAGCGGCTAAACCGGGTGAGGATCGTTCCGACCTG | sin
(SEC ID n° 143) Sma1
CAGGTCGGAACGATCCTCACCCGGTTTAGCCGCTACGCCTGCAGAGATAA
(SEC ID n° 144)

Ec-Mdh | R81A TTATCTCTGCAGGCGTAGCGGCTAAACCGGGTCAGGATCGTTCCGACCTG | sin

M85Q (SEC ID n° 145) Sma1
CAGGTCGGAACGATCCTGACCCGGTTTAGCCGCTACGCCTGCAGAGATAA
(SEC ID n° 146).

Ec-Mdh | 12V GTCGCAGTCCTCGGCGCCGCTGGCGGTGTCGGCCAGGCGCTTGCAC Nar1

(SEC ID n° 147)

10




10

15

20

25

30

ES 2 672 883 T3

Proteina | Mutacion Secuencias de cebador 5' - 3' Sitio
de
restr.

GTGCAAGCGCCTGGCCGACACCGCCAGCGGCGCCGAGGACTGCGAC
(SEC ID n° 148)
Ec-Mdh | G179D CCG GTTATT GGC GGC CAC TCT GAT GTTACCATTCTG CCG CTG CTG | Eaet
(SEC n° 149)
CAGCAGCGGCAGAATGGTAACATCAGAGTGGCCGCCAATAACCGG (SEC
ID n° 150)

Ec-Mdh | R81AD86S | GGCGTAGCGGCTAAACCGGGTATGTCTCGTTCCGACCTG (SEC ID n° 151) | sin

Sma1
CAGGTCGGAACGAGACATACCCGGTTTAGCCGCTACGCC (SEC ID n° 152)

Los enzimas mutantes se expresaron, purificaron y sometieron a ensayo para actividad de DHB deshidrogenasa
tal como se indica en el ejemplo 1.

Las actividades sobre el DHB y el malato obtenidas al mutar Arg81 en Ec-Mdh se resumen en la figura 2. Los
resultados demuestran que la sustitucion de Arg81 por alanina, cisteina, glicina, isoleucina, metionina,
asparagina, glutamina, serina, treonina o valina confiere una actividad significativa de DHB deshidrogenasa y una
reduccion concomitante de malato deshidrogenasa. La introduccion de la mutacion R87C en Bs-Mdh (en
referencia a la SEC ID n° 126) incrementd la actividad maxima de dicho mutante sobre DHB de 0 a 0,06
pmoles/(mg min) y redujo su actividad sobre el malato de 10,9 a 0,13 pmoles/(mg min).

La mutacion R81A en Ec-Mdh (en referencia a la SEC ID n° 124) se combiné con cambios adicionales en la
secuencia de la proteina. Se listan los resultados en la tabla 4. Puede demostrarse que la introduccion de la
mutacion M85Q, M85E, 112V, G179D y/o D86S ademas de la mutacion R81A resulta en una actividad
adicionalmente incrementada sobre DHB.

Tabla 4: resumen de los parametros cinéticos de mutantes de malato deshidrogenasa de E. coliy B. subtilis
sobre el malato y el DHB.

Actividad especifica Km [mM]

max. [umoles/(mg min)]
Enzima mutante SECID malato® DHB® malato DHB
Bs-Mdh R87C SEC ID n° 154 0,13 0,06 6,8 5,4
Ec-Mdh R81A SEC ID n° 156 0,12 0,3 0,7 33
Ec-MdhR81A M85Q SEC ID n° 158 0,57 2,98 22 29
Ec-MdhR81A M85E SEQID n° 160 0,65 2,38 8,6 48
Ec-MdhR81A 112V SEC ID n° 162 0,66 25 8,5 ns
Ec-MdhR81A M85Q 112V SEC ID n° 164 0,98 7,1 12,5 19
Ec-Mdh R81A M85E 112V SEC ID n° 166 0,91 10,3 11,2 20
Ec-MdhR81A G179D SEC ID n° 168 0,52 2,1 nd ns
Ec-MdhR81A D86S SEC ID n° 170 0,42 0,79 10,3 28
Ec-MdhR81A D86S G179D SEC IDn° 172 0,64 2,51 4 25
(a) - se midié la actividad con malato 50 mM
(b) - se midid la actividad con DHB 50 mM
(ns) - no saturado a concentraciones de hasta 100 mM

Ejemplo 3: construccion de enzimas de (L)-lactato deshidrogenasa con actividad mejorada de DHB
deshidrogenasa

Se llevé a cabo mutagénesis dirigida a sitio del gen /ldD de E. coli utilizando las parejas de oligonucleétidos
listadas en la tabla 5 y el plasmido pET28-Ec-IldD como molde.

Tabla 5: oligonucledtidos utilizados para mutar /ldD de (L)-lactato deshidrogenasa de E. coli.

Proteina | Mutacion | Secuencias de cebador 5' - 3' Sitio de
restriccion
Ec-LIdD | V108C TTCCGTTTACTCTGTCGACGTGTTCCGTTTGCCCGA (SEC ID n° 173) HinClI

TCGGGCAAACGGAACCCGTCGACAGAGTAAACGGAA (SEC ID ne
174)

Se expresaron, purificaron y sometieron a ensayo los enzimas mutantes para actividad de DHB deshidrogenasa
y de lactato deshidrogenasa tal como se ha indicado en el ejemplo 1. Los resultados de las mediciones
enzimaticas se resumen en la tabla 6. Se demostré que la sustitucion de Val108 por cisteina modifica la
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especificidad del enzima en favor de DHB.

Tabla 6: resumen de los parametros cinéticos de los mutantes de lactato deshidrogenasa de E coli, LLdD, sobre

el lactato y el DHB.

Actividad especifica max. Km [mM] Especificidad®
[umoles/(mg min)]
Enzima Sec ID lactato DHB lactato DHB
mutante
Tipo salvaje SEC ID n° 6,22 0,37 0,13 1,31 0,006
122
V108C SECIDn® 0,55 0,24 0,42 0,85 0,21
174
(a) La especificidad se expresa como (Vmax/Km)pxe/(Vmax/Km )sustrato nat.

Ejemplo 4: demostracion de la actividad de 2-oxo-4-hidroxibutirato descarboxilasa

El gen Li-kdcA codificante de alfa-cetoacido de cadena ramificada descarboxilasa de L. lactis B1157-NIZO se
optimizd para los codones para la expresion en E. coli. La secuencia codificante optimizada completa flanqueada
por los sitios de restriccion Nhel y EcoRI cadena arriba del codén de inicio y cadena abajo del codén de parada,
respectivamente, fue sintetizada por Eurofins MWG y se clond en los sitios correspondientes de pET28a+
(Novagen) en el mismo marco con una etiqueta hexa-His N-terminal. Se demostré mediante secuenciacion de
ADN que el plasmido pET28-LI-kdcA resultante presentaba la secuencia correcta.

Las piruvato descarboxilasas de Saccharomyces cerevisiae, Sc-PDC1, y de Zymomonas mobilis, Zm-PDC, se
amplificaron por PCR utilizando la polimerasa de alta fidelidad Phusion™ (Fermentas) y los cebadores listados
en la tabla 7. Se utilizaron ADN genomicos de S. cerevisiae BY4741 y Z. mobilis (Lindner) Kluyver y van Niel
(ATCC n° 31821) como moldes. Los cebadores introdujeron sitios de restriccion (Tabla 7) cadena arriba del
codon de inicio y cadena abajo del codén de parada, respectivamente, facilitando la ligacion de los productos de
PCR digeridos en los sitios correspondientes del vector de expresion pET28a+ (Novagen) utilizando ADN ligasa
de T4 (Fermentas). Los productos de ligacion se transformaron en células competentes de E. coli DH5a (NEB).
Los plasmidos pET28-Sc-pdc1 y pET28-Zm-pdc resultantes se aislaron y se demostré6 mediante secuenciacion
de ADN que contenian la secuencia de longitud completa correcta de los genes PDC1 de S. cerevisiae y PDC de
Z. mobilis, respectivamente. Las secuencias de proteina correspondientes se representan mediante SEC ID n°
208 y SEC ID n® 128, respectivamente.

Tabla 7: secuencia de cebador vy sitios de restriccion utilizados para la amplificacion y clonacion de los enzimas

candidatos.
Gen Secuencia de los cebadores directo e inverso 5' - 3' Sitios de restriccion
Sc-PDC1 CATATGTCTGAAATTACTTTGGGTAA (SEC ID n° 175) Nde1
GGATCCTTATTGCTTAGCGTTGGT (SEC ID n° 176) BamH1
Zm-PDC CATATGAGTTATACTGTCGGTACC (SEC ID n® 177) Nde1
GGATCCCTAGAGGAGCTTGTTAAC (SEC ID n°178) BamH1

Se utilizaron los plasmidos para transformar células de E. coli BL21 (DE3) Star y se expresaron y purificaron los
enzimas portadores de una etiqueta hexa-His N-terminal tal como se ha indicado en el ejemplo 1. Se cuantifico la
actividad de descarboxilasa sobre el 2-oxo-4-hidroxibutirato (OHB), el piruvato (Sigma) y el acido 4-metil-2-
oxovalérico (Sigma).

Ensayos enzimaticos: se sometié a ensayo la actividad de OHB descarboxilasa mediante el acoplamiento de la
actividad de descarboxilasa con la reduccién dependiente de NADPH del 3-hidroxipropanal liberado por aldehido
reductasa purificada, YghD, de E. coli. Se acoplé la descarboxilacion del piruvato con la reducciéon dependiente e
NADH del acetaldehido catalizada por alcohol deshidrogenasa de levadura. Se midi6 la actividad de alfa-
cetoacido de cadena ramificada descarboxilasa sobre acido 4-metil-2-oxovalérico mediante el acoplamiento con
la reduccion dependiente de NADH de 3-metilbutanal catalizada por la alcohol deshidrogenasa hepatica de
caballo. Las mezclas de reacciéon contenian Hepes 60 mM (pH 7), cloruro de potasio 50 mM, MgCl, 2 mM,
NAD(P)H 0,25 mM (todos los productos eran de Sigma), pirofosfato de tiamina 0,5 mM, 10 unidades/ml de YghD
de E. coli purificado o alcohol deshidrogenasa hepatica de caballo (Sigma) o alcohol deshidrogenasa de levadura
(Sigma) y cantidades apropiadas de enzima purificado o extracto celular. Las reacciones se iniciaron mediante la
adicién de 2-oxo-4-hidroxibutirato (OHB) 20 mM, acido 4-metil-2-oxovalérico 10 mM (MOV) o piruvato 5 mM. Los
ensayos enzimaticos se llevaron a cabo a 37°C en placas de microtitulacion de fondo plano de 96 pocillos en un
volumen final de 250 pl. Se realizdé un seguimiento de las reacciones a partir de la absorcion caracteristica de
NAD(P)H a 340 nm (enapp)H=6,22 mM™ cm™) en un lector de microplacas (BioRad 680XR).
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Resultados: los resultados de los ensayos con descarboxilasa se resumen en la tabla 8. Se demostré que los
enzimas KdcA de L. lactis y las piruvato descarboxilasas Sc-Pdc1 y Zm-Pdc presentaban una actividad
significativa de OHB descarboxilasa.

5 Tabla 8: resumen de los parametros cinéticos de enzimas candidatos seleccionados sobre su sustrato natural y
OHB.
Actividad especifica max. Afinidad para el sustrato, Km
[umoles/(mg min)] [mM]
Enzima Sustrato natural® OHB"® Sustrato natural® OHB
LI-KdcA SEC ID n° 130 4 0,08 0,15 4
Zm-Pdc SEC ID n° 128 65 0,052 2,5 1,5
Sc-Pdc1 SEC ID n° 208 1,3 0,055 nd nd

(a) Los sustratos naturales para KdcA y las piruvato descarboxilasas eran el acido 4-metil-2-
oxovalérico y el piruvato, respectivamente

(b) En el caso de que el enzima no pudiese saturarse, la actividad especifica maxima se refiere
a la actividad estimada con una concentracion de sustrato de 20 mM.

ns - no saturado

nd - no determinado

Ejemplo 5: construccion de enzimas con actividad mejorada de OHB descarboxilasa

10
Se llevé a cabo mutagénesis dirigida a sitio de los genes kdcA de L. lactis y Pdc de Z. mobilis utilizando las
parejas de oligonucledtidos listadas en la tabla 9 y los plasmidos pET28-LI-kdcA y pET28-Zm-Pdc,
respectivamente, como molde.

15 Tabla 9: oligonucledtidos utilizados para mutar la 2-oxoacido de cadena ramificada descarboxilasa, kdcA, de L.

lactis y la piruvato descarboxilasa, PDC, de Z. mobilis

Proteina

Mutacién

Secuencias de cebador 5' - 3'

Sitio de
restr.

Zm-Pdc.

W392Q

GTTATTGCTGAAACCGGTGACTCTCAGTTCAATGCGCAGCGCATGAAGC
(SEC ID n° 179)
GCTTCATGCGCTGCGCATTGAACTGAGAGTCACCGGTTTCAGCAATAAC
(SEC ID n° 180)

FSP1

Zm-Pdc

W392L

ACGGTTATTGCTGAAACCGGTGACTCTTTATTCAATGCGCAGCGCATGAAG
CTC (SEC ID n°181)
GAGCTTCATGCGCTGCGCATTGAATAAAGAGTCACCGGTTTCAGCAATAAC
CGT (SEC ID n°182)

FSP1

Zm-Pdc

G413N

TATGAAATGCAGTGGAACCACATTGGTTGGTCGGTACCTGCCGCCTTC
(SEC ID n° 183)
GAAGGCGGCAGGTACCGACCAACCAATGTGGTTCCACTGCATTTCATA
(SEC ID n° 184)

KPNI

LI-Kdc

G402S

GGACAACCGCTGTGGTCCAGTATTGGGTATACGTTTCCAGCG (SEC ID e
185)
CGCTGGAAACGTATACCCAATACTGGACCACAGCGGTTGTCC (SEC ID ne
186)

ACCA1

LI-Kdc

V4611

TTTGCTTTATCATTAATAATGACGGCTACACAATCGAGCGCGAAATTCA
((SEC ID n° 187)
TGAATTTCGCGCTCGATTGTGTAGCCGTCATTATTAATGATAAAGCAAA
(SEC ID n° 188)

ASE1

Se expresaron, purificaron y sometieron a ensayo enzimas mutantes para actividad de OHB descarboxilasa,
20 piruvato descarboxilasa y MOV descarboxilasa tal como se indica en el ejemplo 4. Los resultados de las
mediciones enzimaticas se resumen en la tabla 10. Se demostré que las mutaciones W392Q, W392L y G413N
en Zm-Pdc y las mutaciones G402S y V4611 en LI-KdcA incrementaron la actividad y/o la especificidad para

OHB.
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Tabla 10: resumen de parametros cinéticos de mutantes de descarboxilasa sobre OHB, piruvato y MOV

Actividad especifica max. Km [mM]
[umoles/(mg min)]
Enzima mutante Sec ID Sustrato natural® OHB® Sustrato natural OHB
Zm-Pdc W392Q SEC ID n°® 190) 1,39 0,19 9,2 2,9
Zm-Pdc W392L SEC ID n° 192) 0,09 0,04 ns 3,7
Zm-Pdc G413N SEC ID n° 194) 0,1 0,04 ns 1,4
LI-KdcA G402S SEC ID n° 196) 3,1 0,09 1,5 1,5
LI-KdcA V461l SEC ID n°® 198) 2,76 0,24 0,15 2,8

(a) - se midid la actividad con una concentracion de MOV de 10 mM en el caso de los mutantes de KdcA
y con piruvato 50 mM en el caso de los mutantes de Pdc

(b) - se midid la actividad a una concentracion de OHB de 20 mM

(ns) - no saturado a concentraciones de hasta 50 mM

Ejemplo 6: demostracion de la actividad de 1,3-propanodiol deshidrogenasa

Se amplificd por PCR la region codificante de yghD de la alcohol deshidrogenasa de Escherichia coli utilizando la
polimerasa de alta fidelidad Phusion™ (Finnzymes) y los cebadores directo e inverso 5'-
TATCGTGCTAGCATGAACAACTTTAATCTGCACA-3' (SEC ID n° 199) y 5'-
TATAATGAATTCTTAGCGGGCGGCTTCGTATATACGGCGGCTGACA-3' (SEC ID n° 200) que introdujeron los
sitios de restriccion Nhel y EcoRI cadena arriba del codén de inicio y cadena abajo del codén de parada,
respectivamente. Se utiliz6 ADN gendmico de E. coli MG1655 como el molde. El producto de PCR se digirié con
Nhel 'y EcoRI, se ligd en los sitios correspondientes de pET28a+ (Novagen) en el mismo marco con una etiqueta
hexa-His N-terminal utilizando ADN ligasa de T4 (Biolabs). El producto de ligacion se transformé en células de E.
coli DH5a. Se aisld plasmido pET28-Ec-yghD resultante y se demostré mediante secuenciaciéon de ADN que
contenia la secuencia de longitud completa correcta del gen yqghD de E. coli. Se utilizd el plasmido para
transformar células de E. coli BL21 (DE3) Star y el enzima se expresoé y purificd con una etiqueta hexa-His N-
terminal tal como se ha indicado en el ejemplo 1.

Ensayo enzimatico: la actividad de PDO deshidrogenasa se sometié a ensayo mediante el seguimiento de la
reduccion de NADP dependiente de PDO.

Esquema de reaccién: 1,3-propanodiol + NADP+ -> 3-hidroxipropional + NADPH

La mezcla de reaccion contenia Hepes 60 mM (pH 8), cloruro de potasio 50 mM, ZnSO4 2 mM, NADP 10 mM
(todos los productos eran de Sigma) y cantidades apropiadas del enzima purificado o extracto celular. Las
reacciones se iniciaron mediante la adicion de 1,3-propanodiol 100 mM (PDO, Sigma). Los ensayos enzimaticos
se llevaron a cabo a 37°C en placas de microtitulacion de fondo plano de 96 pocillos en un volumen final de
250 pl. Se realizé un seguimiento de las reacciones a partir de la absorcion caracteristica del NADPH a 340 nm
(enapH = 6,22 mM™ cm™) en un lector de microplacas (BioRad 680XR). El enzima mostraba una actividad de PDO
deshidrogenasa de 0,15 pymoles/(min mg).

Ejemplo 6: demostracion de la produccion in vitro de 1,3-propanodiol mediante la ruta sintética

Se expresaron y purificaron los enzimas DHB deshidrogenasa (Ec-Mdh R81A o EcLIdD), OHB descarboxilasa
(Zm-Pdc o Sc-Pdc) y la PDO deshidrogenasa (Ec-YghD) tal como se ha indicado en el ejemplo 1. Se demostro la
sintesis in vitro de PDO mediante la adicion de DHB 20 mM a una mezcla de reaccién que contenia Hepes
50 mM (pH 7), pirofosfato de tiamina 50 yM, NADPH 2 mM, MgClz 2 mM, NAD 10 mM o DCIP 1 mM, 160 pg/ml
de DHB deshidrogenasa, 10 ug/ml de OHB descarboxilasa y 20 uyg/ml de PDO deshidrogenasa. Las reacciones
de control contenian todos los componentes pero no contenian DHB deshidrogenasa (Control 1) o no contenian
OHB descarboxilasa (Control 2).

Tras 10 h de incubacion a 37°C, se analizaron las mezclas de reaccion mediante cromatografia de gases
(GCMS-QP2010 Ultra Shimadzu), dotado de un detector FID (FID-2010 Plus Shimadzu); automuestreador
AOC20s (Shimadzu), inyector sin divisor de flujo ('splitless') AOC20i (Shimadzu) (240°C); columna: Zebron ZB-
WAX, 30 m x 0,25 mm, df 0,25 ym y camara de mezcla: 'tapered focus' de 5 x 95 x 3,4 mm (SGE). El gas
portador era hidrégeno a un caudal total de 4,9 ml/min. La ionizaciéon de llama se llevé a cabo utilizando una
mezcla de aire-hidrégeno (los caudales eran de 400 ml/min y 40 ml/min, respectivamente). La temperatura del
detector era de 250°C. El volumen de muestra inyectado era de 1 pl. Se proporciona el programa de
temperaturas en la tabla 11.
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Tabla 11: programa de temperaturas utilizado para los analisis de CG-FID de las mezclas de reaccion.

Temperatura de la columna [°C] Mantenimiento [min] Gradiente [°C/min] | Tiempo de operacion [min]
50 0 0 0
95 0 20 2,15
160 5 40 3,562
230 2 50 12,27

Los cromatogramas que muestran la presencia de PDO en las reacciones que contenian todos los enzimas de la
ruta y la ausencia de PDO en muestras que contenian Unicamente dos de los tres enzimas de la ruta se
muestran en las figuras 3 y 4.

Ejemplo 7: construccion de cepas productoras de propanodiol optimizadas

Construccion del plasmido pACT3-op-PDO para la expresion de DHB deshidrogenasa (Ec-Mdh R81A), OHB
descarboxilasa (Zm-Pdc) y PDO deshidrogenasa (Ec-YghD).

Se construyo el vector pACT3-yghD mediante la amplificacion de la secuencia codificante de yqhD utilizando los
cebadores directo e inverso 5-TATAATGAGCTCTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCATGAACAACTTTAAT
CTGCACACCCCAACC-3' (SEC ID n° 201) y 5-TATAATGGATCCTTAGCGGGCGGCTTCGTA-3' (SEC ID n°
202) que anadieron un sitio de restriccién Sacl y uno BamH1 cadena arriba del codén de inicio y cadena abajo
del codén de parada. Se utilizé el plasmido pET28-yghD como el molde. El fragmento de PCR se purificd y se
ligd en los sitios Sacl y BamH| del vector Pact3 (Dykxhoorn et al., A set of compatible tac promoter expression
vectors, Gene 177:133-136, 1996). A continuacion, se digirié el vector pACT3-yghD en los sitios Xbal e Hindlll,
situado en el extremo de la secuencia codificante Ec-yghD. Se amplificaron por PCR los genes Ec-mdh R81A y

Zm-pdc utilizando las parejas de cebadores 5'-
GCCCGCTAAGGATCCTCTAGGGAGGTCTAGAATGAAAGTCGCAGTCCTCG GC-3' (SEC ID n° 203); 5-
CGAGCCTCCTTACTTATTAACGAACTCTTCGCC-3' (SEC ID n° 204), and 5'-
CATAGGGAGGCTCGAGATGTATACCGTTGGGGATTATCTG-3' (SEC ID n° 205); 5'-

CGCCAAAACAGAAGCTTGACGTCCTAGAGGAGCTTGTTAACAGGCTT-3', (SEC ID n° 206), respectivamente.
Los fragmentos amplificados por PCR (2 pl cada uno) y el plasmido pACT-yghD digerido (3 ul) se mezclaron y se
incubaron con 2 yl de enzima InFusion (Clontech) durante 20 min a 50°C. A continuacién, se transformaron 2 pl
de la mezcla de reaccion en células competentes Stellar™. La presencia del operon completo en el plasmido
pACT3-0p-PDO resultante se confirmé mediante secuenciacion del ADN plasmidico aislado que se recuperé a
partir de los clones transformados.

Construccion de cepas con distribucion de flujo de carbono optimizado para la produccion de propanodiol

Se interrumpieron varios genes en E. coli cepa MG1655 con el fin de optimizar la distribucion del flujo de carbono
y el suministro de cofactores para la produccion de PDO. Se llevaron a cabo eliminaciones de genes utilizando el
procedimiento de la recombinasa Red de lambda segun Datsenko et al. (Datsenko y Wanner, 2000), que puede
refinarse para permitir eliminaciones génicas multiples mas eficientes utilizando el protocolo de Mizoguchi
(Mizoguchi, Tanaka-Masuda y Mori, 2007). Una alternativa a la introduccion de multiples eliminaciones génicas
en los cromosomas en E. coli se basa en la transferencia de mutaciones de una cepa a otra mediante
transduccion del fago P1 (Thomason, Costantino, Shaw y Court, 2007).

Se prepararon casetes de eliminacion mediante PCR utilizando la polimerasa de alta fidelidad Phusion™
(Finnzymes) y el gen de resistencia a canamicina (kan) flanqueado por FRT del plasmido pKD4 como molde
(Datsenko y Wanner, 2000). Los cebadores de sentido contenian secuencias correspondientes al extremo 5' de
cada gen diana (subrayado) seguido de 20 pb correspondientes al casete FRT-kan-FRT de pKD4. Los cebadores
antisentido contenian secuencias correspondientes a la region del extremo 3' de cada gen diana (subrayado)
seguido de 20 pb correspondientes al casete. Los cebadores se indica en la tabla 11. Los productos de PCR se
digirieron con Dpnl y se purificaron antes de la transformacion.

La cepa de E. coli MG1655 se convirtié en electrocompetente mediante el cultivo de las células hasta una DOggo
de 0,6 en medio liquido LB a 37°C, concentrando las células 100 veces y lavandolas dos veces con glicerol al
10% helado. Las células se transformaron con el plasmido pKD46 (Datsenko y Wanner, 2000) mediante
electroporacion (2,5 kV, 200 Q, 25 yF en cubetas de 2 mm de paso). Se seleccionaron los transformantes a 30°C
en medio solido LB con ampicilina (100 pg/ml).

Se transformaron los casetes de disrupcion en cepas de E. coli electrocompetentes que alojaban el plasmido
pKD46 expresante de la recombinasa Red de Lambda. Las células se cultivaron a 30°C en medio SOB liquido
que contenia ampicilina (100 ug/ml). El sistema de recombinasa Red de lambda se indujo mediante la adicion de
arabinosa 10 mM al alcanzar la DOego de los cultivos un valor de 0,1. Las células se cultivaron adicionalmente
hasta una DOggo de 0,6 antes de recolectarlas mediante centrifugacion, lavarlas dos veces con glicerol al 10%
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helado y transformarlas con el casete de disrupcion mediante electroporacion. Tras una expresion fenotipica
durante la noche a 30°C en medio LB liquido, las células se sembraron en placas con medio LB sélido que
contenia canamicina 25 pg/ml. Se seleccionaron los transformantes tras el cultivo a 30°C.

Se verifico la sustitucién génica mediante PCR de las colonias utilizando polimerasa Tag Crimson (NEB). Se
llevé a cabo una primera reaccion con los cebadores especificos de locus flanqueantes (ver la tabla 12) con el fin
de verificar la pérdida simultanea del fragmento parental y la ganancia del nuevo fragmento especifico de
mutante. Se llevaron a cabo dos reacciones adicionales mediante la utilizacion de un cebador especifico de locus
junto con uno de los cebadores correspondientes k1rev o k2for (ver la tabla 6) que se alinean dentro del casete
de FRT-resistencia a canamicina (locus sentido cebador/k1rev y k2for/locus inverso cebador).

Seguidamente se extrajo el gen de resistencia (FRT-kan-FRT) del cromosoma utilizando el plasmido pCP20 que
alojaba la recombinasa FLP (Cherepanov y Wackernagel, 1995), dejando una regién cicatriz que contenia un
sitio de FRT. pCP20 es un plasmido de ampicilina y CmR que muestra una replicacion termosensible e induccion
térmica de la sintesis de la recombinasa FLP. Se transformaron los mutantes resistentes a canamicina con
pCP20 y se seleccionaron los transformantes resistentes a ampicilina a 30°C. A continuacion, se cultivaron los
transformantes sobre medio LB sélido a 37°C y se sometieron a ensayo para la pérdida de todas las resistencias
a antibidticos. La extraccion del casete de FRT-canamicina se analizd6 mediante PCR de colonias utilizando la
polimerasa Taq Crimson y cebadores especificos de locus flanqueantes (Tabla 13). Se obtuvieron multiples

eliminaciones mediante la repeticion de las etapas anteriormente descritas.

Tabla 12: cebadores utilizados para las disrupciones génicas. Las secuencias homdlogas a los genes diana se

encuentran subrayadas.

Gen Cebador Secuencia
IdhA A _IdhA_for gaaggttgcgcctacactaagcatagttgttgatgagtgtaggctggagctgcettc (SEC ID n° 1)
A IdhA_rev | ttaaaccagttcgttcgggcagatttcgectttttcatgggaattagccatggtcc SEC ID n° 2)
adhE A _adhE_for | atggctgttactaatgtcgctgaacttaacgcactcgtagagcegtgtgtaggctggagctgcttc (SEC ID n° 3)
A _adhE_rev | ttaagcggatttittcgcttttttctcagctttagccggagcagcecatatgaatatectecttag (SEC ID n° 4)
ackA A _ackA_for | atgtcgagtaagttagtactggttctgaactgcggtagticttcagtgtaggctggagctgcttc (SEC ID n° 5)
A _ackA_rev | tcaggcagtcaggcggctcgcgtcttgcgcgataaccagttcticcatatgaatatcctecttag (SEC ID n® 6)
focA- A _focA- ttactccgtatttgcataaaaaccatgcgagttacgggcectataagtgtaggctggagcetgcttc (SEC ID n° 7)
pfiB pfiB_for
A _focA- atagattgagtgaaggtacqagtaataacgtcctgctgctgttcicatatgaatatcctecttag (SEC ID n° 8)
pfiB_rev
pta A pta_for gtatcccgtattattatgctgatccctaccggaaccagegteggtgtgtaggetggagetgcette (SEC ID n° 9)
A pta_rev ttactgctgctgtgcagactgaatcgcagtcagcgcgatggtgtacatatgaatatcctecttag (SEC ID n° 10)
poxB A poxB_for | atgaaacaaacggttgcagcttatatcgccaaaacactcgaatcggtgtaggctggagctgcttc (SEC ID n° 11)
A poxB_rev | ttaccttagccagtttgtittcgccagttcgatcacticatcacccatatgaatatcctecttag (SEC ID n° 12)
sad A _sad for atgaccattactccggcaactcatgcaatttcgataaatcctgecgtgtaggcetggagcetgetic (SEC ID n° 13)
A _sad_rev tcagatccqggtctttccacaccgtctggatattacagaattcgtgcatatgaatatcctecttag (SEC ID n° 14)
gabD A _gabD for | atgaaacttaacgacagtaacttattccgccagcaggcegttgattgtgtaggctggagctgcttc (SEC ID n° 15)
A gabD rev | ttaaagaccgatgcacatatatttgattictaagtaatcttcgatcatatgaatatcctccttag (SEC ID n° 16)
gadA A gadA_for | atggaccagaagctgttaacggatttccgctcagaactactcgatgtgtaggctggagetggagctgcttc (SEC ID
n°17)
A gadA_rev | tcaggtgtgtttaaagctgtictgctgggcaataccctgcagtticatatgaatatcctccttag (SEC ID n° 18)
gadB A gadB for | atggataagaagcaagtaacggatttaaggtcggaactactcgatgtgtaggctggagctgcttc (SEC ID n° 19)
A gadB _rev | tcaggtatgtttaaagctgttctgttgggcaataccctgcagtttcatatgaatatcctecttag (SEC ID n° 20)
gadC A gadC for | atggctacatcagtacagacaggtaaagctaagcagctcacattagtgtaggctggagctgcttc (SEC ID n° 21)
A gadC rev | ttagtgtticttgtcattcatcacaatatagtgtggtgaacgtgccatatgaatatcctccttag (SEC ID n° 22)
sfcA A _sfcA_for atggaaccaaaaacaaaaaaacagcgttcgctttatatcccttacgtgtaggctggagctgcttc (SEC ID n° 23)
A _sfcA_rev | ttagatggaggtacggcggtagtcgcagtattcggcettgccagaacatatgaatatcctccttag (SEC ID n° 24)
maeB | A_maeB_for | atggatgaccagttaaaacaaagtgcacttgatticcatgaatttgtgtaggctggagctgcttc (SEC ID n° 25)
A _maeB_rev | ttacagcggttgggtttgcgctictaccacggccagegcecaccatcatatgaatatcctccttag (SEC 1D n® 26)
PykA A _pykA_for | atgtccagaaggcticgcagaacaaaaatcgttaccacgttaggcgtgtaggctggagctgcttc (SEC ID n° 27)
A _pykA_rev | ttactctaccgttaaaatacgcgtggtattagtagaacccacggtcatatgaatatcctccitag (SEC ID n° 28)
pykF A _pykF for | atgaaaaagaccaaaattgtttgcaccatcggaccgaaaaccgaagtgtaggctggagcetgctic (SEC ID n° 29)
A _pykF rev | ttacaggacgtgaacagatgcgatgttagtagtgccgcetcggtaccatatgaatatcctccttag (SEC ID n® 30)
mgsA | A_mgsA_for | atggaactgacgactcgcactttacctgcgcggaaacatattgcggtgtaggctggagcetgcttc (SEC ID n® 31)
A _mgsA_rev | ttacttcagacggtccgcgagataacgctgataatcggggatcagcatatgaatatcctecttag (SEC ID n° 32)
iclR A _iclR_for atggtcgcacccattcccgcgaaacgecggcagaaaaccegcecgttgtgtaggetggagcetgcetic (SEC ID n® 33)
A _iclR_rev tcagcgcattccaccgtacgccagcegtcacttecticgecgctttcatatgaatatcctecttag (SEC ID n° 34)
icd A _icd_for atggaaagtaaagtagttgttccggcacaaggcaagaagatcaccgtgtaggcetggagctgcttc (SEC ID n° 35)
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Gen Cebador Secuencia
A icd_rev ttacatgttttcgatgatcgcgtcaccaaactctgaacatttcagcatatgaatatcctccttag (SEC ID n° 36)
SucA A _sucA_for | atgcagaacagcgctttgaaagcctggttggactcticttacctcgtgtaggctggagctgcttc (SEC ID n® 37)
A _sucA_rev | ttattcgacgttcagcgcegtcattaaccagatcttgttgctgtttcatatgaatatcctecttag (SEC ID n° 38)
sucB A _sucB_for | atgagtagcgtagatattctggtccctgacctgectgaatcegtagtgtaggctggagctgcttc (SEC ID n° 39)
A _sucB_rev | ctacacgtccagcagcagacgcgtcggatcttccagcaactctticatatgaatatcctccttag (SEC 1D n® 40)
frdA A frdA for gtgcaaacctttcaagccgatcttgccattgtaggcgeccagtagegtgtaggcetggagcetgcttc (SEC 1D n° 41)
A frdA_rev tcagccattcgcecttetecttcttattggcetgcttcecgecttatccatatgaatatcctecttag (SEC ID n° 42)
frdB A frdB_for atggctgagatgaaaaacctgaaaattgaggtaggtgcgctataacgtgtaggctggagcetgcttc (SEC ID n° 43)
A frdB_rev ttagcgtggtttcagggtcgcgataagaaagtctttcgaactttccatatgaatatcctccttag (SEC 1D n° 44)
frdC A frdC_for atgacgactaaacgtaaaccgtatgtacggccaatgacgtccaccgtgtaggctggagctgcttc (SEC ID n° 45)
A frdC_rev ttaccagtacagggcaacaaacaggattacqatggtggcaaccaccatatgaatatcctccttag (SEC 1D n® 46)
frdD A frdD_for atgattaatccaaatccaaagcgttctgacgaaccggtattctgagtgtaggctggagcetgctic (SEC ID n° 47)
A frdD _rev ttagattgtaacqgacaccaatcagcgtgacaactgtcaggatagccatatgaatatcctccttag (SEC ID n° 48)
ptsl A ptsl_for atgatttcaggcattttagcatccccgggtategctttcggtaaagtgtaggetggagetgcttc (SEC ID n° 49)
A ptsl_rev ttagcagattgttttticttcaatgaacttgttaaccagcgtcatcatatgaatatcctccttag (SEC ID n° 50)
ptsG A ptsG_for | atgtttaagaatgcatttgctaacctgcaaaaggtcggtaaatcggtgtaggctggagctgcttc (SEC ID n° 51)
A ptsG_rev | ttagtggttacggatgtactcatccatctcggttttcaggttatccatatgaatatcctecttag (SEC ID n° 52)
lacl A _lacl_for gtgaaaccagtaacgttatacgatgtcgcagagtatgccgatgtcgtgtaggctggagctgcttc(SEC ID n° 53)
A lacl_rev tcactgcccgctttccagtcgggaaacctgtcgtgecagetgceatcatatgaatatcctccttag(SEC ID n® 54)
pgi A _pgi_for atgaaaaacatcaatccaacgcagaccgctgcctggcaggceactagtgtaggctggagctgcttc(SEC ID n° 55)
A _pgi rev ttaaccgcgccacgctttatagecggttaatcagaccattggtcgacatatgaatatcctecttag(SEC ID n° 56)
eda A eda_for
A _eda_for atgaaaaactggaaaacaagtgcagaatcaatcctgaccaccggegtgtaggctggagctgcttc (SEC ID n°
57)
ctcgatcgggcattttgacttttacagcttagcgccttctacagcratatgaatatcctecttag(SEC ID n° 58)

Tabla 13: parejas de cebadores utilizadas para la verificacion de las disrupciones génicas.

Gen eliminado  Secuencia (5' - 3')

Cebador directo Cebador inverso
K2 forl k1rev  cggtgccctgaatgaactge (SEC ID n° 59) cagtcatagccgaatagcct (SEC ID n° 60)
IdhA atacgtgtcccgagcggtag (SEC ID n° 61) tacacatcccgccatcagca (SEC ID n° 62)
adhE gaagtaaacgggaaaatcaa (SEC ID n° 63) agaagtggcataagaaaacg (SEC ID n° 64)
ackA ccattggctgaaaattacge (SEC ID n° 65) gttccattgcacggatcacg (SEC ID n° 66)
focA_pfiB atgccgtagaagccgccagt (SEC ID n° 67) tgttggtgcgcagctcgaag (SEC ID n° 68)
pta gcaaatctggtttcatcaac (SEC ID n° 69) tcccttgcacaaaacaaagt (SEC ID n° 70)
poxB ggatttggttctcgcataat (SEC ID n°® 71) agcattaacggtagggtcgt (SEC ID n° 72)
sad gctgattctcgcgaataaac (SEC ID n° 73) aaaaacgttcttgcgegtct (SEC ID n° 74)
gabD tctgtttgtcaccaccccge (SEC ID n° 75) aagccagcacctggaagcag (SEC ID n° 76)
gadA aagagctgccgcaggaggat (SEC ID n° 77) gccgccctcttaagtcaaat (SEC ID n° 78)
gadB ggattttagcaatattcgct (SEC ID n° 79) cctaatagcaggaagaagac (SEC ID n° 80)
gadC gctgaactgttgctggaaga (SEC ID n° 81) ggcgtgcttttacaactaca (SEC ID n° 82)
sfcA tagtaaataacccaaccggc (SEC ID n° 83) tcagtgagcgcagtgtttta (SEC ID n° 84)
maeB attaatggtgagagtttgga (SEC ID n° 85) tgcttttttttattattcgc (SEC ID n° 86)
PykA tttatatgcccatggtttct (SEC ID n° 87) atctgttagaggcggatgat (SEC ID n° 88)
pykF ctggaacgttaaatctttga (SEC ID n° 89) ccagtttagtagctttcatt (SEC ID n° 90)
iclR gatttgttcaacattaactcatcgg (SEC ID n°® 91) tgcgattaacagacaccctt (SEC ID n° 92)
mgsA tctcaggtgctcacagaaca (SEC ID n° 93) tatggaagaggcgctactgce (SEC ID n° 94)
icd cgacctgctgcataaacacc (SEC ID n° 95) tgaacgctaaggtgattgca (SEC ID n° 96)
SucA acgtagacaagagctcgcaa (SEC ID n° 97) catcacgtacgactgcgtcg (SEC ID n° 98)
sucB tgcaactttgtgctgagcaa (SEC ID n° 99) tatcgcttccgggcattgtc (SEC 1D n°® 100)
frdA aaatcgatctcgtcaaatttcagac (SEC ID n° 101) aggaaccacaaatcgccata (SEC ID n° 102)
frdB gacgtgaagattactacgct (SEC ID n° 103) agttcaatgctgaaccacac (SEC ID n° 104)
frdC tagccgcgaccacggtaagaaggag (SEC ID n° cagcgcatcacccggaaaca (SEC ID n° 106)

105)
frdD atcgtgatcattaacctgat (SEC ID n°® 107) ttaccctgataaattaccgc (SEC ID n° 108)
lacl gaatctggtgtatatggcga(SEC ID n° 109) tcttcgctattacgccagct(SEC ID n° 110)
pgi ttgtcaacgatggggtcatg(SEC ID n° 111) aaaaatgccgacataacgtc(SEC ID n°® 112)
ptsG ccatccgttgaatgagtttt (SEC ID n°® 113) tggtgttaactggcaaaatc (SEC ID n° 114)
ptsl gtgacttccaacggcaaaag (SEC ID n°® 115) ccgttggtttgatagcaata (SEC ID n° 116)
edo Gacagacaggcgaactgacg (SEC ID n° 117) Gcgcagatttgcagattcgt (SEC 1D n°® 118)

5 El plasmido que expresaba los enzimas que constituyen la ruta que conduce de DHB a pDO (pACT3-op-PDO) se
transformaron en la cepa E. coli MG1655 de tipo salvaje. Se seleccionaron los transformantes sobre medio LB
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sélido que contenia cloranfenicol (25 pg/ml) y canamicina (50 ug/ml). En la tabla 14 se listan ejemplos no
exclusivos de las cepas construidas.

Tabla 14: ejemplos de cepas construidas para la produccion de DHB.

Cepa Genotipo relevante
MG1655 Tipo salvaje

ECEQ0 pACT3 (plasmido vacio)
ECE91 pACT3-op-PDO

Ejemplo 8: produccion zimética de propanodiol

Cepas y medio: se llevaron a cabo experimentos con las cepas listadas en la tabla 14. Un litro de medio de
cultivo contenia 20 g de glucosa, 18 g de Na;HPO4-12H,0, 3 g de KH,PO4, 0,5 g de NaCl, 2 g de NH4Cl, 0,5 g de
MgS04-7H20, 0,015 g de CaCl;-2H20O, 1 ml de solucion madre de FeCls 0,06 moles/| preparada en HCI
concentrado diluido 100 veces, 2 ml de solucién madre de HCI de tiamina 10 mM, 20 g de MOPS y 1 ml de
solucion de elementos traza (que contenia por litro: 0,04 g de Na;EDTA-2H,O, 0,18 g de CoCl»-6H.0,
ZnS047H0, 0,04 g de NazMoQO4-2H,0, 0,01 g de H3BO3, 0,12 g de MnSO4-H20, 0,12 g de CuCl;-H20). Se
ajusto el pH del medio a 7 y el medio se esterilizé mediante filtracion. Se afadié cloranfenicol (Sigma) a una
concentracion de 25 pg/ml.

Condiciones de cultivo: todos los cultivos se llevaron a cabo a 37°C en un agitador rotatorio Infors operando a
170 rpm. Se cultivaron las células sobre medio mineral que contenia glucosa. Se someti6 a ensayo la produccion
de PDO bajo dos condiciones:

(A) crecimiento sobre medio mineral que contiene glucosa en presencia de DHB 20 mM, o
(B) incubacion de una suspension celular en tampoén de fosfato con DHB 20 mM.

Datos experimentales para la condicion (A): se inocularon cultivos de durante la noche (‘overnight') (3 ml de
medio en probeta) a partir de stocks en glicerol y se utilizaron para ajustar una DOgqo inicial de 0,05 en cultivos
de crecimiento de 100 ml cultivados en matraces de agitacion de 500 ml. Se afiadié IPTG a una concentracion de
1 mmol/l tras alcanzar la DOggo en los cultivos de crecimiento el valor de 1. Simultaneamente se afiadié DHB a
los cultivos a una concentracion de 20 mM. Se analiz6 el sobrenadante de los cultivos tras 20 h de incubacion.

Datos experimentales para la condicion (B): se inocularon cultivos de durante la noche (3 ml de medio en
probeta) a partir stocks en glicerol y se utilizaron para ajustar una DOgqo inicial de 0,05 en cultivos de crecimiento
de 100 ml cultivados en matraces de agitacion de 500 ml. Se afiadié IPTG a una concentracion de 1 mmol/l tras
alcanzar la DOsgo en los cultivos de crecimiento un valor de 1. Se recolectaron las células mediante
centrifugacion tras la incubacion con IPTG durante 4 h. Se lavaron las células dos veces con agua destilada y se
resuspendieron en 0,5 ml de tampdn de fosfato 50 mM a pH 7 para ajustar la densidad celular a 5,5 g (peso
celular seco)/l. Se afiadi6 DHB a una concentracion de 20 mM. Se cuantificd el contenido de PDO tras 20 h de
incubacion.

Estimacion de la concentracion de PDO mediante analisis de CL-EM: se llevé a cabo una cromatografia liquida
de intercambio aniénico en un sistema ICS-3000 de Dionex (Sunnyvale, USA) dotado de un sistema generador
de eluyente (KOH) automatico (RFIC, Dionex) y un automuestreador (AS50, Dionex) que mantenia las muestras
a 4°C. Se separaron los analitos en una columna lonPac AS11 HC (250 x 2 mm, Dionex) protegida por una
precolumna AG11 HC (50 x 2 mm, Dionex). Se mantuvo la temperatura de la columna a 25°C; se fij6 el caudal a
0,25 ml/min y se eluyeron los analitos aplicando el gradiente de KOH indicado anteriormente (Groussac E., Ortiz
M. y Francois J.: Improved protocols for quantitative determination of metabolites from biological samples using
high performance ionic-exchange chromatography with conductimetric and pulsed amperometric detection,
Enzyme Microb. Technol. 26:715-723, 2000). El volumen de muestra inyectada fue de 15 pl. Para la reduccion
del fondo, se utilizé un supresor de aniones ASRS Ultra Il (2 mm, modo de agua externa, 75 mA). Los analitos se
cuantificaron utilizando un detector sensible a la masa (MSQ Plus, Thermo) operando en modo ESI (divisor de
flujo: 1/3, presion de nitrégeno: 90 psi, voltaje capilar: 3,5 kV, temperatura de la sonda: 450°C).

Resultados:

Condicién A: la concentracion de PDO en el sobrenadante de las cepas ECE90 y ECE91 tras 20 h de
incubacioén era de 0 mg/l y 0,92 mg/l, respectivamente.

Condicién B: la concentracion de PDO en el sobrenadante de las cepas ECE90 y ECE91 tras 20 h de
incubacion era de 0,11 mg/l y 7,56 mg/l, respectivamente.

Por lo tanto, se demostré la produccién zimética de PDO mediante la ruta sintética.
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 5
atgtcgagta agttagtact ggttctgaac tgecggtagtt cttcagtgta ggectggaget

gotte

<210> 6

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificaciéon

<400> 6
tcaggcagtc aggcggctcg cgtcettgege gataaccagt tcettecatat gaatatcete

cttag

<210>7

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400>7
ttactcecgta tttgcataaa aaccatgcga gttacgggec tataagtgta ggectggaget

gotte

<210> 8

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificaciéon

<400> 8
atagattgag tgaaggtacg agtaataacg tcctgctgct gttctcatat gaatatcete

cttag

<210>9

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 9
gtgtccecgta ttattatget gatccctacc ggaaccageg tcggtgtgta ggectggaget

gctte

<210> 10

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Cebador de amplificaciéon

<400> 10
ttactgctge tgtgecagact gaatcgecagt cagocgcocgatg gtgtacatat gaatatccecte

cttag

<210> 11

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 11
atgaaacaaa cggttgcagc ttatatcgcc aaaacactcg aatcggtgta ggctggaget

gotte

<210> 12

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 12
ttaccttage cagtttgttt tcgecagttc gatcacttca tcacccatat gaatatcete

cttag

<210> 13

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 13
atgaccatta ctccggcaac tcatgcaatt tcgataaatc ctgccgtgta ggetggaget

gctte

<210> 14

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 14
tcagatccgg tctttecaca ccgtctggat attacagaat tcgtgcatat gaatatcete

cttag

<210> 15

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 15
atgaaactta acgacagtaa cttattccgc cagcaggegt tgattgtgta ggectggaget

gotte

<210> 16

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 16
ttaaagaccg atgcacatat atttgatttc taagtaatct tcgatcatat gaatatcctc

cttag

<210> 17

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificaciéon

<400> 17
atggaccaga agctgttaac ggatttccge tcagaactac tcgatgtgta ggectggaget

gotte

<210> 18

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificaciéon

<400> 18
tcaggtgtgt ttaaagctgt tctgctgggc aataccetge agtttcatat gaatatcete

cttag

<210> 19

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 19
atggataaga agcaagtaac ggatttaagg tcggaactac tcgatgtgta ggctggaget

gotte

<210> 20

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Cebador de amplificacién

<400> 20
tcaggtatgt ttaaagctgt tctgttggge aataccctge agtttcatat gaatatccte

cttag

<210> 21

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 21
atggctacat cagtacagac aggtaaagct aagcagctca cattagtgta ggctggagct

gctte

<210> 22

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificaciéon

<400> 22
ttagtgtttc ttgtcattca tcacaatata gtgtggtgaa cgtgccatat gaatatecte

cttag

<210> 23

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 23
atggaaccaa aaacaaaaaa acagcgttcg ctttatatcc cttacgtgta ggectggaget

gotte

<210> 24

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 24
ttagatggag gtacggcggt agtcgcggta ttcggecttge cagaacatat gaatatcecte

cttag

<210> 25

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién
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<400> 25
atggatgacc agttaaaaca aagtgcactt gatttccatg aatttgtgta ggctggaget

gotte

<210> 26

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificaciéon

<400> 26
ttacagcggt tgggtttgeg cttcectaccac ggccagegec accatcatat gaatatcete

cttag

<210> 27

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificaciéon

<400> 27
atgtccagaa ggcttcgcag aacaaaaatc gttaccacgt taggcgtgta ggectggaget

gotte

<210> 28

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 28
ttactctace gttaaaatac gcgtggtatt agtagaaccc acggtcatat gaatatccete

cttag

<210> 29

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificaciéon

<400> 29
atgaaaaaga ccaaaattgt ttgcaccatc ggaccgaaaa ccgaagtgta ggctggaget

gotte

<210> 30

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién
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<400> 30
ttacaggacg tgaacagatg cggtgttagt agtgccgctc ggtaccatat gaatatcete

cttag

<210> 31

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificaciéon

<400> 31
atggaactga cgactcgcac tttacctgeg cggaaacata ttgcggtgta ggetggaget

gctte

<210> 32

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 32
ttacttcaga cggtccgega gataacgetg ataatcgggg atcagcatat gaatatcete

cttag

<210> 33

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificaciéon

<400> 33
atggtcgecac ccattccocoge gaaacgcggce agaaaacccg cogttgtgta ggetggaget

gotte

<210> 34

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificaciéon

<400> 34
tcagcgecatt ccaccgtacg ccagcgtcac ttecttegec getttcatat gaatatcecte

cttag

<210> 35

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 35
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atggaaagta aagtagttgt tccggcacaa ggcaagaaga tcaccgtgta ggctggaget

gotte

<210> 36

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacion

<400> 36
ttacatgttt tcgatgatcg cgtcaccaaa ctctgaacat ttcagcatat gaatatcete

cttag

<210> 37

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 37
atgcagaaca gcgctttgaa agcctggttg gactcttett acctegtgta ggectggaget

gotte

<210> 38

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificaciéon

<400> 38
ttattcgacg ttcagegegt cattaaccag atcttgttge tgtttcatat gaatatcecte

cttag

<210> 39

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificaciéon

<400> 39
atgagtagcyg tagatattct ggtccctgac ctgcctgaat ccecgtagtgta ggectggaget

gotte

<210> 40

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 40
ctacacgtcec agcagcagac gecgtcggatc tteccagcaac tctttcatat gaatatecte
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cttag

<210> 41

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 41
gtgcaaacct ttcaagccga tcttgccatt gtaggcgccg gtggegtgta ggctggaget

gotte

<210> 42

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificaciéon

<400> 42
tcagccatte geocttetect tcttattgge tgcttcegec ttatcecatat gaatatcete

cttag

<210> 43

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificaciéon

<400> 43
atggctgaga tgaaaaacct gaaaattgag gtggtgcget ataacgtgta ggectggaget

gotte

<210> 44

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificaciéon

<400> 44
ttagcgtggt ttcagggtcg cgataagaaa gtctttcogaa ctttecatat gaatatcete

cttag

<210> 45

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 45
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atgacgacta aacgtaaacc gtatgtacgg ccaatgacgt ccaccgtgta ggctggaget

gotte

<210> 46

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 46
ttaccagtac agggcaacaa acaggattac gatggtggeca accaccatat gaatatcete

cttag

<210> 47

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 47
atgattaatc caaatccaaa gcgttctgac gaaccggtat tctgggtgta ggctggaget

gotte

<210> 48

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificaciéon

<400> 48
ttagattgta acgacaccaa tcagcgtgac aactgtcagg atagccatat gaatatccetce

cttag

<210> 49

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificaciéon

<400> 49
atgatttcag gcattttagec atcccegggt atcgettteg gtaaagtgta ggetggaget

gctte

<210> 50

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 50
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ttagcagatt gttttttctt caatgaactt gttaaccagce gtcatcatat gaatatcctce

cttag

<210> 51

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 51
atgtttaaga atgcatttgc taacctgcaa aaggtcggta aatcggtgta ggctggaget

gotte

<210> 52

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 52
ttagtggtta cggatgtact catccatctc ggttttcagg ttatccatat gaatatcctce

cttag

<210> 53

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificaciéon

<400> 53
gtgaaaccag taacgttata cgatgtcgca gagtatgccg gtgtegtgta ggctggaget

gotte

<210> 54

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificaciéon

<400> 54
tcactgcecg cttteccagte gggaaacctg tegtgeccage tgcatcatat gaatatcete

cttag

<210> 55

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 55
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atgaaaaaca tcaatccaac gcagaccgect gectggecagg cactagtgta ggectggaget

gotte

<210> 56

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 56
ttaaccgege cacgetttat ageggttaat cagaccattg gtcgacatat gaatatccte

cttag

<210> 57

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 57
atgaaaaact ggaaaacaag tgcagaatca atcctgacca ccggegtgta ggectggaget

gotte

<210> 58

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificaciéon

<400> 58
ctcgatcggg cattttgact tttacagctt agegeccttet acagccatat gaatatecte

cttag

<210> 59

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificaciéon

<400> 59
cggtgccctg aatgaactge 20

<210> 60
<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 60
cagtcatagc cgaatagcct 20

<210> 61
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<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 61
atacgtgtcc cgagcggtag 20

<210> 62

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 62
tacacatccc geccatcagca 20

<210> 63

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 63
gaagtaaacg ggaaaatcaa 20

<210> 64

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 64
agaagtggca taagaaaacg 20

<210> 65

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 65
ccattggctg aaaattacgc 20

<210> 66
<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 66
gttccattge acggatcacg 20

<210> 67
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<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 67
atgccgtaga agccgccagt 20

<210> 68

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 68
tgttggtgcg cagctcgaag 20

<210> 69

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 69
gcaaatctgg tttcatcaac 20

<210>70

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 70
tcecttgcac aaaacaaagt 20

<210> 71

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacion

<400> 71
ggatttggtt ctcgcataat 20

<210> 72
<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 72
agcattaacg gtagggtcgt 20

<210> 73
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<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 73
gctgattctc gcgaataaac 20

<210> 74

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 74
aaaaacgttc ttgcgcegtct 20

<210>75

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificaciéon

<400> 75
tctgtttgtc accaccecge 20

<210> 76

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 76
aagccagcac ctggaagcag 20

<210> 77

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 77
aagagctgcc gcaggaggat 20

<210> 78
<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 78
gccgcecctct taagtcaaat 20

<210> 79
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<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 79
ggattttagc aatattcgct 20

<210> 80

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 80
cctaatagca ggaagaagac 20

<210> 81

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 81
gctgaactgt tgctggaaga 20

<210> 82

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 82
ggcgtgcttt tacaactaca 20

<210> 83

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 83
tagtaaataa cccaaccggc 20

<210> 84
<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 84
tcagtgagcg cagtgtttta 20

<210> 85
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<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 85
attaatggtg agagtttgga 20

<210> 86

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 86
tgcttttttt tattattcge 20

<210> 87

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 87
tttatatgcc catggtttct 20

<210> 88

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 88
atctgttaga ggcggatgat 20

<210> 89

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 89
ctggaacgtt aaatctttga 20

<210> 90
<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 90
ccagtttagt agctttcatt 20

<210> 91
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<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 91
gatttgttca acattaactc atcgg 25

<210> 92

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 92
tgcgattaac agacacccitt 20

<210> 93

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 93
tctcaggtgce tcacagaaca 20

<210> 94

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 94
tatggaagag gcgctactge 20

<210> 95

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 95
cgacctgctg cataaacacc 20

<210> 96
<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 96
tgaacgctaa ggtgattgca 20

<210> 97

37
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<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 97
acgtagacaa gagctcgcaa 20

<210> 98

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 98
catcacgtac gactgcgtcg 20

<210> 99

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 99
tgcaactttg tgctgagca 19

<210> 100

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 100
tatcgcttce gggceattgtc 20

<210> 101

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 101
aaatcgatct cgtcaaattt cagac 25

<210> 102
<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 102
aggaaccaca aatcgccata 20

<210> 103
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<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 103
gacgtgaaga ttactacgct 20

<210> 104

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 104
agttcaatgc tgaaccacac 20

<210> 105

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 105
tagccgegac cacggtaaga aggag 25

<210> 106

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 106
cagcgcatca cccggaaaca 20

<210> 107

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 107
atcgtgatca ttaacctgat 20

<210> 108
<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 108
ttaccctgat aaattaccge 20

<210> 109
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<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 109
gaatctggtg tatatggcga 20

<210> 110

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 110
tcttcgetat tacgecagcet 20

<210> 111

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 111
ttgtcaacga tggggtcatg 20

<210> 112

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 112
aaaaatgccg acataacgtc 20

<210> 113

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 113
ccatccgttg aatgagtttt 20

<210> 114
<211> 20

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 114
tggtgttaac tggcaaaatc 20

<210> 115
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<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 115
gtgacttcca acggcaaaag 20

<210> 116

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 116
ccgttggttt gatagcaata 20

<210> 117

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 117
gacagacagg cgaactgacg 20

<210> 118

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 118
gcgcagattt gcagattcgt 20

<210> 119

<211> 978

<212> ADN

<213> Lactococcus lactis

<400> 119

41
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atggctgata
tacgcttttg
aaagaaaaaa
aaaaagattt
tctggtgete
atcactaaag
gatgetaace
aaccgcgttg
gaaaaagttg
tcagaatttyg
caagaaaatg
getgettact
gctegtatta
caagatggac
gaaggtgttyg
gocttctggtyg

tctgcagtta

<210> 120
<211> 325
<212> PRT

aacaacgtaa
ctcttgtaaa
ctcaaggaga
actctgecaga
cacaaaaacc
atgttgtcac
cagttgatat
taggttcagg
atgttgacgc
ccgtttggte
actaccttaa
caatcatege
ctaaagcaat
aatatggcgt
ttaacecaat
ctcaattgaa

aaaactaa

<213> Lactococcus lactis

<400> 120

aaaagttatc
ccaagggatt
tgcagaagac
ctactctgat
aggtgaaact
taaaattgtt
cttgacatac
tacttcactt
tcgttcaate
acacgctaac
cgaagctgaa
taaaaaaggt
tcttgatgat
aagcgactge
ccacatteca

agcaatcatt

ES 2 672 883 T3

cttgtaggtg
gcacaagaat
ctttcteatg
gcaagcgacg
cgtettgace
gctteoaggtt
gotacttgga
gatactgcac
cacgcataca
gttgetggty
atcgttgaat
gcaacattct
gaacatgcag
taccttggtc
ttgaatgatg

gacgaagctt

acggtgetgt
taggaattgt
ccetbggeatt
ctgacctegt
ttgttgaaaa
tcaaaggaat
aattctcagg
gtttcegtcea
tcatgggtga
ttaaattgga
tgtttgaatc
atggtgtege
tacttccagt
aaccagctgt
ctgaaatgea

ttgctaaaga

42

aggttcateca
tgaccttttt
tacttcacct
agtcttgact
aaatcttogt
cttocottgtt
tttcectaaa
agcattggca
acacggtgac
acaatggttc
tgtacgtgat
tgtagectett
atcagtattc
agttggtgect
aaaaatggaa

agaatttgct

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

978



Met

val

Glu

Glu

Ser

65

Ser

Lys

Gly

Thr

Gly

145

Glu

Glu

Ala

Gly

Leu

Asp

Ala

Gly

Asn

Phe

Tyr

130

Ser

Lys

His

Asp

Ser

Gly

Leu

Asp

Ala

Leu

Lys

115

Ala

Gly

Val

Gly

Lys

Ser

20

Ile

Ser

Tyr

Pro

Arg

100

Gly

Thr

Thr

Asp

Asp
180

Gln

Tyr

Val

His

Ser

Gln

85

Ile

Ile

Trp

Ser

Val

165

Ser

Arg

Ala

Asp

Ala

Asp

70

Lys

Thr

Phe

Lys

Leu

150

Asp

Glu

Lys

Phe

Leu

Leu

55

Ala

Pro

Lys

Leu

Phe

135

Asp

Ala

Phe

Lys

Ala

Phe

40

Ala

Ser

Gly

Asp

Val

120

Ser

Thr

Arg

Ala

ES 2 672 883 T3

Val

Leu

25

Lys

Phe

Asp

Glu

val

105

Ala

Gly

Ala

Ser

val
185

Ile

10

val

Glu

Thr

Ala

Thr

90

val

Ala

Phe

Arg

Ile

170

Trp

Leu Val

Asn

Lys

Ser

Asp

75

Arg

Thr

Asn

Pro

Gln

Thr

Pro

Leu

Leu

Lys

Pro

Lys
140

Phe Arg

155

His Ala

Ser

43

His

Gly

Gly

Gln

45

Lys

val

Asp

Ile

Val

125

Asn

Gln

Tyr

Ala

Asp

Ile

30

Gly

Lys

val

Leu

val

110

Asp

Arg

Ala

Ile

Asn
190

Gly

15

Ala

Asp

Ile

Leu

Val

95

Ala

Ile

Val

Leu

Met

175

val

Ala

Gln

Ala

Tyr

Thr

80

Glu

Ser

Leu

val

Ala

160

Gly

Ala



10

Gly val

Ala Glu

210

Ile
225

Ile

Ala Arg

val Ser

Gly Gln

Ile Pro

290

Gln
305

Leu

Ser Ala

<210> 121
<211> 1191
<212> ADN

Lys

195

Ile

Ala

Ile

val

Pro

275

Leu

Lys

val

Leu Glu

Val

Glu

Lys Lys

Gln

Leu

Gly

Phe
200

Trp

Phe
215

Glu

Ala Thr

230

Thr Lys

245

Phe
260

Gln
Ala Val
Asn

Asp

Ala Ile

Ala

Asp

Val

Ala

Ile

Ile Leu

Gln

Gly

Ala
280

Gly

Glu
295

Met

Asp Glu

310

Asn
325

Lys

<213> Escherichia coli

<400> 121
atgattattt

ctgttecact
gatttgtcag
gaaacgacge
tgtggcatgt
attccgttta
aagcgcccaa
ctggagcgag
cegggegcac

cgetacttge

ccgcagecayg
atatggatgyg
aagtggeget
tgtttaatga
atgcgegteg
ctctcoctegac
tgtggttcca
caaaagcage
gctacegtga

aagcggtgac

cgattatege
tggtgcatat
gegecagegt
gaaattgtcg
tggegaagtt
ggtttcegtt
gctttatgta
gggttgttcg
tgcgecattea

acatccgcaa

ES 2 672 883 T3

Gln Glu Asn

Ser Val Arg

Phe Tyr Gly

235

Asp Asp Glu

250

Tyr val

265

Gly

Glu Gly Val

Gln Lys Met

Ala Phe Ala

315

gocgeagege
tctgaataca
attctgaaaa
atgceggtgg
caggcagcca
tgeccegattg
ctgcgegate
acgctggttt
ggtatgageg

tgggcgtggg

Asp Tyr Leu

205

Asp Ala

220

val Ala val

His Ala val

Ser Asp Cys

270

Val Asn Pro

285

Glu
300

Ala

Lys Glu

aacgcattct
cgeckbgogecyg
acatgtccga
cactggctee
aagcggcgga
aagaagtcgc
gcggetttat
tcaccgtgga
gcccgaacgce

atgtgggect

44

Ala

Ser

Glu

Asn Glu

Tyr Ser

Ala Leu

240

Leu Pro

255

Tyr Leu

Ile His

Gly Ala

Phe Ala

320

gocegeegtte
caacgtggaa
cttaagecktyg
ggtgggtttg
cgegeatggt
gccagccate
gcgtaacgeg
tatgccgaca
ggcaatgcge

gaacggtegt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600
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ccacatgatt
atcggetgge
cgcgatttet
gatgcagtac
gacggtgtac
atagccattc
ctecggtgeeg
caggcgggtyg
ctgactggeg
aaagagttge

<210> 122
<211> 396
<212> PRT

taggtaatat
tggggaataa
gggatggcee
gttttggtge
tetettecge
tggcggatag
acaccgtact
tagctaacct
cgaaatcgat

ctgeggeact

<213> Escherichia coli

<400> 122

Met Ile Ile Ser

1

Leu Pro

Tyr Thr

35

Gln Arg

50

Phe Asn

Cys Gly
Asp Ala
Ile

Glu

val
130

Tyr

Pro

Leu

Ile

Glu

Met

His

Glu

115

Leu

Ala

Phe
20

Leu
Arg Arg
Leu Lys
Leu

Lys

Ala
85

Tyr

Gly Ile

100

Val Ala

Arg Asp

Ala

Phe

bhsn

Asn

Ser

Arg

Pro

Pro

Arg

ctcagcttat
cttegatoeg
gatggtgatc
tgatggaatt
cogtgeactyg
cggaattecgt
gctgggtegt
gctaaatctg
cagcgaaatt

ggctcoceatg

Ser Asgp

His Tyr

Val Glu

40

Met
55

Ser

Met Pro

Arg Gly

Phe Thr

Ala Ile

120

Gly Phe

135

Met

Asgp

Asp

Val

Glu

Leu

Lys

Met

ES 2 672 883 T3

cteggeaaac
tccatcteat
aaagggatcc
gtggtttcta
cctgetattg
aacgggcttg
gctttettgt
atcgaaaaag
acgcaagatt

gcgaaaggga

Tyr Arg Ala

10

Asp Gly

25

Leu Ser

Leu Ser

Ala Leu

75

Val
50

Gln

Ser Thr

105

Pro

Arg Asn

cgaccggact
ggaaagacct
tcgatcocegga
accacggtgyg
cagatgeggt
atgtcgtgeg
atgcgctgge
agatgaaagt
cgctggtgeca

atgeggeata

Ala Ala Gln

Gly Ala Tyr

30

Glu Val

45

Ala

Leu Glu Thr

60

Ala Pro Val

Ala Ala Lys

val Val

110

Ser

Met Phe

125

Ala
140

Leu Glu

45

ggaagattac
tgaatggatc
agatgcgege
ccgocagetg
gaaaggtgat
tatgattgcg
aacagcgggce
ggcgatgacg
ggggctgggt

g

Arg Ile

15

Ser Glu

Leu Arg
Thr Leu
Leu

Gly

Ala
55

Ala
Cys Pro
Gln

Leu

Ala

€60

720

780

840

800

960

1020

1080

1140

1191



Lys

145

Pro

Ala

Trp

Ala

Gly

225

Arg

Glu

Ser

Ala

Ala

305

Leu

Ala

Lys

Glu

ala
385

Ala

Gly

Ala

Asp

Tyr

210

Asn

Asp

Asp

Asn

Leu

290

Asp

Gly

Thr

Glu

Ile

370

Ala

Ala

Ala

Met

val

195

Leu

Asn

Phe

Ala

His

275

Pro

Ser

Ala

Ala

Met

355

Thr

Leu

<210> 123
<211>939
<212> ADN
<213> Escherichia coli

<400> 123

Gly

Arg

Arg

180

Cly

Gly

Phe

Trp

Arg

260

Gly

Ala

Gly

Asp

Gly

340

Lys

Gln

Ala

Cys

Tyr

165

Arg

Leu

Lys

Asp

Asp

245

Asp

Gly

Ile

Ile

Thr

325

Gln

Val

Asp

Pro

Ser

150

Arg

Tyr

Asn

Pro

Pro

230

Gly

Ala

Arg

Ala

Arg

310

Val

Ala

Ala

Ser

Met
390

Thr

Asp

Leu

Gly

Thr

215

Ser

Pro

Val

Gln

AsSp

295

ASn

Leu

Gly

Met

Leu

375

ala

Leu

Ala

Gln

Arg

200

Gly

Ile

Met

Arg

Leu

280

Ala

Gly

Leu

val

Thr

360

val

Lys

Val

His

Ala

185

Pro

Leu

Ser

Val

Phe

265

Asp

val

Leu

Gly

Ala

345

Leu

Gln

Gly

ES 2 672 883 T3

Phe

Ser

170

Val

His

Glu

Irp

Ile

250

Gly

Gly

Lys

Asp

Arg

330

Asn

Thr

Gly

Asn

Thr

155

Gly

Thr

Asp

Asp

Lys

235

Lys

Ala

val

Gly

Val

315

Ala

Leu

Gly

Leu

Ala
395

Val

Met

His

Leu

Tyr

220

Asp

Gly

Asp

Leu

Asp

300

Val

Phe

Leu

Ala

Gly

380

Ala

46

Asp

Ser

Pro

Gly

205

Ile

Leu

Tle

Gly

Ser

285

Ile

Arg

Leu

Asn

Lys

365

Lys

Met

Gly

Gln

190

Asn

Gly

Glu

Leu

Ile

270

Ser

Ala

Met

Tyr

Leu

350

Ser

Glu

Pro

Pro

175

Trp

Ile

Trp

Trp

Asp

255

Val

Ala

Ile

Ile

Ala

335

Ile

Ile

Leu

Thr

160

Asn

Ala

Ser

Leu

Ile

240

Pro

Val

Arg

Leu

Ala

320

Leu

Glu

Ser

Pro
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atgaaagtcg
aaaacccaac
ggtgtggotyg
gaagatgcga
cgtaaaccgyg
ctggtacage
gttaacacca
aacaaactgt
ctgaaaggca
accattotge
gatctgacca
gggtctgcaa
gcactgecagyg
geeegtttet
ateggtacee

aaagatatcg

<210> 124
<211> 312
<212> PRT

cagtcectegyg
tgccttcagy
tcgatctgag
ctecggeget
gtatggateg
aagttgcgaa
cagttgcaat
teggogttac
aacageccagyg
cgetgetgte
aacgcatcca
ccctgtectat
gcgaacaagyg
tetceteaace
tgagegeatt

coctgggega

<213> Escherichia coli

<400> 124

Met Lys Val Ala Val Leu Gly

1

Ala Leu Leu Leu Lys Thr Gln

Tyr Asp Ile Ala Pro Val Thr

35

Ile Pro Thr Ala Val Lys Ile

50

5

20

cgctgetgge
ttcagaacte
ccatatcecct
ggaaggcgca
tteegacety
aacctgecccog
tgetgectgaa
cacgetggat
cgaagttgaa
acaggttect
gaacgcgggt
gggccaggca
cgttgtcgaa
getgetgetyg
tgaacagaac

agagttcgtt

40

55

ES 2 672 883 T3

ggtattggce
tctetgtatyg
actgctgtga
gatgtegtte
tttaacgtta
aaagcgtgcea
gtgctgaaaa
atcattegtt
gtgoeggtta
ggegttagtt
accgaagtgg
gctgcacgtt
tgtgecectacyg
ggtaaaaacgyg
gegetggaag

aataagtaa

Ala Ala Gly Gly

10

Leu Pro Ser Gly
25

Pro Gly Val Ala

Lys Gly Phe Ser

aggcgettge
atatcgctee
aaatcaaagg
ttatctetge
acgecggeat
ttggtattat
aagccggtgt
ccaacaccett
ttggoggtca
ttacecgagea
ttgaagcgaa
ttggtctgte
ttgaaggcga
gegtggaaga

gtatgetgga

actactgtta
agtgacteccc
tttttetggt
aggcegtageg
cgtgaaaaac
cactaaccag
ttatgacaaa
tgttgeggaa
ctetggtgtt
ggaagtggct
ggecggtgge
tctggttegt
cggtcagtac
gegtaaatet

tacgetgaag

Ile Gly Gln Ala Leu

15

Ser Glu Leu Ser Leu

30

Val Asp Leu Ser His

45

Gly Glu Asp Ala Thr

60

47

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

939



Pro

Arg

Ile

Cys

Ala

Gly

145

Leu

His

Ser

Ala

Leu

225

Ala

Asp

Asn

Gln

Leu
305

Ala

Lys

Val

Ile

Glu

130

Val

1ys

Ser

Phe

Gly

210

Ser

Leu

Gly

Gly

Asn

290

Gly

Leu

Pro

Lys

Gly

115

Vval

Thr

Gly

Gly

Thr

195

Thr

Met

Gln

Gln

Val

275

Ala

Glu

<210> 125
<211>939
<212> ADN
<213> Bacillus subtilis

<400> 125

Glu

Gly

Asn

100

Ile

Leu

Thr

Lys

val

180

Glu

Glu

Gly

Gly

Tyr

260

Glu

Leu

Glu

Gly

Met

Leu

Ile

Lys

Leu

Gln

165

Thr

Gln

val

Gln

Glu

245

Ala

Glu

Glu

Phe

Ala

70

Aszp

Val

Thr

Lys

Asp

150

Pro

Ile

Glu

val

Ala

230

Gln

Arg

Arg

Gly

val
310

Asp

Arg

Gln

Asn

Ala

135

Ile

Gly

Leu

Val

Glu

215

ala

Gly

Pha

Lys

Met

295

Asn

Val

Ser

Gln

Pro

120

Gly

Ile

Glu

Pro

Ala

200

Ala

Ala

val

Phe

Ser

280

Leu

Lys

Val

Asp

Val

105

val

val

Arg

Val

Leu

185

Asp

Lys

Arg

Val

Sar

265

Ile

Asp

ES 2 672 883 T3

Leu

Leu

Ala

Asn

Iyr

Ser

Glu

170

Leu

Leu

Ala

Fhe

Glu

250

Gln

Gly

Thr

Ile

75

Phe

Lys

Thr

Asp

Asn

155

Val

Ser

Thr

Gly

Gly

235

Cys

Pro

Thr

Leu

Ser

Asn

Thr

Thr

Lys

140

Thr

Pro

Gln

Lys

Gly

220

Leu

Ala

Leu

Leu

Lys
300

48

Ala

Val

Cys

val

125

Asn

Phe

Val

Val

Arg

205

Gly

Ser

Tyr

Leu

Ser

285

Lys

Gly

Asn

Pro

110

Ala

Lys

Val

Ile

Pro

130

Ile

Ser

Leu

Val

Leu

270

Ala

Asp

Val

Ala

Lys

Ile

Leu

Ala

Gly

175

Gly

Gln

Ala

Val

Glu

255

Gly

Phe

Ile

Ala

Gly

Ala

Ala

Phe

Glu

160

Gly

Val

Asn

Thr

Arg

240

Gly

Lys

Glu

Ala
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atgggaaata
gcatttttaa
gagaaccoga
gacgcaaaaa
attacageeg
gaaaagatta
gtggtgectga
cctaaagage
gtggcagagg
ggtgacgata
cttattccga
atcgtgaatce
atggtcgaayg
ggggaatacg
cttgagceaaa

gttgaatctg

<210> 126
<211> 312
<212> PRT

ctcgtaaaaa
tecgctcaaaa
caaagggaaa
ttacgggaac
gtategeaag
tgagaagcgt
caaatcctgt
gtgtaatcogg
aattaaacct
tggtteaget
aagaacggat
ttcttggaaa
cgatcttgaa
gcetatgaagy
tcattgaact

tcaaaaatgt

<213> Bacillus subitilis

<400> 126

Met Gly Asn Thr Arg Lys Lys

1

Gly Ala Thr Thr Ala Phe Leu

Val Leu Val Asp Ile Pro Gln

35

Leu Asp Met Leu Glu Ala Ser

50

5

20

agtttctgtt
agagctggeca
agcgcttgat
atccaattac
aaaacctggt
tacgcaggaa
tgatgcaatg
ccagtcaggt
gtceagtgaaa
tgtgegttat
tgacgcaatt
cggaagcgceg
agatcagegc
catctacett
tgaactgaca

catgaaagta

40

55

ES 2 672 883 T3

atcggagcag
gacgttgttce
atgcttgaag
gaggatacag
atgagcagag
atcgtgaaat
acatacgcgyg
gtgcttgata
gatgtgactyg
tottatgetyg
gtggagecgca
tattatgcgc
cgcgtectte
ggtgttecta
gactatgaaa

ttatcctaa

Val Ser Val Ile

10

Ile Ala Gln Lys
25

Leu Glu Asn Pro

Pro Val Gln Gly

gttttaccgg
ttgttgacat
caagcccggt
ceggetetga
atgatetggt
atteocteoctga
tgtacaaaga
cggcaagatt
gtttegtact
geggtatece
ctagaaaagg
ctgeggette
ctacaattge
caattgtagg

gagegeaget

Gly

Glu
30

Thr
45

Phe
60

49

Ala Gly

Lys Gly

Asp Ala

agctacaact
tccgeaattyg
tcaaggettt
cattgttgte
ctetacaaac
ctetattatt
atcaggettc
cagaacattt
cggcggacac
gcttgaaact
cggaggcgaa
tctgacagaa
ttatcttgaa
cggcaacggt

gaataaatca

Phe Thr
15

Leu Ala Asp Val

Lys Ala

Lys Ile

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

939



Thr

Ile

Val

Lys

Ala

Val

145

Val

Leu

Ala

Ala

Leu

225

Met

Ala

Pro

Leu

Lys
305

Gly

Thr

Ser

Iyr

Met

130

Ile

Ala

Gly

Gly

Ile

210

Gly

val

Tyr

Thr

Thr

290

Asn

Thr

Ala

Thr

Ser

115

Thr

Gly

Glu

Gly

Gly

195

Val

Asn

Glu

Len

Ile

275

Asp

Val

<210> 127

<211> 1707
<212> ADN
<213> Zymomonas mobilis

<400> 127

Ser

Gly

Asn

100

Pro

Tyr

Gln

Glu

His

180

Ile

Glu

Gly

Ala

Glu

260

val

Tyxr

Met

Asn

Tle

Glu

Asp

Ala

Ser

Leu

165

Gly

Pro

Arg

Ser

Tle

245

Gly

Gly

Glu

Lys

Tyr

70

Ala

Lys

Ser

val

Gly

150

Asn

Asp

Leu

Thr

Ala

230

Leu

Glu

Gly

Arg

val
310

Glu

Arg

Ile

Ile

Tyr

135

Val

Leu

Asp

Glu

Arg

215

Tyr

Lys

Tyr

Asn

Ala

295

Leu

Asp

Llys

Met

Ile

120

Lys

Leu

Ser

Met

Thr

200

Lys

Tyr

Asp

Gly

Gly

280

Gln

Ser

Thr

Pro

Arg

105

val

Glu

Asp

Val

Val

185

Leu

Gly

Ala

Gln

Tyr

265

Leu

Leu

ES 2 672 883 T3

Ala

Gly

Ser

val

Ser

Thr

Lys

170

Pro

Ile

Gly

Pro

Arg

250

Glu

Glu

Asn

Gly

75

Met

Val

Leu

Gly

Ala

155

Asp

Leu

Pro

Gly

Ala

235

Arg

Gly

Gln

Lys

Ser

Ser

Thr

Thr

Phe

140

Arg

Val

Val

Lys

Glu

220

Ala

val

Ile

Ile

Ser
300

50

Asp

Arg

Gln

Asn

125

Pro

Phe

Thr

Arg

Glu

205

Ile

Ser

Leu

Tyr

Ile

285

Val

Ile

Aszp

Glu

110

Pro

Lys

Arg

Gly

Tyr

130

Arg

val

Leu

Pro

Leu

270

Glu

Glu

Val

Asp

Ile

val

Glu

Thr

Phe

175

Ser

Ile

Asn

Thr

Thr

255

Gly

Leu

Ser

val

Leu

Val

Asp

Arg

Phe

160

Val

Tyr

Asp

Leu

Glu

240

Ile

val

Glu

val
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atgagttata
cacttecgcag
aacatggagc
gctcecgtgeca
tttgatgcta
ccgaacaaca
tatcactatc
ccggaagaaqg
caggtttate
goaagegeat
gaaaccctga
cgegeagetg
gctaccatgg
tecatggggty
ategetetgg
cctaagaaac
agegtecate
gecattggact
cegagtgete
aacacgacgyg
ccgaacggtyg
googeetteg
ggttcactteoe
atcatecttet
tacaacaaca
ggttatgaca
getatecaagyg
cgtgaagact
cgtaagecetg

<210> 128
<211> 568
<212> PRT

ctgtcggtac
tagegggega
aggtttattg
aaggcgcagc
teggtggege
atgatcacgce
agttggaaat
ctcocggetaa
tegaaatage
tgttcaatga
aattcatcge
gtgctgaaga
ctgctgcaaa
aagtcagceta
ctectgtett
tggttectege
tgaaagacta
tcttcaaate
cgttggtcaa
ttattgcotga
ctegegttga
gttatgecegt
agctgacgge
tgatcaataa
tcaagaactg
gcggtgetgg
ttgetetgge
gcactgaaga

ttaacaagct

<213> Zymomonas mobilis

<400> 128

ctatttageg
ctacaacctce
ctgtaacgaa
agcagccgtce
ctatgcagaa
tgctggteac
ggccaagaac
aatcgatcac
ttgcaacatt
cgaagecage
caaccgcgac
agctgetgte
aagettettt
tceegggegtt
caacgactac
tgaaccgegt
tectgaccegt
cctcaatgea
cgcagaaate
aaccggtgac
atatgaaatg
cggtgeteeg
tcaggaagte
ctatggttac
ggattatgee
taaaggectg
aaacacegac

attggtcaaa

cctctag

ES 2672

gagcggctty
gtccttettg
ctgaactgeg
gttacctaca
aacctteoccgg
gtgttgecatec
atcacggceg
gtgattaaaa
gettecatge
gacgaagett
aaagttgceg
aaatttgctg
ccagaagaaa
gaaaagacga
tccaccactg
tetgtegteg
ttggctcaga
ggtgaactga
geecggecaag
tcttggttea
cagtggggte
gaacgtcegca
gotcagatgg
accatcgaag
ggtctgatgg
aaggctaaaa

ggeacaaced

tggggtaage

51

883 T3

tccagattgg
acaacctgct
gtttcagtge
gcgteggtge
ttatcctgat
acgctcttgg
ccgctgaage
ctgctetteg
cctgegecge
ctttgaatge
tectegtegg
atgectctegg
acccgecatta
tgaaagaagc
gttggacgga
ttaacggeat
aagtttccaa
agaaagccge
tegaagetet
atgectcageg
acattggttg
acatcctcat
tteogectgaa
ttatgatcca
aagtgttcaa
ccggtggega
tgategaatg

gegttgetge

tctcaagcat
tttgaacaaa
agaaggttat
gcttteegea
ctccggtget
caaaaccgac
gatttacacc
tgagaagaag
tectggaceyg
ageggttgaa
cagcaagctg
tggcgeagtt
catcggeace
cgatgoggtt
tattcctgat
tegettecee
gaaaaceggt
teceggetgat
tectgaceceeg
catgaagctc
gteegttect
ggttggtgat
actgacggtt
tgatggtecy
cggtaacggt
actggcagaa
cttecateggt

cgccaacage

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

$00

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1707



Met

Gly

Leu

Asn

Gly

65

Phe

Ile

His

Lys

Pro

145

Pro

aAla

Ala

Ser

Leu

Asp

Glu

Ala

Asp

Ser

His

Asn

130

Ala

val

Pro

Ser

Tyr

Lys

Asn

35

Leu

Ala

Ala

Gly

Ala

115

Ile

Llys

Tyr

Gly

Leu
195

Thr

His

20

Leu

Asn

Ala

Ile

Ala

100

Leu

Thr

Ile

Leu

Pro

180

Asn

Val

His

Len

Cys

Ala

Gly

Pro

Gly

Ala

Asp

Glu

165

Ala

Ala

Gly

Phe

Leu

Gly

Val

70

Gly

Asn

Lys

Ala

His

150

Ile

Ser

Ala

Thr

Ala

Asn

Phe

val

Ala

Asn

Thr

Ala

135

val

Ala

Ala

Val

Tyr

val

Lys

40

Ser

Thr

Tyr

Asn

Asgp

120

Glu

Ile

Cys

Leu

Glu
200

ES 2 672 883 T3

Leu

Ala

25

Asn

BAla

Tyr

ala

Asp

105

Tyr

Ala

Lys

Asn

Phe

185

Glu

Ala

10

Gly

Met

Glu

Ser

Glu

His

His

Ile

Thr

Ile

170

Asn

Thr

Glu

ASpP

Glu

Gly

Val

75

Asn

Ala

Tyr

Tyr

Ala

155

Ala

Asp

Leu

Arg

Tyr

Gln

Tyr

60

Gly

Leu

Ala

Gln

Thr

140

Leu

Ser

Glu

Lys

52

Leu

Asn

Val

45

Ala

Ala

Pro

Gly

Leu

125

Fro

Arg

Met

Ala

Phe
205

Val

Leu

30

Tyr

Arg

Leu

val

His

110

Glu

Glu

Glu

Pre

Ser

190

Ile

Gln

15

val

Cys

Ala

Ser

Ile

Val

Met

Glu

Lys

Cys

175

Asp

Ala

Ile

Leu

Cys

Lys

Ala

80

Leu

Leu

Ala

Ala

Lys

160

Ala

Glu

Asn



Arg

Ala

225

Ala

Tyr

Thr

Asp

Val

305

Ser

Lys

Leu

Glu

Ile

385

Pro

Trp

Arg

Glu

Asp

210

Glu

Thr

Ile

Met

Tyr

290

Leu

Val

Lys

Lys

Ile

370

Ala

Asn

Ser

Asn

val
450

Lys

Glu

Met

Gly

Lys

275

Ser

Ala

His

Thr

Lys

355

Ala

Glu

Gly

Val

Ile

435

Ala

Val

Ala

Ala

Thr

2860

Glu

Thr

Glu

Leu

Gly

340

Ala

Arg

Thr

Ala

Pro

420

Leu

Gln

Ala

ala

Ala

245

Ser

Ala

Thr

Pro

Lys

325

Ala

Ala

Gln

Gly

Arg

405

Ala

Met

Met

Val

Val

230

Ala

rp

Asp

Gly

Arg

310

Asp

Leu

Pro

Val

Asp

330

val

Ala

Val

val

Leu

215

Lys

Lys

Gly

Ala

Trp

2395

Ser

Tyr

Asp

Ala

Glu

375

Ser

Glu

Phe

Gly

arg
455

Val

Phe

Ser

Glu

val

280

Thr

val

Leu

Phe

Asp

360

Ala

Trp

Tyr

Gly

Asp

440

Leu

Gly

Ala

Phe

val

265

Ile

Asp

Val

Thr

Phe

345

Pro

Leu

Phe

Glu

Tyr

425

Gly

Lys

ES 2 672 883 T3

Ser

Asp

Phe

250

Ser

Ala

Ile

Val

Arg

330

Lys

Ser

Leu

Asn

Met

410

Ala

Ser

Leu

Lys

Ala

235

Pro

Tyr

Leu

Pro

Asn

315

Leu

Ser

Ala

Thr

Ala

395

Gln

val

Phe

Pro

Leu

220

Leu

Glu

Pro

Ala

Asp

300

Gly

Ala

Leu

Pro

Pro

380

Gln

Trp

Gly

Gln

val
460

53

Arg

Gly

Glu

Gly

Pro

285

Pro

Tle

Gln

Asn

Leu

365

Asn

Arg

Gly

Ala

Leu

445

Ile

2Ala

Gly

Asn

val

270

val

Lys

Arg

Lys

Ala

350

val

Thr

Met

His

Pro

430

Thr

Ile

Ala

Ala

Pro

255

Glu

Phe

Lys

Phe

Val

335

Gly

Asn

Thr

Lys

Ile

415

Glu

Ala

Phe

Gly

Val

240

His

Lys

Asn

Leu

Pro

320

Ser

Glu

Ala

vVal

Leu

400

Gly

Arg

Gln

Leu
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Ile Asn
465

Tyr Asn

Asn Gly

Lys Thr

Thr Asp

530

Thr
545

Glu

Arg Lys

<210> 129
<211> 1644
<212> ADN

Asn

Asn

Asn

Gly

515

Gly

Glu

Pro

Tyr Gly

Tyr

Thr Ile

470

Ile Lys

485

Gly
500

Gly
Gly Glu
Thr

Pro

Leu Val

Asn

Tyr

Leu

Leu

Lys

Trp Asp

Asp Ser

Ala Glu

520

Ile
535

Glu

Trp Gly

550

Vval Asn

565

<213> Lactococcus lactis

<400> 129
atgtataccyg

ttcggegtac
atgaaatgga
cgtactaaga
aacggactcg
acgtccaaag
aaacacttta
aatgcgacct
tacatcaatc
gaaaaggagt
toccttaaaa
ttggagaaaa
tttggtaaga

ctgtcotgaaa

ttggggatta
ctggtgacta
ttggtaatge
aagcoggcagce
ctggctecta
tacaaaatga
tgaaaatgca
acgaaattga
tgcectgttga
cgagcaccac
acgcacagaa
cegtcactea
gegeggttga

tttcgetgaa

Lys

Leu Leu

tctgetggat
taatctecag
caatgaactg
ctttctgacg
tgctgagaac
cggaaaatte
tgaaccggta
tegegtttta
tgtagecagee
caatacgacc
accggtggtt
gttegtcagt
cgagagcttg

gaactttgtg

ES 2 672 883 T3

Glu val Met

475

Ala
490

Tyr Gly

Gly Ala

505

Gly

Ala Ile Lys

Cys Phe Ile

Val
558

Lys Arg

cgettgeatg
tttettgate
aatgccagcet
acctttggeg
ttgecggtag
gtgcatcata
acagccgegao
agccagetgt
gctaaagetg
gaacaagtga
attgeeggge
gaaaccaaat
ccategttee

gaatcagegg

Ile His

Leu Met

Lys Gly

510

val Ala

525

Gly Glu

540

Arg

Ala Ala Ala

agttaggeat
agatcatecte
atatggctga
taggcgagtt
togaaatogt
ccctegegga
gtaccctget
taaaagaacg
agaaaccgge
ttctgtecaa
atgaagtgat
tgcegattac
tggggatcta

atttcatttt

54

Asp

Glu

Leu

Leu

Pro
480

Gly

val
495

Phe
Lys Ala
Ala Asn
Asp

Cys

Ser
560

Asn

tgaagaaatt
acgcgaagat
cggttatgeg
aagcgecatt
gggctoteoca
tggtgacttt
gactgcggag
caaaccegte
gcttagtcectg
aattgaagaa
tagetttggy
cacgctgaac
caacggtaag

gatgctgggt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840
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gtgaaactca
atcagcttga
cgtgcagtgg
gataaacagt
caggcagtgg
ttetttggeg
tggggcagta
agtcgtcace
ctgtccatte
gtggagcgeg
agcaaattac
actgagaacg
tggattgaac
ctgtttgetg

<210> 130
<211> 547
<212> PRT

cggattctte
acatcgacga
tgtccagtet
atgaagagtt
aaagcctcac
caagcacgat
ttggctatac
tgttattcat
gcgagaaact
aaattcacgg
cagaaacchtt
aatttgtttc
tggtcctgga

aacagaacaa

<213> Lactococcus lactis

<400> 130

Met Tyr Thr Val Gly

1

Ile Glu

Asp Gln

35

Glu Leu

50

Ala
65

Ala
Agn

Gly

val Gly

Glu

Ile

Asn

Ala

Leu

Ser

5

Ile
20

Phe

Ile Ser

Ala Ser

Phe Leu

70

Ala Gly

85

Pro Thr

100

Asp

Gly

Arg

Tyr

Thr

Ser

Ser

gactggggca

gggcattate
ctcggaactg
catceccegtea
acagtccaat
cttcctgaaa
gtttecageg
tggcgatggt
gaacacgatt
cccgacecag
tggtgecaca
ggttatgaaa
gaaagaagat

ataa

Tyr Leu

Val Pro

Glu Asp

40

Met
55

Ala
Thr Phe
Ala

Tyr

Lys Val

ES 2 672 883 T3

tttacccacec
ttecaacaagg
aagggtattg
tctgeececte
gaaacgatcg
tcgaacteac
gegttaggat
tctettcaac
tgetttateca
agttacaatg
gaagatogtg
gaagcgcaag

gecccgaaac

Leu Asp

10

Arg

Gly
25

Asp Tyr

Met Lys Trp

Asp Gly Tyr

Gly val Gly

15

Glu Asn Leu

20

Gln
105

Asn Asp

atctggacga
tggtcgaaga
aatatgaggg
tgagccaaga
ttgcagaaca
ggttcatcgg
cacagattge
ttacggtcca
tcaacaatga
acattceccat
ttgtctctaa
cggatgtgaa

tgctgaagaa

Leu His

Asn Leu

Ile Gly

45

Ala Arg

Glu Leu

Pro Val Val

Phe
110

Gly Lys

55

Glu

Gln

Asn

Thr

Ser

aaacaaaatg
tttcgatttt
tcagtacate
ccgectttgg
aggtactagt
acaaccgcktg
ggataaggaa
ggaactggge
cggctacaca
gtggaactac
aatcgtgege
teggatgtat

aatgggcaaa

Leu
15

Gly

Phe Leu

Ala Asn

Lys Lys

Ala Ile

80

Glu
95

Ile

val His

%00

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1644



His

Pro

Glu

145

Tyr

Ala

Val

Val

Val

225

Phe

Tyr

Ala

Gly

Ile

305

Arg

Gly

Pro

Thr

Val

130

Ile

Ile

Leu

Ile

Val

210

Thr

Gly

Asn

Asp

Ala

290

Asp

Ala

Gln

Leu

115

Thr

Asp

Asn

Ser

Leu

195

Ile

Gln

Lys

Gly

Phe

275

Phe

Glu

Val

Tyr

Ser
355

Ala

Ala

Arg

Leu

Leu

180

Ser

Ala

Phe

Ser

Lys

260

Ile

Thr

Gly

Val

Ile

340

Gln

Asp

ala

Val

Pro

165

Glu

Lys

Gly

val

Ala

245

Leu

Leu

Hig

Ile

Ser

325

Asp

Asp

Gly

Arg

Leu

150

val

Lys

Ile

His

Ser

230

val

Ser

Met

His

Ile

310

Ser

Lys

Arg

Asp

Thr

135

Ser

Asp

Glu

Glu

Glu

215

Glu

Asp

Glu

Leu

Leu

295

Phe

Leu

Gln

Leu

Phe

120

Leu

Gln

val

Ser

Glu

200

Val

Thr

Glu

Ile

Gly

280

Asp

Asn

Ser

Tyr

Trp
360

Lys

Leu

Leu

Ala

Ser

185

Ser

Ile

Lys

Ser

Ser

265

Val

Glu

Lys

Glu

Glu

345

Gln

ES 2 672 883 T3

His

Thr

Leu

Ala

170

Thr

Leu

Ser

Leu

Leu

250

Leu

Lys

Asn

Val

Leu

330

Glu

Ala

Phe

Ala

Lys

155

Ala

Thr

Lys

Phe

Pro

235

Pro

Lys

Leu

Lys

val

315

Lys

Phe

val

Met

Glu

140

Glu

Lys

Asn

Agn

Gly

220

Ile

Ser

Asn

Thr

Met

300

Glu

Gly

Ile

Glu

56

Lys

125

Asn

Arg

Ala

Thr

Ala

205

Leu

Thr

Phe

Phe

Asp

285

Ile

Asp

Ile

Pro

Ser
365

Met

Ala

Lys

Glu

Thr

190

Gln

Glu

Thr

Leu

val

270

Ser

Ser

Pha

Glu

Ser

350

Leu

His

Thr

Pro

Lys

175

Glu

Lys

Lys

Leu

Gly

255

Glu

Ser

Leu

Asp

Tyr

335

Ser

Thr

Glu

Tyr

Val

160

Pro

Gln

Pro

Thr

Asn

240

Ile

Ser

Thr

Asn

Phe

320

Glu

Ala

Gln



ES 2 672 883 T3

Ser Agn Glu Thr Ile Val Ala Glu Gln Gly Thr Ser Phe Phe Gly Ala
370 375 380

Ser Thr Ile Phe Leu Lys Ser Asn Ser Arg Phe Ile Gly Gln Pro Leu
385 390 395 400

Trp Gly Ser Ile Gly Tyr Thr Phe Pro Ala Ala Leu Gly Ser Gln Ile
405 410 415

Ala Asp Lys Glu Ser Arg His Leu Leu Phe Ile Gly Asp Gly Ser Leu
420 425 430

Gln Leu Thr val Gln Glu Leu Gly Leu Ser Ile Arg Glu Lys Leu Asn
435 440 445

Pro Ile Cys Phe Ile Ile Asn Asn Asp Gly Tyr Thr Val Glu Arg Glu
450 455 460

Ile His Gly Pro Thr Gln Ser Tyr Asn Asp Ile Pro Met Trp Asn Tyr
465 470 475 480

Ser Lys lLeu Pro Glu Thr Phe Gly Ala Thr Glu Asp Arg Val Val Ser
485 490 495

Lys Ile Val Arg Thr Glu Asn Glu Phe Val Ser Val Met Lys Glu Ala
500 505 510

Gln Ala Asp Val Asn Arg Met Tyr Trp Ile Glu Leu Val Leu Glu Lys
515 520 525

Glu Asp Ala Pro Lys Leu Leu Lys Lys Met Gly Lys Leu Phe Ala Glu
530 535 540

Gln Asn Lys
545

<210> 131

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 131
tataatcata tgaaagtcgc agtcctc 27

<210> 132
<211> 30

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 132
tataatggat ccttacttat taacgaactc 30

<210> 133
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<211> 33
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 133
tataatcata tggctgataa acaacgtaaa aaa 33

<210> 134

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 134
tataatggat ccttagtttt taactgcaga agcaaa 36

<210> 135

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 135
catatgggaa atactcgtaa aaaagtt 27

<210> 136

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacion

<400> 136
ggatccttag gataatactt tcatgac 27

<210> 137

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 137
catatgatta tttccgcagc cagce 24

<210> 138
<211> 25

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 138
agatctctat gccgcattec ctttc 25

<210> 139

58



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 672 883 T3

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

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 139
ttacagccgg tatcgcagca aaacccggga tgagcagaga t

<210> 140

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 140
atctctgctc atccegggtt ttgctgcgat accggctgta a

<210> 141

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<220>

<221> misc_feature
<222> (21)..(22)
<223>nisa,c,qg,ort

<400> 141
ttatctctgc aggcgtageg nnkaaacccg ggatggateg ttc

<210> 142

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<220>

<221> misc_feature
<222> (22)..(23)
<223>nisa,c,qg,ort

<400> 142
gaacgatcca tccegggttt mnncgctacg cctgcagaga taa

<210> 143

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 143

41

41

43

43

ttatctctgc aggcegtageg gctaaaccgg gtgaggateg ttccgacctg

<210> 144
<211> 50

59

50
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificaciéon

<400> 144
caggtcggaa cgatcctcac ccggtttage cgctacgcct gcagagataa 50

<210> 145

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 145
ttatctctgc aggcegtageg gectaaaccgg gtcaggatcg ttccgacctg 50

<210> 146

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificaciéon

<400> 146
caggtcggaa cgatcctgac ccggtttage cgctacgect gcagagataa 50

<210> 147

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 147
gtcgcagtcce tcggegecgce tggeggtgtc ggccaggegce ttgcac 46

<210> 148

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 148
gtgcaagcgc ctggccgaca ccgecagegg cgecgaggac tgcgac 46

<210> 149

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 149
ccggttattg gcggccactc tgatgttacc attctgccgc tgctg 45

<210> 150
<211> 45

60
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de amplificaciéon

<400> 150

ES 2672

cagcagcggc agaatggtaa catcagagtg gccgccaata accgg

<210> 151
<211> 39
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de amplificacién

<400> 151

ggcgtagegg ctaaaccggg tatgtctcgt tccgacctg 39

<210> 152
<211> 39
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de amplificaciéon

<400> 152

caggtcggaa cgagacatac ccggtttagc cgctacgcc 39

<210> 153
<211> 939
<212> ADN

<213> Bacillus subtilis

<400> 153
atgggaaata

goatttttaa
gagaacccga
gacgcaaaaa
attacagccg
gaaaagatta
gtggtgectga
cctaaagage
gtggcagagg
ggtgacgata
cttattecga
atcgtgaatc
atggtcgaag
ggggaatacg
cttgagcaaa

gttgaatctg

ctcgtaaaaa
tegetcaaaa
caaagggaaa
ttacgggaac
gtatcgcatg
tgagaagcgt
caaatcctgt
gtgtaatcgg
aattaaacct
tggttecoget
aagaacggat
ttcttggaaa
cgatcttgaa
gctatgaagg
tcattgaact

tcaaaaatgt

agtttctgtt
agagctggca
agcgcttgat
atccaattac
caaaccogge
tacgcaggaa
tgatgcaatg
ccagtcaggt
gtcagtgaaa
tgtgegttat
tgacgcaatt
cggaagcgcy
agatcagcgc
catctacett
tgaactgaca

catgaaagta

atcggagcag
gacgttgtte
atgcttgaag
gaggatacag
atgagcagag
atcgtgaaat
acatacgcgyg
gtgcttgata
gatgtgactg
tottatgetg
gtggagegea
tattatgcgce
cgcgtccttc
ggtgttecta
gactatgaaa

ttatcctaa

61

883 T3

45

gttttaccgg
ttgttgacat
caagcccggt
ceggetetga
atgatectggt
atteocteoctga
tgtacaaaga
cggcaagatt
gtttegtact
gceggtatcee
ctagaaaagg
ctgcggette
ctacaattge
caattgtagg

gagegeaget

agctacaact
tcecgoaattg
tcaaggettt
cattgttgte
ctctacaaac
ctetattatt
atcaggettc
cagaacattt
cggcggacac
gcttgaaact
cggaggegaa
tctgacagaa
ttatcttgaa
cggcaacggt

gaataaatca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

939
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<210> 154
<211> 312
<212> PRT
<213> Bacillus subtilis

<400> 154
Met Gly Asn Thr Arg Lys Lys Val Ser Val Ile Gly Ala Gly Phe Thr
1 5 10 15

Gly Ala Thr Thr Ala Phe Leu Ile ARla Gln Lys Glu Leu Ala Asp Val
20 25 30

62



ES 2 672 883 T3

Val Leu Val Asp Ile Pro Gln lLeu Glu Asn Pro Thr Lys Gly Lys Ala
35 40 45

Leu Asp Met Leu Glu 2la Ser Prg Val Gln Gly Phe Asp Ala Lys Ile
50 55 60

Thr Gly Thr Ser Asn Tyr Glu Asp Thr Ala Gly Ser Asp Ile Val Val

Ile Thr Ala Gly Ile Ala Cys lys Pro Gly Met Ser Arg Asp Asp Leu
85 90 95

Val Ser Thr 2&sn Glu Lys Ile Met Arg Ser Val Thr Gln Glu Ile Val
100 105 110

Lys Tyr Ser Pro Asp Ser Ile Ile Val Val Leu Thr Asn Pro Val Asp
115 120 125

Ala Met Thr Tyr Ala Val Tyr Lys Glu Ser Gly Phe Pro Lys Glu Arg
130 135 140

Val Ile Gly Gln Ser Gly Val Leu Asp Thr Ala Arg Phe Arg Thr Phe
145 150 155 160

Val Ala Glu Glu Leu Asn Leu Ser Val Lys Asp Val Thr Gly Phe Val
165 170 175

Leu Gly Gly His Gly Asp Asp Met Val Pro Leu Val Arg Tyr Ser Tyr
180 185 130

Ala Gly Gly Ile Pro Leu Glu Thr Leu Ile Pro Lys Glu Arg Ile Agp
195 200 205

Ala Ile Vval Glu Arg Thr Arg Lys Gly Gly Gly Glu Ile Val Asn Leu
210 215 220

Leu Gly Asn Gly Ser Ala Tyr Tyr Ala Pro Ala Ala Ser Leu Thr Glu
225 230 235 240

Met Val Glu ARla Ile Leu Lys Asp Gln Arg Arg Val Leu Proc Thr Ile
245 250 255

Ala Tyr Leu Glu Gly Glu Tyr Gly Tyr Glu Gly Ile Tyr Leu Gly Val
260 265 270

Pro Thr Ile Val Gly Gly Asn Gly Leu Glu Gln Ile Ile Glu Leu Glu

275 280 285

Leu Thr Asp Tyr Glu Arg Rla Gln Leu Asn Lys Ser Val Glu Ser Val
290 295 300

Lys Asn Val Met Lys Val Leu Ser
305 310

<210> 155

63
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15

<211> 939
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 155
atgaaagtcg

aaaacgcaac
ggtgtggotyg
gaagatgcga
gotaaaccog
ctggtacage
gttaacacca
aacaaactgt
ctgaaaggca
accattotge
gatctgacca
gggtctgcaa
gcactgecagyg
gcecgtttet
ateggtacee

aaagatatcg

<210> 156
<211> 312
<212> PRT

cagtcectegyg
tgccttecagg
tcgatctgag
ctecggeget
ggatggatcg
aagttgcgaa
cagttgcaat
tcggogttac
aacageccagyg
cgetgetgte
aacgcatcea
ccctgtectat
gcgaacaagyg
tctctecaacc
tgagegeatt

coctgggega

<213> Escherichia coli

<400> 156

cgctgetgge
ttcagaacte
ccatatcecct
ggaaggcgca
ttccgacetg
aacctgecccog
tgetgectgaa
cacgctggat
cgaagttgaa
acaggttect
gaacgcgggt
gggccaggca
cgttgtcgaa
getgctgetg
tgaacagaac

agagttcgtt

ES 2 672 883 T3

ggtattggce
tectetgtatg
actgctgtga
gatgtegtte
tttaacgtta
aaagcgtgcea
gtgctgaaaa
atcattcgtt
gtgoeggtta
ggegttagtt
actgaagtgg
gctgcacgtt
tgtgecectacyg
ggtaaaaacyg
gegetggaag

aataagtaa

aggcgettge
atatcgetece
aaatcaaagg
ttatctetge
acgccocggeat
ttggtattat
aagccggtgt
ccaacacctt
ttggoggtca
ttacecgagea
ttgaagcgaa
ttggtctgte
ttgaaggcga
gcgtggaaga

gtatgetgga

actactgtta
agtgactecee
tttttetggt
aggcegtageg
cgtgaaaaac
cactaaccag
ttatgacaaa
tgttgeggaa
ctetggtgtt
ggaagtggcet
ggccggtgge
tctggttegt
cggtcagtac
gcgtaaatct

tacgetgaag

Met Lys Val Ala Val Leu Gly Ala Ala Gly Gly Ile Gly Gln Ala Leu

1

5

10

15

Ala Leu Leu Leu Lys Thr Gln Leu Pro Ser Gly Ser Glu Leu Ser Leu

20

25

30
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Tyr Asp Ile Ala Proc Val Thr Pro Gly Val Ala Val Asp Leu Ser His
35 40 45

Ile Pro Thr Ala Val Lys Ile Lys Gly Phe Ser Gly Glu Asp Ala Thr
50 55 60

Pro Ala Leu Glu Gly Ala Asp Val Val Leu Ile Ser Ala Gly Val Ala

Ala Lys Pro Gly Met Asp Arg Ser Asp Leu Phe Asn Val Asn Ala Gly
85 90 95

Ile Val Lys &sn Leu Val Gln Gln Val Ala Lys Thr Cys Pro Lys Ala
100 105 110

Cys Ile Gly Ile Ile Thr Asn Pro Val Asn Thr Thr Val Ala Ile Ala
115 120 125

Ala Glu Val Leu Lys Lys Ala Gly Val Tyr Asp Lys Asn Lys Leu Phe
130 135 140

Gly Val Thr Thr lLeu Asp Ile Ile Arg Ser Asn Thr Phe Val Ala Glu
145 150 155 160

Leu Lys Gly Lys Gln Pro Gly Glu Val Glu Val Pro Val Ile Gly Gly
165 170 175

His Ser Gly Val Thr Ile Leu Pro Leu Leu Ser Gln Val Preo Gly Val
180 185 130

Ser Phe Thr Glu Gln Glu Val Ala Asp Leu Thr Lys Arg Ile Gln Asn
195 200 205

Ala Gly Thr Glu Val val Glu Ala Lys Ala Gly Gly Gly Ser Ala Thr
210 215 220

Leu Ser Met Gly Gln 2Ala Ala Ala Arg Phe Gly Leu Ser Leu Val Arg
225 230 235 240

Ala Leu Gln Gly Glu Gln Gly Vval val Glu Cys Ala Tyr vVal Glu Gly
245 250 255

Asp Gly Gln Tyr Ala Arg Phe Phe Ser Gln Pro Leu Leu Leu Gly Lys
260 265 270

Asn Gly Val Glu Glu Arg Lys Ser Ile Gly Thr Leu Ser Ala Phe Glu

275 280 285

Gln Asn Ala Leu Glu Gly Met Leu Asp Thr Leu Lys Lys Asp Ile Ala
290 285 300

Leu Gly Glu Glu Phe Val Asn Lys
305 310

<210> 157

65
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15

<211> 939
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 157
atgaaagtcg

aaaacgcaac
ggtgtggotyg
gaagatgcga
gotaaacogg
ctggtacage
gttaacacca
aacaaactgt
ctgaaaggca
accattotge
gatctgacca
gggtctgcaa
gcactgecagyg
gcecgtttet
ateggtacee

aaagatatcg

<210> 158
<211> 312
<212> PRT

cagtcectegyg
tgccttecagg
tcgatctgag
ctecggeget
gtcaggatcg
aagttgcgaa
cagttgcaat
tcggogttac
aacageccagyg
cgetgetgte
aacgcatcea
ccctgtectat
gcgaacaagyg
tctctecaacc
tgagegeatt

coctgggega

<213> Escherichia coli

<400> 158

cgctgetgge
ttcagaacte
ccatatcecct
ggaaggcgca
ttccgacetg
aacctgecccog
tgetgectgaa
cacgctggat
cgaagttgaa
acaggttect
gaacgcgggt
gggccaggca
cgttgtcgaa
getgctgetg
tgaacagaac

agagttcgtt

ES 2 672 883 T3

ggtattggce
tectetgtatg
actgctgtga
gatgtegtte
tttaacgtta
aaagcgtgcea
gtgctgaaaa
atcattcgtt
gtgoeggtta
ggegttagtt
actgaagtgg
gctgcacgtt
tgtgecectacyg
ggtaaaaacyg
gegetggaag

aataagtaa

aggcgettge
atatcgetece
aaatcaaagg
ttatctetge
acgccocggeat
ttggtattat
aagccggtgt
ccaacacctt
ttggoggtca
ttacecgagea
ttgaagcgaa
ttggtctgte
ttgaaggcga
gcgtggaaga

gtatgetgga

actactgtta
agtgactecee
tttttetggt
aggcegtageg
cgtgaaaaac
cactaaccag
ttatgacaaa
tgttgeggaa
ctetggtgtt
ggaagtggcet
ggccggtgge
tctggttegt
cggtcagtac
gcgtaaatct

tacgetgaag

Met Lys Val Ala Val Leu Gly Ala Ala Gly Gly Ile Gly Gln Ala Leu

1

5

10

15

Ala Leu Leu Leu Lys Thr Gln Leu Pro Ser Gly Ser Glu Leu Ser Leu

20

25

30
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Tyr Asp Ile Ala Proc Val Thr Pro Gly Val Ala Val Asp Leu Ser His
35 40 45

Ile Pro Thr Ala Val Lys Ile Lys Gly Phe Ser Gly Glu Asp Ala Thr
50 55 60

Pro Ala Leu Glu Gly Ala Asp Val Val Leu Ile Ser Ala Gly Val Ala

Ala Lys Pro Gly Gln Asp Arg Ser Asp Leu Phe Asn Val Asn Ala Gly
85 90 95

Ile Val Lys &sn Leu Val Gln Gln Val Ala Lys Thr Cys Pro Lys Ala
100 105 110

Cys Ile Gly Ile Ile Thr Asn Pro Val Asn Thr Thr Val Ala Ile Ala
115 120 125

Ala Glu Val Leu Lys Lys Ala Gly Val Tyr Asp Lys Asn Lys Leu Phe
130 135 140

Gly Val Thr Thr lLeu Asp Ile Ile Arg Ser Asn Thr Phe Val Ala Glu
145 150 155 160

Leu Lys Gly Lys Gln Pro Gly Glu Val Glu Val Pro Val Ile Gly Gly
165 170 175

His Ser Gly Val Thr Ile Leu Pro Leu Leu Ser Gln Val Preo Gly Val
180 185 130

Ser Phe Thr Glu Gln Glu Val Ala Asp Leu Thr Lys Arg Ile Gln Asn
195 200 205

Ala Gly Thr Glu Val val Glu Ala Lys Ala Gly Gly Gly Ser Ala Thr
210 215 220

Leu Ser Met Gly Gln 2Ala Ala Ala Arg Phe Gly Leu Ser Leu Val Arg
225 230 235 240

Ala Leu Gln Gly Glu Gln Gly Vval val Glu Cys Ala Tyr vVal Glu Gly
245 250 255

Asp Gly Gln Tyr Ala Arg Phe Phe Ser Gln Pro Leu Leu Leu Gly Lys
260 265 270

Asn Gly Val Glu Glu Arg Lys Ser Ile Gly Thr Leu Ser Ala Phe Glu

275 280 285

Gln Asn Ala Leu Glu Gly Met Leu Asp Thr Leu Lys Lys Asp Ile Ala
290 285 300

Leu Gly Glu Glu Phe Val Asn Lys
305 310

<210> 159

67
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15

<211> 939
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 159
atgaaagtcg

aaaacgcaac
ggtgtggotyg
gaagatgcga
gotaaacogg
ctggtacage
gttaacacca
aacaaactgt
ctgaaaggca
accattotge
gatctgacca
gggtctgcaa
gcactgecagyg
gcecgtttet
ateggtacee

aaagatatcg

<210> 160
<211> 312
<212> PRT

cagtcectegyg
tgccttecagg
tcgatctgag
ctecggeget
gtgaggatcg
aagttgcgaa
cagttgcaat
tcggogttac
aacageccagyg
cgetgetgte
aacgcatcea
ccctgtectat
gcgaacaagyg
tctctecaacc
tgagegeatt

coctgggega

<213> Escherichia coli

<400> 160

cgctgetgge
ttcagaacte
ccatatcecct
ggaaggcgca
ttccgacetg
aacctgecccog
tgetgectgaa
cacgctggat
cgaagttgaa
acaggttect
gaacgcgggt
gggccaggca
cgttgtcgaa
getgctgetg
tgaacagaac

agagttcgtt

ES 2 672 883 T3

ggtattggce
tectetgtatg
actgctgtga
gatgtegtte
tttaacgtta
aaagcgtgcea
gtgctgaaaa
atcattcgtt
gtgoeggtta
ggegttagtt
actgaagtgg
gctgcacgtt
tgtgecectacyg
ggtaaaaacyg
gegetggaag

aataagtaa

aggcgettge
atatcgetece
aaatcaaagg
ttatctetge
acgccocggeat
ttggtattat
aagccggtgt
ccaacacctt
ttggoggtca
ttacecgagea
ttgaagcgaa
ttggtctgte
ttgaaggcga
gcgtggaaga

gtatgetgga

actactgtta
agtgactecee
tttttetggt
aggcegtageg
cgtgaaaaac
cactaaccag
ttatgacaaa
tgttgeggaa
ctetggtgtt
ggaagtggcet
ggccggtgge
tctggttegt
cggtcagtac
gcgtaaatct

tacgetgaag

Met Lys Val Ala Val Leu Gly Ala Ala Gly Gly Ile Gly Gln Ala Leu

1

5

10

15

Ala Leu Leu Leu Lys Thr Gln Leu Pro Ser Gly Ser Glu Leu Ser Leu

20

25

30
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Tyr Asp Ile Ala Proc Val Thr Pro Gly Val Ala Val Asp Leu Ser His
35 40 45

Ile Pro Thr Ala Val Lys Ile Lys Gly Phe Ser Gly Glu Asp Ala Thr
50 55 60

Pro Ala Leu Glu Gly Ala Asp Val Val Leu Ile Ser Ala Gly Val Ala

Ala Lys Pro Gly Glu Asp Arg Ser Asp Leu Phe Asn Val Asn Ala Gly
85 90 95

Ile Val Lys &sn Leu Val Gln Gln Val Ala Lys Thr Cys Pro Lys Ala
100 105 110

Cys Ile Gly Ile Ile Thr Asn Pro Val Asn Thr Thr Val Ala Ile Ala
115 120 125

Ala Glu Val Leu Lys Lys Ala Gly Val Tyr Asp Lys Asn Lys Leu Phe
130 135 140

Gly Val Thr Thr lLeu Asp Ile Ile Arg Ser Asn Thr Phe Val Ala Glu
145 150 155 160

Leu Lys Gly Lys Gln Pro Gly Glu Val Glu Val Pro Val Ile Gly Gly
165 170 175

His Ser Gly Val Thr Ile Leu Pro Leu Leu Ser Gln Val Preo Gly Val
180 185 130

Ser Phe Thr Glu Gln Glu Val Ala Asp Leu Thr Lys Arg Ile Gln Asn
195 200 205

Ala Gly Thr Glu Val val Glu Ala Lys Ala Gly Gly Gly Ser Ala Thr
210 215 220

Leu Ser Met Gly Gln 2Ala Ala Ala Arg Phe Gly Leu Ser Leu Val Arg
225 230 235 240

Ala Leu Gln Gly Glu Gln Gly Vval val Glu Cys Ala Tyr vVal Glu Gly
245 250 255

Asp Gly Gln Tyr Ala Arg Phe Phe Ser Gln Pro Leu Leu Leu Gly Lys
260 265 270

Asn Gly Val Glu Glu Arg Lys Ser Ile Gly Thr Leu Ser Ala Phe Glu

275 280 285

Gln Asn Ala Leu Glu Gly Met Leu Asp Thr Leu Lys Lys Asp Ile Ala
290 285 300

Leu Gly Glu Glu Phe Val Asn Lys
305 310

<210> 161

69
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15

<211> 939
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 161
atgaaagtcg

aaaacgcaac
ggtgtggotyg
gaagatgcga
gotaaaccog
ctggtacage
gttaacacca
aacaaactgt
ctgaaaggca
accattotge
gatctgacca
gggtctgcaa
gcactgecagyg
gcecgtttet
ateggtacee

aaagatatcg

<210> 162
<211> 312
<212> PRT

cagtcectegyg
tgccttecagg
tcgatctgag
ctecggeget
ggatggatcg
aagttgcgaa
cagttgcaat
tcggogttac
aacageccagyg
cgetgetgte
aacgcatcea
ccctgtectat
gcgaacaagyg
tctctecaacc
tgagegeatt

coctgggega

<213> Escherichia coli

<400> 162

cgctgetgge
ttcagaacte
ccatatcecct
ggaaggcgca
ttccgacetg
aacctgecccog
tgetgectgaa
cacgctggat
cgaagttgaa
acaggttect
gaacgcgggt
gggccaggca
cgttgtcgaa
getgctgetg
tgaacagaac

agagttcgtt

ES 2 672 883 T3

ggtgteggece
tectetgtatg
actgctgtga
gatgtegtte
tttaacgtta
aaagcgtgcea
gtgctgaaaa
atcattcgtt
gtgoeggtta
ggegttagtt
actgaagtgg
gctgcacgtt
tgtgecectacyg
ggtaaaaacyg
gegetggaag

aataagtaa

aggcgettge
atatcgetece
aaatcaaagg
ttatctetge
acgccocggeat
ttggtattat
aagccggtgt
ccaacacctt
ttggoggtca
ttacecgagea
ttgaagcgaa
ttggtctgte
ttgaaggcga
gcgtggaaga

gtatgetgga

actactgtta
agtgactecee
tttttetggt
aggcegtageg
cgtgaaaaac
cactaaccag
ttatgacaaa
tgttgeggaa
ctetggtgtt
ggaagtggcet
ggccggtgge
tctggttegt
cggtcagtac
gcgtaaatct

tacgetgaag

Met Lys Val Ala Val Leu Gly Ala Ala Gly Gly Val Gly Gln Ala Leu

1

5

10

15

Ala Leu Leu Leu Lys Thr Gln Leu Pro Ser Gly Ser Glu Leu Ser Leu

20

25

30

70

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

939



ES 2 672 883 T3

Tyr Asp Ile Ala Proc Val Thr Pro Gly Val Ala Val Asp Leu Ser His
35 40 45

Ile Pro Thr Ala Val Lys Ile Lys Gly Phe Ser Gly Glu Asp Ala Thr
50 55 60

Pro Ala Leu Glu Gly Ala Asp Val Val Leu Ile Ser Ala Gly Val Ala

Ala Lys Pro Gly Met Asp Arg Ser Asp Leu Phe Asn Val Asn Ala Gly
85 90 95

Ile Val Lys &sn Leu Val Gln Gln Val Ala Lys Thr Cys Pro Lys Ala
100 105 110

Cys Ile Gly Ile Ile Thr Asn Pro Val Asn Thr Thr Val Ala Ile Ala
115 120 125

Ala Glu Val Leu Lys Lys Ala Gly Val Tyr Asp Lys Asn Lys Leu Phe
130 135 140

Gly Val Thr Thr lLeu Asp Ile Ile Arg Ser Asn Thr Phe Val Ala Glu
145 150 155 160

Leu Lys Gly Lys Gln Pro Gly Glu Val Glu Val Pro Val Ile Gly Gly
165 170 175

His Ser Gly Val Thr Ile Leu Pro Leu Leu Ser Gln Val Preo Gly Val
180 185 130

Ser Phe Thr Glu Gln Glu Val Ala Asp Leu Thr Lys Arg Ile Gln Asn
195 200 205

Ala Gly Thr Glu Val val Glu Ala Lys Ala Gly Gly Gly Ser Ala Thr
210 215 220

Leu Ser Met Gly Gln 2Ala Ala Ala Arg Phe Gly Leu Ser Leu Val Arg
225 230 235 240

Ala Leu Gln Gly Glu Gln Gly Vval val Glu Cys Ala Tyr vVal Glu Gly
245 250 255

Asp Gly Gln Tyr Ala Arg Phe Phe Ser Gln Pro Leu Leu Leu Gly Lys
260 265 270

Asn Gly Val Glu Glu Arg Lys Ser Ile Gly Thr Leu Ser Ala Phe Glu

275 280 285

Gln Asn Ala Leu Glu Gly Met Leu Asp Thr Leu Lys Lys Asp Ile Ala
290 285 300

Leu Gly Glu Glu Phe Val Asn Lys
305 310

<210> 163

71



10

15

<211> 939
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 163
atgaaagtcg

aaaacgcaac
ggtgtggotyg
gaagatgcga
gotaaacogg
ctggtacage
gttaacacca
aacaaactgt
ctgaaaggca
accattotge
gatctgacca
gggtctgcaa
gcactgecagyg
gcecgtttet
ateggtacee

aaagatatcg

<210> 164
<211> 312
<212> PRT

cagtcectegyg
tgccttecagg
tcgatctgag
ctecggeget
gtcaggatcg
aagttgcgaa
cagttgcaat
tcggogttac
aacageccagyg
cgetgetgte
aacgcatcea
ccctgtectat
gcgaacaagyg
tctctecaacc
tgagegeatt

coctgggega

<213> Escherichia coli

<400> 164

cgcegetgge
ttcagaacte
ccatatcecct
ggaaggcgca
ttccgacetg
aacctgecccog
tgetgectgaa
cacgctggat
cgaagttgaa
acaggttect
gaacgcgggt
gggccaggca
cgttgtcgaa
getgctgetg
tgaacagaac

agagttcgtt

ES 2 672 883 T3

ggtgteggece
tectetgtatg
actgctgtga
gatgtegtte
tttaacgtta
aaagcgtgcea
gtgctgaaaa
atcattcgtt
gtgoeggtta
ggegttagtt
actgaagtgg
gctgcacgtt
tgtgecectacyg
ggtaaaaacyg
gegetggaag

aataagtaa

aggcgettge
atatcgetece
aaatcaaagg
ttatctetge
acgccocggeat
ttggtattat
aagccggtgt
ccaacacctt
ttggoggtca
ttacecgagea
ttgaagcgaa
ttggtctgte
ttgaaggcga
gcgtggaaga

gtatgetgga

actactgtta
agtgactecee
tttttetggt
aggcegtageg
cgtgaaaaac
cactaaccag
ttatgacaaa
tgttgeggaa
ctetggtgtt
ggaagtggcet
ggccggtgge
tctggttegt
cggtcagtac
gcgtaaatct

tacgetgaag

Met Lys Val Ala Val Leu Gly Ala Ala Gly Gly Val Gly Gln Ala Leu

1

5

10

15

Ala Leu Leu Leu Lys Thr Gln Leu Pro Ser Gly Ser Glu Leu Ser Leu

20

25

30

72

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

939



ES 2 672 883 T3

Tyr Asp Ile Ala Proc Val Thr Pro Gly Val Ala Val Asp Leu Ser His
35 40 45

Ile Pro Thr Ala Val Lys Ile Lys Gly Phe Ser Gly Glu Asp Ala Thr
50 55 60

Pro Ala Leu Glu Gly Ala Asp Val Val Leu Ile Ser Ala Gly Val Ala

Ala Lys Pro Gly Gln Asp Arg Ser Asp Leu Phe Asn Val Asn Ala Gly
85 90 95

Ile Val Lys &sn Leu Val Gln Gln Val Ala Lys Thr Cys Pro Lys Ala
100 105 110

Cys Ile Gly Ile Ile Thr Asn Pro Val Asn Thr Thr Val Ala Ile Ala
115 120 125

Ala Glu Val Leu Lys Lys Ala Gly Val Tyr Asp Lys Asn Lys Leu Phe
130 135 140

Gly Val Thr Thr lLeu Asp Ile Ile Arg Ser Asn Thr Phe Val Ala Glu
145 150 155 160

Leu Lys Gly Lys Gln Pro Gly Glu Val Glu Val Pro Val Ile Gly Gly
165 170 175

His Ser Gly Val Thr Ile Leu Pro Leu Leu Ser Gln Val Preo Gly Val
180 185 130

Ser Phe Thr Glu Gln Glu Val Ala Asp Leu Thr Lys Arg Ile Gln Asn
195 200 205

Ala Gly Thr Glu Val val Glu Ala Lys Ala Gly Gly Gly Ser Ala Thr
210 215 220

Leu Ser Met Gly Gln 2Ala Ala Ala Arg Phe Gly Leu Ser Leu Val Arg
225 230 235 240

Ala Leu Gln Gly Glu Gln Gly Vval val Glu Cys Ala Tyr vVal Glu Gly
245 250 255

Asp Gly Gln Tyr Ala Arg Phe Phe Ser Gln Pro Leu Leu Leu Gly Lys
260 265 270

Asn Gly Val Glu Glu Arg Lys Ser Ile Gly Thr Leu Ser Ala Phe Glu

275 280 285

Gln Asn Ala Leu Glu Gly Met Leu Asp Thr Leu Lys Lys Asp Ile Ala
290 285 300

Leu Gly Glu Glu Phe Val Asn Lys
305 310

<210> 165

73



10

15

<211> 939
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 165
atgaaagtcg

aaaacgcaac
ggtgtggotyg
gaagatgcga
gotaaacogg
ctggtacage
gttaacacca
aacaaactgt
ctgaaaggca
accattotge
gatctgacca
gggtctgcaa
gcactgecagyg
gcecgtttet
ateggtacee

aaagatatcg

<210> 166
<211> 312
<212> PRT

cagtcectegyg
tgccttecagg
tcgatctgag
ctecggeget
gtgaggatcg
aagttgcgaa
cagttgcaat
tcggogttac
aacageccagyg
cgetgetgte
aacgcatcea
ccctgtectat
gcgaacaagyg
tctctecaacc
tgagegeatt

coctgggega

<213> Escherichia coli

<400> 166

cgcegetgge
ttcagaacte
ccatatcecct
ggaaggcgca
ttccgacetg
aacctgecccog
tgetgectgaa
cacgctggat
cgaagttgaa
acaggttect
gaacgcgggt
gggccaggca
cgttgtcgaa
getgctgetg
tgaacagaac

agagttcgtt

ES 2 672 883 T3

ggtgteggece
tectetgtatg
actgctgtga
gatgtegtte
tttaacgtta
aaagcgtgcea
gtgctgaaaa
atcattcgtt
gtgoeggtta
ggegttagtt
actgaagtgg
gctgcacgtt
tgtgecectacyg
ggtaaaaacyg
gegetggaag

aataagtaa

aggcgettge
atatcgetece
aaatcaaagg
ttatctetge
acgccocggeat
ttggtattat
aagccggtgt
ccaacacctt
ttggoggtca
ttacecgagea
ttgaagcgaa
ttggtctgte
ttgaaggcga
gcgtggaaga

gtatgetgga

actactgtta
agtgactecee
tttttetggt
aggcegtageg
cgtgaaaaac
cactaaccag
ttatgacaaa
tgttgeggaa
ctetggtgtt
ggaagtggcet
ggccggtgge
tctggttegt
cggtcagtac
gcgtaaatct

tacgetgaag

Met Lys Val Ala Val Leu Gly Ala Ala Gly Gly Val Gly Gln Ala Leu

1

5

10

15

Ala Leu Leu Leu Lys Thr Gln Leu Pro Ser Gly Ser Glu Leu Ser Leu

20

25

30

74
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180

240

300
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420

480

540
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660

720

780

840

900

939



ES 2 672 883 T3

Tyr Asp Ile Ala Proc Val Thr Pro Gly Val Ala Val Asp Leu Ser His
35 40 45

Ile Pro Thr Ala Val Lys Ile Lys Gly Phe Ser Gly Glu Asp Ala Thr
50 55 60

Pro Ala Leu Glu Gly Ala Asp Val Val Leu Ile Ser Ala Gly Val Ala

Ala Lys Pro Gly Glu Asp Arg Ser Asp Leu Phe Asn Val Asn Ala Gly
85 90 95

Ile Val Lys &sn Leu Val Gln Gln Val Ala Lys Thr Cys Pro Lys Ala
100 105 110

Cys Ile Gly Ile Ile Thr Asn Pro Val Asn Thr Thr Val Ala Ile Ala
115 120 125

Ala Glu Val Leu Lys Lys Ala Gly Val Tyr Asp Lys Asn Lys Leu Phe
130 135 140

Gly Val Thr Thr lLeu Asp Ile Ile Arg Ser Asn Thr Phe Val Ala Glu
145 150 155 160

Leu Lys Gly Lys Gln Pro Gly Glu Val Glu Val Pro Val Ile Gly Gly
165 170 175

His Ser Gly Val Thr Ile Leu Pro Leu Leu Ser Gln Val Preo Gly Val
180 185 130

Ser Phe Thr Glu Gln Glu Val Ala Asp Leu Thr Lys Arg Ile Gln Asn
195 200 205

Ala Gly Thr Glu Val val Glu Ala Lys Ala Gly Gly Gly Ser Ala Thr
210 215 220

Leu Ser Met Gly Gln 2Ala Ala Ala Arg Phe Gly Leu Ser Leu Val Arg
225 230 235 240

Ala Leu Gln Gly Glu Gln Gly Vval val Glu Cys Ala Tyr vVal Glu Gly
245 250 255

Asp Gly Gln Tyr Ala Arg Phe Phe Ser Gln Pro Leu Leu Leu Gly Lys
260 265 270

Asn Gly Val Glu Glu Arg Lys Ser Ile Gly Thr Leu Ser Ala Phe Glu

275 280 285

Gln Asn Ala Leu Glu Gly Met Leu Asp Thr Leu Lys Lys Asp Ile Ala
290 285 300

Leu Gly Glu Glu Phe Val Asn Lys
305 310

<210> 167

75



10

15

<211> 939
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 167
atgaaagtcg

aaaacccaac
ggtgtggctyg
gaagatgega
gctaaacccg
ctggtacage
gttaacacca
aacaaactgt
ctgaaaggca
accattetge
gatctgacca
gggtctgcaa
gcactgecagyg
gcecgtttet
atcggtacce

aaagatatcg

<210> 168
<211> 312
<212> PRT

cagtcctcgg
tgecttecagyg
tcgatctgag
cteccggeget
ggatggatcg
aagttgogaa
cagttgcaat
teggegttac
aacagccagg
cgctgetgta
aacgcatcca
ccectgtetat
gcgaacaagyg
tctctecaacc
tgagcgcatt

coctgggega

<213> Escherichia coli

<400> 168

cgctgctgge
ttcagaacte
ccatatcecct
ggaaggcgca
ttocgacetyg
aacctgeooog
tgctgctgaa
cacgctggat
cgaagttgaa
acaggttcoct
gaacgcgggt
gggccaggca
cgttgtcgaa
getgctgetg
tgaacagaac

agagttcgtt

ES 2 672 883 T3

ggtattggcc
tetetgtatyg
actgctgtga
gatgtegtte
tttaacgtta
aaagagtgea
gtgctgaaaa
atcattcgtt
gtgccggtta
ggcegttagtt
actgaagtgg
gctgecacgtt
tgtgecectacyg
ggtaaaaacyg
gcgetggaag

aataagtaa

aggcgcttge
atategetec
aaatcaaagg
ttatctetge
acgccggeat
ttggtattat
aagccggtgt
ccaacacctt
ttggcggecca
ttaccgagea
ttgaagcgaa
ttggtectgte
ttgaaggcga
gcgtggaaga

gtatgctgga

actactgtta
agtgactecce
tttttctggt
aggcgtageg
cgtgaaaaac
cactaacccg
ttatgacaaa
tgttgcggaa
ctectgatgtt
ggaagtggct
ggccggtgge
tctggttegt
cggtcagtac
gcgtaaatct

tacgctgaag

Met Lys Val Ala Val Leu Gly Ala Ala Gly Gly Ile Gly Gln Ala Leu

1

5

10

15

Ala Leu Leu Leu Lys Thr Gln Leu Pro Ser Gly Ser Glu Leu Ser Leu

20

25

30

76

60

120

180

240

300

360

42Q

480
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660
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780

840
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939



ES 2 672 883 T3

Tyr Asp Ile Ala Proc Val Thr Pro Gly Val Ala Val Asp Leu Ser His
35 40 45

Ile Pro Thr Ala Val Lys Ile Lys Gly Phe Ser Gly Glu Asp Ala Thr
50 55 60

Pro Ala Leu Glu Gly Ala Asp Val Val Leu Ile Ser Ala Gly Val Ala

Ala Lys Pro Gly Met Asp Arg Ser Asp Leu Phe Asn Val Asn Ala Gly
85 90 95

Ile Val Lys &sn Leu Val Gln Gln Val Ala Lys Thr Cys Pro Lys Ala
100 105 110

Cys Ile Gly Ile Ile Thr Asn Pro Val Asn Thr Thr Val Ala Ile Ala
115 120 125

Ala Glu Val Leu Lys Lys Ala Gly Val Tyr Asp Lys Asn Lys Leu Phe
130 135 140

Gly Val Thr Thr lLeu Asp Ile Ile Arg Ser Asn Thr Phe Val Ala Glu
145 150 155 160

Leu Lys Gly Lys Gln Pro Gly Glu Val Glu Val Pro Val Ile Gly Gly
165 170 175

His Ser Asp Val Thr Ile Leu Pro Leu Leu Ser Gln Val Preo Gly Val
180 185 130

Ser Phe Thr Glu Gln Glu Val Ala Asp Leu Thr Lys Arg Ile Gln Asn
195 200 205

Ala Gly Thr Glu Val val Glu Ala Lys Ala Gly Gly Gly Ser Ala Thr
210 215 220

Leu Ser Met Gly Gln 2Ala Ala Ala Arg Phe Gly Leu Ser Leu Val Arg
225 230 235 240

Ala Leu Gln Gly Glu Gln Gly Vval val Glu Cys Ala Tyr vVal Glu Gly
245 250 255

Asp Gly Gln Tyr Ala Arg Phe Phe Ser Gln Pro Leu Leu Leu Gly Lys
260 265 270

Asn Gly Val Glu Glu Arg Lys Ser Ile Gly Thr Leu Ser Ala Phe Glu

275 280 285

Gln Asn Ala Leu Glu Gly Met Leu Asp Thr Leu Lys Lys Asp Ile Ala
290 285 300

Leu Gly Glu Glu Phe Val Asn Lys
305 310

<210> 169

77



10

15

<211> 939
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 169
atgaaagtcg

aaaacccaac
ggtgtggctyg
gaagatgega
gctaaacccg
ctggtacage
gttaacacca
aacaaactgt
ctgaaaggca
accattetge
gatctgacca
gggtctgcaa
gcactgecagyg
gcecgtttet
atcggtacce

aaagatatcg

<210> 170
<211> 312
<212> PRT

cagtcctcgg
tgecttecagyg
tcgatctgag
cteccggeget
ggatgtcteg
aagttgogaa
cagttgcaat
teggegttac
aacagccagg
cgctgetgta
aacgcatcca
ccectgtetat
gcgaacaagyg
tctctecaacc
tgagcgcatt

coctgggega

<213> Escherichia coli

<400> 170

cgctgctgge
ttcagaacte
ccatatcecct
ggaaggcgca
ttocgacetyg
aacctgeooog
tgctgctgaa
cacgctggat
cgaagttgaa
acaggttcoct
gaacgcgggt
gggccaggca
cgttgtcgaa
getgctgetg
tgaacagaac

agagttcgtt

ES 2 672 883 T3

ggtattggcc
tetetgtatyg
actgctgtga
gatgtegtte
tttaacgtta
aaagagtgea
gtgctgaaaa
atcattcgtt
gtgccggtta
ggcegttagtt
actgaagtgg
gctgecacgtt
tgtgecectacyg
ggtaaaaacyg
gcgetggaag

aataagtaa

aggcgcttge
atategetec
aaatcaaagg
ttatctetge
acgccggeat
ttggtattat
aagccggtgt
ccaacacctt
ttggcggtca
ttaccgagea
ttgaagcgaa
ttggtectgte
ttgaaggcga
gcgtggaaga

gtatgctgga

actactgtta
agtgactecce
tttttctggt
aggcgtageg
cgtgaaaaac
cactaacccg
ttatgacaaa
tgttgcggaa
ctectggtgtt
ggaagtggct
ggccggtgge
tctggttegt
cggtcagtac
gcgtaaatct

tacgctgaag

Met Lys Val Ala Val Leu Gly Ala Ala Gly Gly Ile Gly Gln Ala Leu

1

5

10

15

Ala Leu Leu Leu Lys Thr Gln Leu Pro Ser Gly Ser Glu Leu Ser Leu
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780

840
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939



ES 2 672 883 T3

Tyr Asp Ile Ala Proc Val Thr Pro Gly Val Ala Val Asp Leu Ser His
35 40 45

Ile Pro Thr Ala Val Lys Ile Lys Gly Phe Ser Gly Glu Asp Ala Thr
50 55 60

Pro Ala Leu Glu Gly Ala Asp Val Val Leu Ile Ser Ala Gly Val Ala

Ala Lys Pro Gly Met Ser Arg Ser Asp Leu Phe Asn Val Asn Ala Gly
85 90 95

Ile Val Lys &sn Leu Val Gln Gln Val Ala Lys Thr Cys Pro Lys Ala
100 105 110

Cys Ile Gly Ile Ile Thr Asn Pro Val Asn Thr Thr Val Ala Ile Ala
115 120 125

Ala Glu Val Leu Lys Lys Ala Gly Val Tyr Asp Lys Asn Lys Leu Phe
130 135 140

Gly Val Thr Thr lLeu Asp Ile Ile Arg Ser Asn Thr Phe Val Ala Glu
145 150 155 160

Leu Lys Gly Lys Gln Pro Gly Glu Val Glu Val Pro Val Ile Gly Gly
165 170 175

His Ser Gly Val Thr Ile Leu Pro Leu Leu Ser Gln Val Preo Gly Val
180 185 130

Ser Phe Thr Glu Gln Glu Val Ala Asp Leu Thr Lys Arg Ile Gln Asn
195 200 205

Ala Gly Thr Glu Val val Glu Ala Lys Ala Gly Gly Gly Ser Ala Thr
210 215 220

Leu Ser Met Gly Gln 2Ala Ala Ala Arg Phe Gly Leu Ser Leu Val Arg
225 230 235 240

Ala Leu Gln Gly Glu Gln Gly Vval val Glu Cys Ala Tyr vVal Glu Gly
245 250 255

Asp Gly Gln Tyr Ala Arg Phe Phe Ser Gln Pro Leu Leu Leu Gly Lys
260 265 270

Asn Gly Val Glu Glu Arg Lys Ser Ile Gly Thr Leu Ser Ala Phe Glu

275 280 285

Gln Asn Ala Leu Glu Gly Met Leu Asp Thr Leu Lys Lys Asp Ile Ala
290 285 300

Leu Gly Glu Glu Phe Val Asn Lys
305 310

<210> 171

79



10

15

<211> 939
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 171

atgaaagtcg
aaaacgcaac
ggtgtggotyg
gaagatgcga
gotaaaccog
ctggtacage
gttaacacca
aacaaactgt
ctgaaaggca
accattotge
gatctgacca
gggtctgcaa
gcactgecagyg
gcecgtttet
ateggtacee

aaagatatcg

<210> 172
<211> 312
<212> PRT

cagtcectegyg
tgccttecagg
tcgatctgag
ctecggeget
ggatgtcteg
aagttgcgaa
cagttgcaat
tcggogttac
aacageccagyg
cgetgetgte
aacgcatcea
ccctgtectat
gcgaacaagyg
tctctecaacc
tgagegeatt

coctgggega

<213> Escherichia coli

<400> 172

cgctgetgge
ttcagaacte
ccatatcecct
ggaaggcogoa
ttccgacetg
aacctgecccog
tgetgectgaa
cacgctggat
cgaagttgaa
acaggttect
gaacgcgggt
gggccaggca
cgttgtcgaa
getgctgetg
tgaacagaac

agagttcgtt

ES 2 672 883 T3

ggtattggce
tectetgtatg
actgctgtga
gatgtegtte
tttaacgtta
aaagcgtgcea
gtgctgaaaa
atcattcgtt
gtgoeggtta
ggegttagtt
actgaagtgg
gctgcacgtt
tgtgecectacyg
ggtaaaaacyg
gegetggaag

aataagtaa

aggcgettge
atatcgetece
aaatcaaagg
ttatctetge
acgccocggeat
ttggtattat
aagccggtgt
ccaacacctt
ttggoggeca
ttacecgagea
ttgaagcgaa
ttggtctgte
ttgaaggcga
gcgtggaaga

gtatgetgga

actactgtta
agtgactecee
tttttetggt
aggcgtageg
cgtgaaaaac
cactaaccag
ttatgacaaa
tgttgeggaa
ctetgatgtt
ggaagtggct
ggccggtgge
tctggttegt
cggtcagtac
gcgtaaatct

tacgetgaag

Met Lys Val Ala Val Leu Gly Ala Ala Gly Gly Ile Gly Gln Ala Leu

1

5

10

15

Ala Leu Leu Leu Lys Thr Gln Leu Pro Ser Gly Ser Glu Leu Ser Leu
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939



ES 2 672 883 T3

Tyr Asp Ile Ala Proc Val Thr Pro Gly Val Ala Val Asp Leu Ser His
35 40 45

Ile Pro Thr Ala Val Lys Ile Lys Gly Phe Ser Gly Glu Asp Ala Thr
50 55 60

Pro Ala Leu Glu Gly Ala Asp Val Val Leu Ile Ser Ala Gly Val Ala

Ala Lys Pro Gly Met Ser Arg Ser Asp Leu Phe Asn Val Asn Ala Gly
85 90 95

Ile Val Lys &sn Leu Val Gln Gln Val Ala Lys Thr Cys Pro Lys Ala
100 105 110

Cys Ile Gly Ile Ile Thr Asn Pro Val Asn Thr Thr Val Ala Ile Ala
115 120 125

Ala Glu Val Leu Lys Lys Ala Gly Val Tyr Asp Lys Asn Lys Leu Phe
130 135 140

Gly Val Thr Thr lLeu Asp Ile Ile Arg Ser Asn Thr Phe Val Ala Glu
145 150 155 160

Leu Lys Gly Lys Gln Pro Gly Glu Val Glu Val Pro Val Ile Gly Gly
165 170 175

His Ser Asp Val Thr Ile Leu Pro Leu Leu Ser Gln Val Preo Gly Val
180 185 130

Ser Phe Thr Glu Gln Glu Val Ala Asp Leu Thr Lys Arg Ile Gln Asn
195 200 205

Ala Gly Thr Glu Val val Glu Ala Lys Ala Gly Gly Gly Ser Ala Thr
210 215 220

Leu Ser Met Gly Gln 2Ala Ala Ala Arg Phe Gly Leu Ser Leu Val Arg
225 230 235 240

Ala Leu Gln Gly Glu Gln Gly Vval val Glu Cys Ala Tyr vVal Glu Gly
245 250 255

Asp Gly Gln Tyr Ala Arg Phe Phe Ser Gln Pro Leu Leu Leu Gly Lys
260 265 270

Asn Gly Val Glu Glu Arg Lys Ser Ile Gly Thr Leu Ser Ala Phe Glu

275 280 285

Gln Asn Ala Leu Glu Gly Met Leu Asp Thr Leu Lys Lys Asp Ile Ala
290 285 300

Leu Gly Glu Glu Phe Val Asn Lys
305 310

<210> 173

81



10

<211> 1191
<212> ADN

<213> Escherichia coli

<400> 173
atgattattt

ctgtteccact
gatttgtcag
gaaacgacge
tgtggcatgt
attccgttta
aagcgcccaa
ctggagcgag
ccgggegeac
cgctacttge
ccacatgatt
atcggctgge
cgegatttet
gatgcagtac
gacggtgtac
atagceatte
cteggtgeceg
caggegggtyg
ctgactggeg
aaagagttge

<210> 174
<211> 396
<212> PRT

ccgcagccag
atatggatgg
aagtggoget
tgtttaatga
atgcgcgteg
ctctgtegac
tgtggttcca
caaaagcage
gctaccgtga
aagcggtgac
taggtaatat
tggggaataa
gggatggccce
gttttggtgce
tetetteege
tggcggatag
acaccgtact
tagctaacct
cgaaategat

ctgceggcact

<213> Escherichia coli

<400> 174

cgattatecge
tggtgecatat
gogeccagegt
gaaattgteg
tggcgaagtt
gtgttcegtt
gctttatgta
gggttgttceg
tgcgcattea
acatccgcaa
ctcagcttat
cttcgatccg
gatggtgate
tgatggaatt
ccegtgecactg
cggaattegt
gctgggtegt
gctaaatcetg
cagcgaaatt

ggcteoccatg

ES 2 672 883 T3

gececgeagegeo
tctgaataca
attctgaaaa
atgcocggtyy
caggcagcca
tgccecgattg
ctgcgegate
acgctggttt
ggtatgageg
tgggcgtggyg
ctcggcaaac
tccatctcat
aaagggatcc
gtggtttcta
cctgcetattg
aacgggettg
gctttottgt
atcgaaaaag
acgcaagatt

gcgaaaggga

aacgcattct
cgctgegeeg
acatgtccga
cactggetce
aagcggcgga
aagaagtcgc
gcggetttat
tcaccgtgga
gecccgaacgce
atgtgggcct
cgaccggact
ggaaagacct
tegatecgga
accacggtgg
cagatgeggt
atgtegtgeg
atgegetgge
agatgaaagt
cgebggtgea

atgeggeata

82

gcegeegtte
caacgtggaa
cttaagcctg
gogtgggtttyg
cgegeatggt
gocageccatc
gcgtaacgeg
tatgccgaca
ggcaatgcge
gaacggtcgt
ggaagattac
tgaatggatc
agatgcgege
ccgccagctg
gaaaggtgat
tatgattgeg
aacagcgggce
ggcgatgacg
ggggctgggt

g

60

120

1380

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

860

1020

1080

1140

1191



Met

Leu

Tyr

Gln

Phe

65

Cys

Asp

Ile

Tyr

Lys

145

Pro

Ala

Trp

Ala

Gly

225

Arg

Ile

Pro

Thr

Arg

50

Asn

Gly

Ala

Glu

val

130

ala

Gly

Ala

Asp

Tyr

210

Asn

Asp

Ile

Pro

Leu

Ile

Glu

Met

His

Glu

115

Len

Ala

Ala

Met

Val

195

Leu

Asn

Phe

Ser

Fhe

20

Arg

Leu

Lys

Tyr

Gly

100

Val

Arg

Gly

Arg

Arg

180

Gly

Gly

Fhe

Trp

Ala

Leu

Lys

Leu

Ala

Ile

Ala

Asp

Cys

Tyr

165

Arg

Leu

Lys

Asp

Asp

Ala

Phe

Asn

Asn

Ser

70

Arg

Pro

Pro

Arg

Ser

150

Arg

Tyr

Asn

Pro

Pro

230

Gly

Ser

His

Vval

Met

25

Met

Arg

Phe

Ala

Gly

135

Thr

Asp

Leu

Gly

Thr

215

Ser

Pro

Asp

Tyr

Glu

40

Ser

Pro

Gly

Thr

Ile

120

Phe

Leu

Ala

Gln

Arg

200

Gly

Ile

Met

ES 2 672 883 T3

Tyr

Met

25

Asp

Asp

val

Glu

Leu

105

Lys

Met

val

Hisg

Ala

185

Pro

Leu

Ser

Val

Arg

10

Asp

Leu

Leu

Ala

Val

Ser

Arg

Arg

Phe

Ser

170

Val

His

Glu

Trp

Ile

Ala

Gly

Ser

Ser

Leu

75

Gln

Thr

Pro

Asn

Thr

155

Gly

Thr

Asp

Asp

Lys

235

Lys

Ala

Gly

Glu

Leu

60

Ala

Ala

Cys

Met

Ala

140

val

Met

His

Leu

Tyr

220

Asp

Gly

83

Ala

Ala

val

45

Glu

Pro

Ala

Ser

Trp

125

Leu

Asp

Ser

Pro

Gly

205

Ile

Leu

Ile

Gln

Tyr

30

Ala

Thr

val

Lys

val

110

Phe

Glu

Met

Gly

Gln

190

Asn

Gly

Glu

Leu

Arg

15

Ser

Leu

Thr

Gly

Ala

Cys

Gln

Arg

Pro

Pro
175

Trp

Ile

Trp

Trp

Asp

Ile

Glu

Arg

Leu

Leu

80

Ala

Pro

Leu

Ala

Thr

160

Asn

Ala

Ser

Leu

Ile

240

Pro



10

15

20

25

30

ES 2 672 883 T3

245 250

Glu Asp Ala Arg Asp Ala Val Arg Phe Gly Ala Asp

260 265

Ser Asn His Gly Gly Arg Gln Leu Asp Gly Val Leu

275 280

Ala Leu Pro Ala Tle Ala Asp Ala Val Lys Gly Asp

290 295

Ala Asp Ser Gly Ile Arg Asn Gly Leu Asp Val val

305 310 315

Leu Gly Ala Asp Thr Val Leu Leu Gly Arg Ala Phe

325 330

Ala Thr Ala Gly Gln Ala Gly Val Ala Asn Leu Leu

340 345

Lys Glu Met Lys Val Ala Met Thr Leu Thr Gly Ala

355 360

Glu Ile Thr Gln Asp Ser Leu Val Gln Gly Leu Gly

370 375

Ala Ala Leu Ala Pro Met Ala Lys Gly Asn Ala Ala

385 380 395

<210> 175

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 175
catatgtctg aaattacttt gggtaa 26

<210> 176

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 176
ggatccttat tgcttagegt tggt 24

<210> 177
<211> 24

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 177

84

300

380

Gly

Ser

285

Ile

Arg

Leu

Asn

Lys

365

Lys

Ile

270

Ser

Ala

Met

Tyr

Leu

350

Ser

Glu

255

val

Ala

Ile

Ile

Ala

335

Ile

Ile

Leu

val

Arg

Leu

Ala

320

Leu

Glu

Ser

Pro
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15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 672 883 T3

catatgagtt atactgtcgg tacc 24

<210> 178

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 178
ggatccctag aggagcttgt taac 24

<210> 179

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificaciéon

<400> 179
gttattgctg aaaccggtga ctctcagttc aatgcgcagce gcatgaage

<210> 180

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificaciéon

<400> 180
gcttcatgcg ctgcgceattg aactgagagt caccggtttc agcaataac

<210> 181

<211> 54

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 181
acggttattg ctgaaaccgg tgactcttta ttcaatgcgc agcgcatgaa gctc

<210> 182

<211> 54

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 182
gagcttcatg cgctgcgcat tgaataaaga gtcaccggtt tcagcaataa ccgt

<210> 183
<211> 48

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 183

85

49

49

54

54
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35

40

45

50

55
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tatgaaatgc agtggaacca cattggttgg tcggtacctg ccgccttc 48

<210> 184

<211> 48

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 184
gaaggcggca ggtaccgacc aaccaatgtg gttccactgc atttcata 48

<210> 185

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificaciéon

<400> 185
ggacaaccgc tgtggtccag tattgggtat acgtttccag cg 42

<210> 186

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificaciéon

<400> 186
cgctggaaac gtatacccaa tactggacca cagcggttgt cc 42

<210> 187

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 187
tttgctttat cattaataat gacggctaca caatcgagcg cgaaattca 49

<210> 188

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 188
tgaatttcgc gctcgattgt gtagecgtca ttattaatga taaagcaaa 49

<210> 189

<211> 1707

<212> ADN

<213> Zymomonas mobilis

<400> 189

86



10

atgagttata
cacttegeayg
aacatggage
gotegtgeca
tttgatgcta
ccgaacaaca
tatcactatce
ccggaagaag
ccggtttatce
gcaagcgcat
gaaaccctga
cgegeagetg
gctaccatgg
tcatggggatyg
atcgetetgg
cctaagaaac
agcgtecate
gcattggact
cogagtgete
aacacgacgg
ccgaacggty
gacgcoctteg
ggttcctteoe
atcatcttct
tacaacaaca
ggttatgaca
getatcaagyg
cgtgaagact
cgtaagectg

<210> 190
<211> 568
<212> PRT

ctgtcggtac
tegegggega
aggtttattyg
aaggcgeoagao
toggtggege
atgatcacgc
agttggaaat
ctcecggectaa
tcgaaatcge
tgttcaatga
aattcatcgc
gtgctgaaga
ctgctgcaaa
aagtcagcta
ctcctgtett
tggttctege
tgaaagacta
tettcaaate
cgttggteaa
ttattgetga
ctcgegttga
gttatgeoegt
agctgacgge
tgatcaataa
tcaagaactg
gcggtgetgy
ttgetetgge
gcactgaaga

ttaacaaget

<213> Zymomonas mobilis

<400> 190

ctatttageg
ctacaacctc
ctgtaacgaa
agcagocgte
ctatgcagaa
tgctggteac
ggccaagaac
aatcgatcac
ttgcaacatt
cgaagccage
caaccgcgac
agctgetgte
aagcttcttt
tecegggegtt
caacgactac
tgaaccgegt
tetgaceegt
cctcaatgea
cgcagaaate
aaccggtgac
atatgaaatg
cggtgctcag
teaggaagte
ctatggttac
ggattatgcc
taaaggcctg
aaacaccgac
attggtcaaa

cctetag

ES 2 672 883 T3

gagcggcttg
gtecttettg
ctgaactgeg
gttacctaca
aaccttcecgg
gtgttgecatc
atcacggceg
gtgattaaaa
gctteccatge
gacgaagctt
aaagttgccg
aaatttgctg
ccagaagaaa
gaaaagacga
tccaccactg
tctgtegtceg
ttggetcaga
ggtgaactga
geccegecaag
tctgactteca
cagtggggtc
gaacgtcgeoa
gctcagatgg
accatcgaag
ggtctgatgg
aaggctaaaa
ggcccaacea

tggggtaage

tccagattgg
acaacctgct
gtttcagtge
gegteggtge
ttatcctgat
acgctcttgg
ccgetgaage
ctgctetteg
cctgecgecge
ctttgaatgce
tcctegtegg
atgectctegg
acccgcatta
tgaaagaagc
gttggacgga
ttaacggecat
aagtttccaa
agaaagccge
togaagetet
atgcgecageg
acattggttg
acatccteat
ttegectgaa
ttatgatcca
aagtgttcaa
ccggtggega
tgatcgaatg

gegktgetge

87

tctcaagcat
tttgaacaaa
agaaggttat
gottteegea
ctecggtget
caaaaccgac
gatttacacc
tgagaagaag
teocctggaceg
agcggttgaa
cagcaagctg
tggcgeagtt
catcggcacc
cgatgeggtt
tattcctgat
tecgettocee
gaaaaccggt
tocggetgat
tetgaceeeyg
catgaagcte
gteccgttcet
ggttggtgat
actgcacoggtt
tgatggtccg
cggtaacggt
actggcagaa
cttecateggt

cgacaacage

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1707



Met

Gly

Leu

Asn

Gly

65

Phe

Ile

His

Lys

Ser

Leu

AsSp

Glu

50

Ala

Asp

Ser

His

Asn
130

Tyxr

Lys

Asn

35

Leu

Ala

Ala

Gly

Ala

115

Ile

Thr

His

20

Leu

Asn

Ala

Ile

Ala

100

Leu

Thr

Val

His

Leu

Cys

Ala

Gly

Pro

Gly

Ala

Gly

Phe

Len

Gly

val

70

Gly

Asn

Lys

Ala

Thr

Ala

Asn

Phe

55

val

Ala

Asn

Thr

Ala
135

Tyr

val

Lys

40

Ser

Thr

Tyr

Asn

Asp

120

Glu

ES 2 672 883 T3

Leu

Ala

25

Asn

Ala

Tyr

Ala

Asp

105

Tyr

Ala

Ala

10

Gly

Met

Glu

Ser

Glu

His

His

Ile

Glu Arg

Asp Tyr

Glu Gln

Gly

Tyr
60

Val Gly

75

Asn Leu

Ala Ala

Tyr Gln

Tyr

88

Thr
140

Leu

Asn

val

45

Ala

Ala

Pro

Gly

Leu

125

Pro

val

Leu

30

Tyr

Arg

Leu

Val

His

110

Glu

Glu

Gln

15

Val

Cys

Ala

Ser

Ile

val

Met

Glu

Ile

Leu

Cys

Lys

Ala

80

Leu

Leu

Ala

Ala



Pro

145

Pro

Ala

Ala

Arg

Ala

225

Ala

Tyr

Thr

Asp

Val

305

Ser

Lys

Leu

Glu

Ile
385

Ala

Val

Prc

Ser

Asp

210

Glu

Thr

Ile

Met

Iyr

290

Leu

val

Lys

Lys

Ile

370

Ala

Lys

Tyr

Gly

Leu

195

Lys

Glu

Met

Gly

Lys

275

Ser

Ala

His

Thr

Lys

355

Ala

Glu

Ile

Leu

Pro

180

Asn

val

Ala

Ala

Thr

260

Glu

Thr

Glu

Leu

Gly

340

Ala

Arg

Thr

Asp

Glu

165

Ala

Ala

Ala

Ala

Ala

245

Ser

Ala

Thr

Pro

Lys

325

Ala

&la

Gln

Gly

His

150

Ile

Ser

Ala

val

Val

230

Ala

Trp

Asp

Gly

Arg

310

Asp

Len

Dro

Val

Asp
390

Val

Ala

Ala

val

Leu

215

Lys

Lys

Gly

Ala

Trp

295

Ser

Tyr

Asp

Ala

Glu

375

Ser

Ile

Cys

Leu

Glu

200

val

Phe

Ser

Glu

val

280

Thr

Val

Lau

Phe

Asp

360

Ala

Gln

Lys

Asn

Phe

185

Glu

Gly

Ala

Phe

val

265

Ile

Asp

Val

Thr

Phe

345

Pro

Leu

Phe

ES 2 672 883 T3

Thr

Ile

170

Asn

Thr

Ser

Agp

Phe

250

Ser

Ala

Ile

val

Arg

330

Lys

Ser

Leu

Asn

Ala

155

Ala

Asp

Leu

Lys

Ala

235

Pro

Tyr

Leu

Pro

Asn

315

Leu

Ser

Ala

Thr

Ala
395

Len

Ser

Glu

Lys

Leu

220

Leu

Glu

Pro

Ala

Asp

300

Gly

Ala

Leu

Pro

Pro

380

Gln

89

Arg

Met

Ala

FPhe

205

Arg

Gly

Glu

Gly

Pro

285

Pro

Ile

Gln

Asn

Leu

365

Asn

Arg

Glu

Pro

Ser

190

Ile

Ala

Gly

Asn

Val

270

Val

Lys

Arg

Lys

Ala

350

Vval

Thr

Met

lys

Cys

175

Asp

Ala

Ala

Ala

Pro

255

Glu

Phe

Lys

Phe

Val

335

Gly

Asn

Thr

Lys

Lys

160

Ala

Glu

Asn

Gly

Val

240

His

Lys

Asn

Leu

Pro

320

Ser

Glu

Ala

Val

Leu
400



10

Pro Asn

Trp Ser

Arg Asn

Glu Val

450

Ile
465

Asn

Tyr Asn

Asn Gly

Lys Thr

Thr Asp

530

Thr
545

Glu

Arg Lys

<210> 191
<211> 1707
<212> ADN

Gly

vVal

Ile

435

Ala

Asn

Asn

Asn

Gly

515

Gly

Glu

Pro

Ala Arg

405

Pro Ala

420

Leu Met

Gln

Met

Tyr Gly

Val

Ala

Val

Val

Tyr

Glu Tyr

Phe Gly

Gly Asp

440

Arg
455

Leu

Thr Ile

470

Ile Lys

485

Gly
500

Gly
Gly Glu
Thr

Pro

Leu Val

Asn

Tyr

Leu

Leu

Lys

Trp Asp

Asp Ser

Ala Glu

520

Ile
535

Glu

Trp Gly

550

Val Asn

565

<213> Zymomonas mobilis

<400> 191
atgagttata

cacttcgeag
aacatggagce
gctecgtgeoca
tttgatgcta

ccgaacaaca

ctgtcggtac
tcgcgggega
aggtttattg
aaggcgeage
tcggtggege

atgatcacge

Lys

Leu Leu

ctatttageg
ctacaacctc
ctgtaacgaa
agcagccgtce
ctatgcagaa

tgectggteac

ES 2 672 883 T3

Glu Met

410

Gln

Tyr Ala Val

425

Gly Ser Phe

Lys Leu Pro

Glu Val Met

475

ala
490

Tyr Gly

Gly Ala

505

Gly

Ala Ile Lys

Cys Phe Ile

Val
555

Lys Arg

gagcggetty
gtccttettg
ctgaactgeg
gttacctaca
aaccttccgg

gtgttgecatc

Trp Gly His

Ala Pro

430

Gly

Gln Leu Thr

445

Val
460

Ile Ile

Ile His Asp

Leu Met Glu

Leu
510

Lys Gly

Val Ala

525

Leu

Gly Glu

540

Arg

Ala Ala Ala

tccagattgg
acaacctgct
gtttcagtge
gegtcggtge
ttatcctgat

acgctettgg

90

Ile
415

Gly
Glu Arg
Ala Gln
Phe

Leu

Pro
480

Gly

val
495

Phe
Lys Ala
Ala Asn
Asp

Cys

Ser
560

Asn

totcaagecat
tttgaacaaa
agaaggttat
gctttecgea
ctccggtget

caaaaccgac

60

120

180

240

300

360
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tatcactatc
ccggaagaaq
coggtttate
gcaagcgecat
gaaaccctga
cgcgcagctg
getaccatgg
teatggggtyg
atcgctectgg
cctaagaaac
agcgtccatce
gcattggact
ccgagtgete
aacacgacgg
cogaacggtyg
gacgcacttag
ggttcecttee
atcatcttet
tacaacaaca
ggttatgaca
gctatcaagg
cgtgaagact
cgtaagectg

<210> 192
<211> 568
<212> PRT

agttggaaat
ctccggcetaa
tcgaaatcge
tgttcaatga
aattcatcgce
gtgctgaaga
ctgetgeaaa
aagtcagecta
ctcctgtett
tggttctege
tgaaagacta
tetteaaate
cgttggtcaa
ttattgoctga
ctegoegttga
gttatgeegt
agctgacgge
tgatcaataa
tcaagaactg
geggtgetgy
ttgectetgge
gcactgaaga

ttaacaaget

<213> Zymomonas mobilis

<400> 192

ggccaagaac
aatcgatcac
ttgcaacatt
cgaagccage
caaccgegac
agctgctgtc
aagettettt
tocgggegtt
caacgactac
tgaacecgegt
tetgaceegt
cctcaatgea
cgcagaaatc
aaccggtgac
atatgaaatyg
cggtgoteag
tcaggaagte
ctatggttac
ggattatgce
taaaggectg
aaacaccgac
attggtcaaa

cctetag

ES 2 672 883 T3

atcacggeceg
gtgattaaaa
gcttecatge
gacgaagett
aaagttgceg
aaatttgctg
ccagaagaaa
gaaaagadga
tccaccactg
tectgtegteg
ttggctcaga
ggtgaactga
goccgecaag
tetttattea
cagtggggte
gaacgtcagea
gctcagatgg
accatcgaag
ggtctgatgg
aaggctaaaa
ggcccaaccc

tggggtaage

ccgctgaage
ctgcteotteg
cctgcgeege
ctttgaatge
tectcgtegg
atgctctcgg
acccgcoatta
tgaaagaagc
gttggacgga
ttaacggcat
aagtttccaa
agaaagccgce
teogaagetet
atgecgecagceg
acattggttg
acatccteat
ttecgecetgaa
ttatgatcca
aagtgttcaa
ccggtyggega
tgatcgaatg

gogttgetge

gatttacace
tgagaagaag
tcetggaceg
ageggttgaa
cagcaagctg
tggcgcagtt
catcggeace
cgatgeoggtt
tattcctgat
tegettecee
gaaaaccggt
teceggetgat
tctgacecceg
catgaagecte
gtocgttect
ggttggtgat
actgccggtt
tgatggtceg
cggtaacggt
actggcagaa
cttcatcggt

cgecaacage

Met Ser Tyr Thr Val Gly Thr Tyr Leu Ala Glu Arg Leu Val Gln Ile

1

5

10

15

Gly Leu Lys His His Phe Ala Val Ala Gly Asp Tyr Asn Leu Val Leu

20

25

30

Leu Asp Asn Leu Leu Leu Asn Lys Asn Met Glu Gln Val Tyr Cys Cys

91

420

480

540

600

€660

720

780

840

300

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1707



Asn

Gly

65

Phe

Tle

His

Lys

Pro

145

Pro

Ala

Ala

Arg

Ala

225

Ala

Tyr

Thr

Glu

ala

Asp

Ser

His

Asn

130

Ala

val

Pro

Ser

Asp

210

Glu

Thr

Ile

Met

35

Leu

Ala

Ala

Gly

Ala

115

Ile

Lys

Tyr

Gly

Leu

185

Lys

Glu

Met

Gly

Lys
275

Asn

Ala

Ile

Ala

100

Leu

Thr

Ile

Leu

Pro

180

Asn

val

Ala

Ala

Thr

260

Glu

Cys

Ala

Gly

85

Pro

Gly

Ala

Asp

Glu

165

Ala

Ala

aAla

Ala

Ala

245

Ser

Ala

Gly

val

70

Gly

Asn

Lys

Ala

His

150

Ile

Ser

ala

Val

val

230

Ala

Trp

Asp

Fhe

55

Val

Ala

Agn

Thr

Ala

135

Val

Ala

Ala

Val

Leu

215

Lys

Lys

Gly

Ala

40

Ser

Thr

Tyr

Asn

Asp

120

Glu

Ile

Cys

Leu

Glu

200

Val

Phe

Ser

Glu

Val
280

ES 2 672 883 T3

Ala

Tyr

Ala

Asp

105

Tyr

Ala

Lys

Asn

Phe

185

Glu

Gly

Ala

Phe

Val

265

Ile

Glu

Ser

Glu

90

His

His

Ile

Thr

Ile

170

Asn

Thr

Ser

Asp

Phe

250

Ser

Ala

Gly Tyr
60

val Gly
75

Asn Leu

Ala Ala

Tyr Gln

Tyr Thr

140

Ala Leu

155

Ala Ser

Asp Glu

Leu Lys

Lys Leu

220

Ala Leu

235

Pro Glu

Tyr Pro

Leu Ala

92

45

Ala

Ala

Pro

Gly

Leu

125

Pro

Arg

Met

Ala

Phe

205

Arg

Gly

Glu

Gly

Pro
285

Arg

Leu

val

His

110

Glu

Glu

Glu

Pro

Ser

190

Ile

Ala

Gly

Asn

Val

270

Val

Ala

Ser

Ile

95

Val

Met

Glu

Lys

cys

175

Asp

Ala

Ala

Ala

Pro

255

Glu

Phe

Lys

Ala

80

Leu

Leu

Ala

Ala

Lys

160

Ala

Glu

Asn

Gly

val

240

His

Lys

Asn



ES 2 672 883 T3

Asp Tyr Ser Thr Thr Gly Trp Thr Asp Ile Pro Asp Pro Lys Lys leu
290 295 300

Val Leu Ala Glu Pro Arg Ser Val Val Val Asn Gly Ile Arg Phe Pro
305 310 315 320

Ser Val Hig Leu Lys Asp Tyr Leu Thr Arg Leu Ala Gln Lys Val Ser
325 330 335

Lys Lys Thr Gly Ala Leu Asp Phe Phe Lys Ser Leu Asn Ala Gly Glu
340 345 350

Leu Lys Lys Ala Ala Pro Ala Asp Pro Ser Ala Pro Leu vVal Asn Ala
355 360 365

Glu Ile Ala Arg Gln Val Glu Ala Leu Leu Thr Pro Asn Thr Thr Val
370 375 380

Ile Ala Glu Thr Gly 2Asp Ser Leu Phe Asn Ala Gln Arg Met Lys Leu
385 390 395 400

Pro Asn Gly Ala Arg Val Glu Tyr Glu Met Gln Trp Gly His Ile Gly
405 410 415

Trp Ser Val Pro Ala Ala Phe Gly Tyr Ala Val Gly Ala Pro Glu Arg
420 425 430

aArg Asn Ile Leu Met Val Gly Asp Gly Ser Phe Gln Leu Thr aAla Gln
435 440 445

Glu Val Ala Gln Met Val Arg Leu Lys Leu Pro Val Ile Ile Phe Leu
450 455 460

Ile Asn Asn Tyr Gly Tyr Thr Ile Glu Val Met Ile Hig Asp Gly Pro
465 470 475 480

Tyr Asn Asn Ile Lys Asn Trp Asp Tyr Ala Gly Leu Met Glu Val Phe
4385 499 4395

Asn Gly Asn Gly Gly Tyr Asp Ser Gly Ala Gly Lys Gly Leu Lys Ala
500 505 510

Lys Thr Gly Gly Glu Leu Ala Glu Ala Ile Lys Val Ala Leu Ala Asn
515 520 525

Thr Asp Gly Pro Thr Leu Ile Glu Cys FPhe Ile Gly Arg Glu Asp Cys
530 535 540

Thr Glu Glu Leu Val Lys Trp Gly Lys Arg Val Ala Ala Ala Asn Ser
545 550 555 560

Arg Lys Pro Val Asn Lys Leu Leu
565
<210> 193

<211>1707
<212> ADN

93
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<213> Zymomonas mobilis

<400> 193
atgagttata

cacttegcag
aacatggage
gctcgtgececa
tttgatgcta
ccgaacaaca
tatcactatc
ccggaagaag
ccggtttate
gcaagcgcat
gaaaccctga
cgcgcagcetyg
gctaccatgg
tcatggggtyg
atcgctctgg
cctaagaaac
agegtecate
gcattggact
ccgagtgcte
aacacgacgg
ccgaacggtg
gacgcecttag
ggttcecttee
atcatecttet
tacaacaaca
ggttatgaca
getatcaagg
cgtgaagact
cgtaagectg

<210> 194
<211> 568
<212> PRT

ctgtcggtac
tcgegggega
aggtttattg
aaggcgcagc
teggtggege
atgatcacge
agttggaaat
ctccggctaa
tcgaaatcge
tgttcaatga
aattcatcge
gtgctgaaga
ctgctgcaaa
aagtcagcta
ctcetgtett
tggttctcege
tgaaagacta
tcttcaaatc
cgttggtcaa
ttattgcoctga
ctcgecgttga
gttatgeegt
agctgacgge
tgatcaataa
tcaagaactg
geggtgetgg
ttgctetgge
gcractgaaga

ttaacaaget

<213> Zymomonas mobilis

<400> 194

ctatttageg
ctacaacctc
ctgtaacgaa
agcagccgtc
ctatgcagaa
tgetggtcac
ggccaagaac
aatcgatcac
ttgcaacatt
cgaagccagc
caaccgcgac
agctgctgtc
aagcttcttt
tecgggegtt
caacgactac
tgaaccgegt
toetgacecgt
cctcaatgca
cgcagaaatc
aaceggtgac
atatgaaatg
cggtgcoteag
tcaggaagte
ctatggttac
ggattatgce
taaaggectg
aaacaccgac
attggtcaaa

cctetag

ES 2 672 883 T3

gagcggctty
gtccttecttg
ctgaactgeg
gttacctaca
aaccttecegg
gtgttgecatc
atcacggccg
gtgattaaaa
gcttecatge
gacgaagctt
aaagttgceg
aaatttgctg
ccagaagaaa
gaaaagacga
tccaccactg
tctgtcgteg
ttggeotcaga
ggtgaactga
gcccgecaag
tcttggttea
cagtggaacc
gaacgtcagea
gctcagatgg
accatcgaag
ggtctgatgg
aaggctaaaa
ggeccaaced

tggggtaage

tccagattgg
acaacctgct
gtttcagtge
gcgtcggtge
ttatcctgat
acgcectettgg
ccgotgaage
ctgctcttceg
cctgcgeege
ctttgaatge
tectegtegyg
atgctctcgg
acccgcatta
tgaaagaage
gttggacgga
ttaacggcat
aagtttcacaa
agaaagccgc
tcgaagctct
atgctcagceg
acattggttg
acatccteat
ttecgcetgaa
ttatgatcca
aagtgttcaa
ccggtggcga
tgatcgaatg

gegkttgetge

94

tctcaagcat
tttgaacaaa
agaaggttat
gctttecgea
cteecggtget
caaaaccgac
gatttacacc
tgagaagaag
tcctggaceg
agcggttgaa
cagcaagctg
tggcgcagtt
catcggcacc
cgatgeggtt
tattcctgat
tcgecttcoee
gaaaaccggt
tccggctgat
tctgaccceg
catgaagecte
gtcggtacct
ggttggtgat
actgccggtt
tgatggtcecg
cggtaacggt
actggcagaa
cttecateggt

cgacaacage

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1707



Met

Gly

Leu

Asn

Gly

Phe

Ile

His

Lys

Pro

145

Pro

Ala

Ser

Leu

Asp

Glu

50

Ala

Asp

Ser

His

Asn

130

Ala

Val

Pro

Tyr

1ys

Asn

35

Leu

Ala

Ala

Gly

Ala

115

Ile

Lys

Tyr

Gly

Thr

His

20

Leu

Asn

Ala

Ile

Ala

100

Leu

Thr

Ile

Leu

Pro

Val

His

Len

Cys

Ala

Gly

85

Prc

Gly

Ala

Asp

Glu

165

Ala

Gly

Phe

Leu

Gly

Val

70

Gly

Asn

Lys

Ala

His

150

Ile

Ser

Thr

Ala

Asn

Phe

55

Val

Ala

Asn

Thr

Ala

135

val

Ala

Ala

Tyr

val

Lys

40

Ser

Thr

Tyr

Asn

Asp

120

Glu

Ile

Cys

Leu

ES 2 672 883 T3

Leu

Ala

25

Asn

ala

Tyr

Ala

Asp

105

Tyr

Ala

Lys

Asn

Phe

Ala

10

Gly

Met

Glu

Ser

Glu

90

His

His

Ile

Thr

Ile

170

Asn

Glu

Asp

Glu

Gly

Val

75

Asn

Ala

Tyr

Tyr

Ala

155

Ala

Asp

Arg

Tyr

Gln

Tyr

60

Gly

Leu

Ala

Gln

Thr

140

Leu

Ser

Glu

95

Leu

Asn

Val

45

Ala

Ala

Pro

Gly

Leu

125

Pro

Arg

Met

Ala

Val

Leu

30

Tyr

Arg

Leu

val

His

110

Glu

Glu

Glu

Pro

Ser

Gln

15

val

Cys

ala

Ser

Ile

95

Val

Met

Glu

Lys

Cys

175

Asp

Ile

Leu

Cys

Lys

Ala

Leu

Leu

Ala

Ala

Lys

160

Ala

Glu



Ala

Arg

Ala

225

Ala

Tyr

Thr

Asp

val

305

Ser

Lys

Leu

Glu

Ile

385

Pro

Trp

Ser

Asp

210

Glu

Thr

Ile

Met

Tyr

290

Leu

Val

Lys

Lys

Ile

370

Ala

Asn

Ser

Leu

195

Lys

Glu

Met

Gly

Lys

275

Ser

Ala

His

Thr

Lys

355

Ala

Glu

Gly

Val

180

Asn

val

Ala

Ala

Thr

260

Glu

Thr

Glu

Leu

Gly

340

Ala

Arg

Thr

Ala

Pro
420

Ala

Ala

Ala

Ala

245

Ser

Ala

Thr

Pro

Lys

325

Ala

Ala

Gln

Gly

Arg

405

Ala

Ala

Val

val

230

Ala

Trp

Asp

Gly

Arg

310

Asp

Leu

Pro

val

Asp

380

Val

Ala

Val

Leu

215

Lys

Lys

Gly

Ala

235

Ser

Tyr

Asp

Ala

Glu

375

Ser

Glu

Phe

Glu

200

Val

Phe

Ser

Glu

Val

280

Thr

val

Leu

Phe

Asp

360

Ala

Trp

Tyr

Gly

ES 2 672 883 T3

185

Glu

Gly

Ala

Phe

Val

2658

Ile

Asp

val

Thr

Phe

345

Pro

Leu

Phe

Glu

Tyr
425

Thr

Ser

Asp

Phe

250

Ser

Ala

Ile

val

Arg

330

Lys

Ser

Leu

Asn

Met

410

Ala

Leu Lys

Lys Leu
220

Ala Leu
235

Pro Glu

Tyr Pro

Leu Ala

Pro Asp

300

Asn Gly
315

Leu Ala

Ser Leu

Ala Pro

Thr Pro

380

Ala Gln
395

Gln Trp

val Gly

96

Phe

205

Arg

Gly

Glu

Gly

Pro

285

Pro

Ile

Gln

Asn

Leu

365

Asn

Arg

Asn

Ala

190

Ile

Ala

Gly

Asn

Val

270

Val

Lys

Lys

Ala

350

val

Thr

Met

His

Pro
430

Ala

Ala

Ala

Pro

255

Glu

Phe

Lys

Phe

vVal

335

Gly

Asn

Thr

Lys

Ile

415

Glu

Asn

Gly

val

240

His

Lys

Asn

Leu

Pro

320

Ser

Glu

Ala

val

Leu

400

Gly

Arg
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Arg Asn Ile Leu Met Val Gly Asp
435 440
Glu Val Ala Gln Met Val Arg Leu
450 455

Ile Asn Asn Tyr Gly Tyr Thr Ile

465 470

Tyr Asn Asn Ile Lys Asn Trp Asp
485

Asn Gly Asn Gly Gly Tyr Asp Ser

500
Lys Thr Gly Gly Glu Leu Ala Glu
515 520
Thr Asp Gly Pro Thr Leu Ile Glu
530 535

Thr Glu Glu Leu Val Lys Trp Gly

545 550

Arg Lys Pro Val Asn Lys Leu Leu
565

<210> 195

<211> 1644

<212> ADN

<213> Lactococcus lactis

<400> 195

atgtataccg ttggggatta tctgctggat

ttecggegtac ctggtgacta taatctccag

atgaaatgga ttggtaatgc caatgaactg

cgtactaaga aageggeage ctttetgacyg

aacggactcg ctggctecta tgetgagaac

acgtccaaag tacaaaatga cggaaaatte

aaacacttta tgaaaatgea tgaaccggta

aatgcgacct acgaaattga tcgegtttta

tacatcaatc tgcctgttga tgtagcagec

gaaaaggagt cgagcaccac caatacgacc

tcccttaaaa acgcacagaa accggtggtt

ES 2 672 883 T3

Gly Ser Phe

Lys Leu Pro

Glu val Met

475

Ala
490

Tyr Gly

Gly Ala

505

Gly

Ala Tle Lys

Cys Phe Ile

val
555

Lys Arg

cgettgeatg
tttettgate
aatgccaget
acctttggeg
ttgceggtag
gtgcatcata
acagcegege
agccagcetgt
gctaaagetg
gaacaagtga

attgceggge

Gln Leu

445

Val
460

Ile Ile

Ile His

Leu Met

Lys Gly

510

Val Ala

525

Cly Glu

540

Arg

Ala Ala

agttaggeat
agatcatcte
atatggectga
taggegagtt
tcgaaategt
cectegegga
gtaccctget
taaaagaacg
agaaaccogge
ttctgteccaa

atgaagtgat

97

Thr

Asp

Glu

Leu

Leu

Ala

Ala Gln

Phe

Leu

Pro
480

Gly

val Phe

495

Lys Ala

Ala Asn
Asp

Cys

Ser
560

Asn

tgaagaaatt
acgcgaagat
cggttatgeg
aagcogocatt
gggctetcca
tggtgacttt
gactgceggag
caaaccegte
gettagtctg
aattgaagaa

tagctttggg

60

120

130

240

300

360

420

480

340

600

660
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ttggagaaaa
tttggtaaga
ctgtctgaaa
gtgaaactca
atcagcttga
cgtgcagtgg
gataaacagt
caggcagtgg
ttetttggeg
tggtccagta
agtcgtecace
ctgtccatte
gtggagcgeg
agcaaattac
actgagaacg
tggattgaac
ctgtttgetg

<210> 196
<211> 547
<212> PRT

cegtcactea
gecgoggttga
tttcogetgaa
cggattette
acatcgacga
tgtccagtct
atgaagagtt
aaagcctcac
caagcacgat
ttgggtatac
tgttattecat
gcgagaaact
aaattcacgyg
cagaaacctt
aatttgttte
tggtcctgga

aacagaacaa

<213> Lactococcus lactis

<400> 196

Met Tyr Thr Val Gly

1

Ile Glu Glu

Asp Gln Tle

35

Glu Leu Asn

50

Ala Ala aAla

65

5

Ile Phe

20

Tle Ser

Ala Ser

Phe Leu

Asp

Gly

Arg

Tyr

Thr
70

gttegtcagt
cgagagcttg
gaactttgtg
gactggggca
gggcattate
ctcggaactg
catcecagtea
acagtccaat
cttectgaaa
gtttecageg
tggcgatggt
gaacccgatt
cacgacccag
tggtgccaca
ggttatgaaa
gaaagaagat

ataa

Tyr Leu

val Pro

Glu Asp

40

Met
55

Ala

Thr Phe

Leu

Gly

25

Met

Asp

Gly

ES 2 672 883 T3

gaaaccaaat
ccatecgttec
gaatcagcgg
tttacccace
ttcaacaagg
aagggtattg
tctgececte
gaaacgatcg
tcgaactcac
gegttaggat
tetettcaac
tgetttatea
agttacaatg
gaagatcgtg
gaagcgcaag

gocccocgaaac

Asp
10

Asp Tyr

Lys Trp

Gly Tyr

val Gly

75

Arg

tgcecgattac
tggggatcta
atttcatttt
atctggacga
tggtcgaaga
aatatgaggg
tgagccaaga
ttgcagaaca
ggttecatecgg
cacagattge
ttacggtcca
tcaacaatga
acattcecat
ttgtctctaa
cggatgtgaa

tgctgaagaa

leu Hig Glu

Asn Leu

30

Ile Gly

45

Ala Thr

60

Arg

Glu Leu Ser

98

Gln

Asn

cacgctgaac
caacggtaaqg
gatgctgggt
aaacaaaatg
tttogatttt
tcagtacatc
acgectttgg
aggtactagt
acaaccgctg
ggataaggaa
ggaactgggc
cggctacaca
gtggaactac
aatcgtgcge
teggatgtat

aatgggcaaa

Leu
15

Gly

Phe Leu

Ala Asn

Lys Lys

Ala Ile

80

720

780

840

300

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1644



Asn

Val

His

Pro

Glu

145

Tyr

Ala

Val

Val

Vval

225

Phe

Tyr

Ala

Gly

Ile

305

Arg

Gly

Gly

Thr

val

130

Ile

Ile

Leu

Ile

val

210

Thr

Gly

Asn

Asp

Ala

290

Asp

Ala

Leu

Ser

Leu

115

Thr

Asp

Asn

Ser

Leu

195

Ile

Gln

Lys

Gly

Phe

275

Phe

Glu

vVal

Ala

Pro

100

Ala

Ala

Arg

Leu

Leu

180

Ser

Ala

Phe

Ser

Lys

260

Ile

Thr

Gly

val

Gly

Thr

Asp

Ala

val

Pro

165

Glu

Lys

Gly

val

Ala

245

Leu

Leu

His

Ile

Ser
325

Ser

Ser

Gly

Arg

Leu

150

Val

Lys

Ile

His

Ser

230

Val

Ser

Met

His

Ile

310

Ser

Tyr

Lys

Asp

Thr

135

Ser

Asp

Glu

Glu

Glu

215

Glu

Asp

Glu

Leu

Leu

295

Phe

Leu

Ala

Val

Phe

120

Leu

Gln

Val

Ser

Glu

200

val

Thr

Glu

Ile

Gly

280

Asp

Asn

Ser

Glu

Gln

105

Lys

Leu

Leu

Ala

Ser

185

Ser

Ile

Lys

Ser

Ser

265

val

Glu

Lys

Glu

ES 2 672 883 T3

Asn

Asn

His

Thr

Leu

Ala

170

Thr

Leu

Ser

Leu

Leu

250

Leu

Lys

Asn

Val

Leu
330

Leu

Asp

Phe

Ala

Lys

155

Ala

Thr

Lys

Phe

Pro

235

Pro

Lys

Leu

Lys

Val

315

Lys

Pro

Gly

Met

Glu

140

Glu

Lys

Asn

Asn

Gly

220

Ile

Ser

Agn

Thr

Met

300

Glu

Gly

99

Val

Lysg

Lys

125

Asn

Arg

Ala

Thr

Ala

205

Leu

Thr

Phe

Phe

Asp

285

Ile

Asp

Ile

Val

Phe

110

Met

Ala

Lys

Glu

Thr

190

Gln

Glu

Thr

Leu

Val

270

Ser

Ser

Phe

Glu

Glu

Val

His

Thr

Pro

Lys

175

Glu

Lys

Lys

Leu

Gly

255

Glu

Ser

Leu

Asp

Tyr
335

Ile

His

Glu

Tyr

val

160

Pro

Gln

Pro

Thr

Asn

240

Ile

Ser

Thr

Asn

Phe

320

Glu



Gly

Pro

Ser

Ser

385

Trp

Ala

Gln

Pro

Ile

465

Ser

Lys

Gln

Glu

Gln
545

<210> 197

Gln

Leu

Asn

370

Thr

Ser

Asp

Leu

Ile

450

His

Lys

Ile

Ala

Asp

530

Asn

Tyr

Ser

355

Glu

Ile

Ser

Lys

Thr

435

Cys

Gly

Len

val

Asp

515

Ala

Lys

<211> 1644
<212> ADN
<213> Lactococcus lactis

<400> 197

Ile

340

Gln

Thr

Phe

Ile

Glu

420

Val

Phe

Pro

Pro

Arg

500

Val

Pro

Asp

Bsp

Ile

Leu

Gly

405

Ser

Gln

Ile

Thr

Glu

485

Thr

Asn

Lys

Lys

Arg

Vval

Lys

390

Tyr

Arg

Glu

Ile

Gln

470

Thr

Glu

Arg

Leu

Gln

Leu

Ala

375

Ser

Thr

His

Leu

Asn

455

Ser

Phe

Asn

Met

Leu
535

Tyr

Trp

360

Glu

Asn

Phe

Leu

Gly

440

Asn

Tyr

Gly

Glu

Tyr

520

Lys

ES 2 672 883 T3

Glu

345

Gln

Gln

Ser

Pro

Leu

425

Leu

Asp

Asn

Ala

FPhe

505

Trp

Lys

Glu

Ala

Gly

Arg

Ala

410

Phe

Ser

Gly

Asp

Thr

490

val

Ile

Met

Phe Ile

Val Glu

Thr Ser

380

Phe Ile

395

Ala Leu

Ile Gly

Ile Arg

Tyr Thr

460

Ile Pro

475

Glu Asp

Ser val

Glu Leu

Gly Lys
540

100

Pro

Ser

365

Phe

Gly

Gly

Asp

Glu

445

Val

Met

Met

Val
525

Leu

Ser

350

Leu

Phe

Gln

Ser

Gly

430

Lys

Glu

Trp

val

Lys

510

Leu

Phe

Ser

Thr

Gly

Pro

Gln

415

Ser

Leu

Arg

Asn

val

495

Glu

Glu

Ala

Ala

Gln

Ala

Leu

400

Ile

Leu

Asn

Glu

Tyr

480

Ser

Ala

Lys

Glu



atgtataccyg
ttcggecgtac
atgaaatgga
cgtactaaga
aacggactcg
acgtccaaag
aaacacttta
aatgcgacct
tacatcaatc
gaaaaggagt
tcccttaaaa
ttggagaaaa
tttggtaaga
ctgtotgaaa
gtgaaactca
atcagettga
cgtgcagtgg
gataaacagt
caggcagtgg
ttetttggeg
tggggcagta
agtegtcace
ctgtecatte
atcgagcgeg
agcaaattac
actgagaacg
tggattgaac
ctgtttgetg

<210> 198
<211> 547
<212> PRT

ttggggatta
ctggtgacta
ttggtaatge
aagcggcage
ctggctecta
tacaaaatga
tgaaaatgca
acgaaattga
tgcctgttga
cgagcaccac
acgcacagaa
ccgtcactea
gcgeggttga
tttegetgaa
cggattcttce
acatcgacga
tgtccagtet
atgaagagtt
aaagccteac
caagcaggat
ttggctatac
tgttattcat
gcgagaaact
aaattcacgg
cagaaacctt
aatttgtttc
tggtcctgga

aacagaacaa

<213> Lactococcus lactis

<400> 198

tctgetggat
taatctccag
caatgaactg
ctttctgacg
tgctgagaac
cggaaaattc
tgaaccggta
tcocgegtttta
tgtagcagcece
caatacgace
accggtggtt
gttcgtcagt
cgagagcettg
gaactttgtg
gactggggca
gggcattate
ctcggaactg
catccegtea
acagtccaat
cttcoctgaaa
gtttocageg
tggcgatggt
gaacccgatt
cocgacccag
tggtgecaca
ggttatgaaa
gaaagaagat

ataa
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cgettgeatg
tttcttgatc
aatgccagcet
acctttggeg
ttgcecggtag
gtgcatcata
acageccgego
agccagcetgt
gctaaagctg
gaacaagtga
attgccggge
gaaaccaaat
ccategtteco
gaatcagegg
tttacccacc
ttecaacaagg
aagggtattg
tctgececte
gaaacgatcg
tcgaacteac
goegttaggat
tctcotteaac
tgectttateoa
agttacaatg
gaagatcgtg
gaagcgcaag

gocccgaaac

agttaggecat
agatcatctce
atatggctga
taggcgagtt
tcgaaatcgt
cccktocgeogga
gtaccctget
taaaagaacg
agaaaccgge
ttcotgtocaa
atgaagtgat
tgcecgattac
tggggatcta
atttecatttt
atctggacga
tggtcgaaga
aatatgaggg
tgagccaaga
ttgcagaaca
ggttcatecgg
cacagattge
ttacggtcca
ttaataatga
acattccecat
ttgtctetaa
cggatgtgaa

tgctgaagaa

101

tgaagaaatt
acgcgaagat
cggttatgeg
aagcgccatt
gggctectcea
tggtgacttt
gactgcggag
caaacccgtce
gcttagtctg
aattgaagaa
tagctttggg
cacgetgaac
caacggtaag
gatgetgggt
aaacaaaatg
tttegatttt
tcagtacatc
cegectttgg
aggtactagt
acaaccgektyg
ggataaggaa
ggaactggge
cggctacaca
gtggaactac
aatcgtgege
tcggatgtat

aatgggcaaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1644



Met

Ile

Asp

Glu

Ala

Aszn

Val

His

Pro

Glu

145

Tyr

Ala

Val

Val

Val

225

Phe

Tyr

Glu

Gln

Leu

50

Ala

Gly

Gly

Thr

val

130

Ile

Ile

Leu

Ile

val

210

Thr

Gly

Thr

Glu

Ile

35

Asn

Ala

Leu

Ser

Leu

115

Thr

Asp

Asn

Ser

Leu

195

Ile

Gln

Lys

Val

Ile

Ile

Ala

Phe

Ala

Pro

100

Ala

Ala

Arg

Leu

Leu

180

Ser

Ala

Phe

Ser

Gly

Phe

Ser

Ser

Leu

Gly

85

Thr

Asp

Ala

val

Pro

165

Glu

Lys

Gly

Val

Ala
245

Asp

Gly

Arg

Tyr

Thr

Ser

Ser

Gly

Arg

Leu

150

Val

Lys

Ile

His

Ser

230

val

Tyr

Val

Glu

Met

55

Thr

Tyr

Lys

Asp

Thr

135

Ser

Asp

Glu

Glu

Glu

215

Glu

Asp

Leu

Pro

Asp

40

Ala

Phe

Ala

Val

Phe

129

Leu

Gln

Val

Ser

Glu

200

val

Thr

Glu

Leu

Gly

Met

Asp

Gly

Glu

Gln

105

Lys

Leu

Leu

Ala

Ser

185

Ser

Ile

Lys

Ser
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Asp

10

Asp

Lys

Gly

val

Asgn

20

Asn

His

Thr

Leu

Ala

170

Thr

Leu

Ser

Leu

Leu
250

Arg

Tyr

Trp

Tyxr

Gly

Leu

Asp

Phe

Ala

Lys

155

Ala

Thr

Lys

Phe

Pro

235

Pro

Len

Asn

Ile

Ala

60

Glu

Pro

Gly

Met

Glu

140

Glu

Lys

Agn

Asn

Gly

220

Ile

Ser

102

His

Leu

Gly

45

Arg

Leu

Val

Lys

Lys

125

Asn

Arg

Ala

Thr

Ala

205

Leu

Thr

Phe

Glu

Gln

Asn

Thr

Ser

Val

Phe

110

Met

Ala

Lys

Glu

Thr

150

Gln

Glu

Thr

Leu

Leu

15

Phe

Ala

Lys

Ala

Glu

95

Val

His

Thr

Pro

Lys

175

Glu

Lys

Lys

Leu

Gly
255

Gly

Leu

Asn

Lys

Ile

Ile

His

Glu

Tyr

val

160

Pro

Gln

Pro

Thr

Asn

240

Ile



Tyr

Ala

Gly

Ile

305

Arg

Gly

Pro

Ser

Ser
385

Trp

Ala

Gln

Pro

Ile

4165

Ser

Lys

Asn

Asp

Ala

290

Asp

Ala

Gln

Leu

Asn

370

Thr

Gly

Asp

Leu

Ile

450

His

Lys

Ile

Gly

Phe

275

Phe

Glu

val

Tyr

Ser

355

Glu

Ile

Ser

Lys

Thr

435

Cys

Gly

Leu

val

Lys

260

Ile

Thr

Gly

val

Ile

340

Gln

Thr

Phe

Ile

Glu

420

Val

Phe

Pro

Pro

Arg

Leu

Leu

His

Ile

Ser

325

Asp

Asp

Ile

Leu

Gly

405

Ser

Gln

Ile

Thr

Glu

485

Thr

Ser

Met

His

Ile

310

Ser

Lys

Arg

Val

Lys

3%0

Tyr

Arg

Glu

Ile

Gln

470

Thr

Glu

Glu

Leu

Leu

295

Phe

Leu

Gln

Leu

Ala

375

Ser

Thr

His

Leu

Asn

455

Ser

Phe

Asn

Ile

Gly

280

Asp

Asn

Ser

Tyr

Trp

360

Glu

Asn

Phe

Leu

Gly

440

Asn

Tyr

Gly

Glu
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Ser

265

val

Glu

Lys

Glu

Glu

345

Gln

Gln

Ser

Pro

Leu

425

Leu

Asp

Asn

Ala

Phe

Leu

Lys

Asn

Val

Leu

330

Glu

Ala

Gly

Arg

Ala

410

Phe

Ser

Gly

Asp

Thr

490

Val

Lys

Leau

Lys

Val

315

Lys

Phe

val

Thr

Phe

3585

Ala

Ile

Ile

Tyr

Ile

475

Glu

Ser

Asn

Thr

Met

300

Glu

Gly

Ile

Glu

Ser

380

Ile

Leu

Gly

Arg

Thr

460

Pro

Asp

val

103

Phe

Asp

285

Ile

Asp

Ile

Pro

Ser

365

Phe

Gly

Gly

Asp

Glu

445

Ile

Met

Arg

Met

Val

279

Ser

Ser

Phe

Glu

Ser

350

Leu

Phe

Gln

Ser

Gly

430

Lys

Glu

Trp

Val

Lys

Glu

Ser

Leu

Asp

Tyr

335

Ser

Thr

Gly

Pro

Gln

415

Ser

Leu

Arg

Asn

Val

495

Glu

Ser

Thr

Asn

Phe

320

Glu

Ala

Gln

Ala

Leu

400

Ile

Leu

Asn

Glu

TYyr

480

Ser

Ala
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500 505

Gln Ala Asp Val Asn Arg Met Tyr Trp Ile Glu lLeu Val Leu Glu Lys

515 520

Glu Asp Ala Pro lLys Leu Leu Lys Lys Met Gly Lys Leu Phe Ala Glu

530 535

Gln Asn Lys
545

<210> 199

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 199
tatcgtgcta gcatgaacaa ctttaatctg caca 34

<210> 200

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificaciéon

<400> 200
tataatgaat tcttagcggg cggcttcgta tatacggcgg ctgaca

<210> 201

<211> 67

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificaciéon

<400> 201

510

525

540

46

tataatgagc tctttaactt taagaaggag atataccatg aacaacttta atctgcacac 60

cccaacc 67

<210> 202

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificaciéon

<400> 202
tataatggat ccttagcggg cggcttcgta 30

<210> 203

<211> 52

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

104



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 672 883 T3

<400> 203
gcccgctaag gatcctctag ggaggtctag aatgaaagtc gcagtcctcg gc 52

<210> 204

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 204
cgagcctcct tacttattaa cgaactcttc gcc 33

<210> 205

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacién

<400> 205
catagggagg ctcgagatgt ataccgttgg ggattatctg 40

<210> 206

<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de amplificacion

<400> 206
cgccaaaaca gaagdcttgac gtcctagagg agcttgttaa caggctt 47

<210> 207

<211> 1692

<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 207
atgtctgaaa ttactttggg taaatatttg ttcgaaagat taaagcaagt caacgttaac

acegtttteg gtttgecagyg tgacttcaac ttgtecttgt tggacaagat ctacgaagtt
gaaggtatga gatgggctgg taacgccaac gaattgaacg ctgcttacge cgetgatggt

tacgctegta tcaagggtat gtcttgtatce atcaccacct tcggtgtegg tgaattgtet

105

60

120

180

240
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gctttgaacyg
gtecccatecca
gactteactyg
gacattgcta
agaccagtct
ttgcaaacte
attgacacca
tgttgttcca
coagettteg
ggtgtttacg
ttgattttgt
tacaagacca
ttecccaggtg
gotaagggtt
gettetacee
ggtgatgttg
ccaaacaaca
gctaccttgg
ttcattggty
ggcttgaage
cacggtccaa
actttcggtg
ttgacccaag
ccagtetteg

gctaageaat

<210> 208
<211> 563
<212> PRT

gtattgcegyg
tctctgetca
tttteocacag
ccgccccagce
acttaggttt
caattgacat
tettggettt
gacacgacgt
tcaccecaat
teggtacett
ctgteggtge
agaacattgt
tccaaatgaa
acaagccagt
cattgaagca
tcattgetga
cctacggtat
gtgctgcttt
acggttettt
catacttgtt
aggctcaata
ctaaggacta
acaagtottt
atgctccaca

aa

ttcttacgcect
agctaagcaa
aatgtetgee
tgaaattgac
gccagctaac
gtectttgaag
ggtcaaggat
caaggctgaa
gggtaagggt
gtccaageca
tttgttgtet
cgaattccac
attegttttg
tgetgtecca
agaatggatg
aaccggtace
ctctcaagte
cgctgctgaa
gcaattgact
cgtcttgaac
caacgaaatt
tgaaacccac
caacgacaac

aaacttggtt

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 208

ES 2 672 883 T3

gaacacgtcg
ttgttgttge
aacatttetg
agatgtatca
ttggtecgact
ccaaacgatg
gctaagaace
actaagaagt
tocattgacy
gaagttaagg
gatttcaaca
tccgaccaca
caaaagttgt
gctagaacte
tggaaccaat
tcecgettteg
ttatggggtt
gaaattgatc
gttcaagaaa
aacgatggtt
caaggttggg
agagtcgcta
tctaagatca

gaacaageta

gtgttttgca
accacacctt
aaaccactge
gaaccactta
tgaacgtcece
ctgaatccga
cagttatett
tgattgactt
aacaacacace
aagecgttga
coggttettt
tgaagatcag
tgaccactat
cagctaacge
tgggtaactt
gtatcaacca
ccattggttt
caaagaagag
tectecaccat
acaccattga
accacctatc
ccaccggtga
gaatgattga

agttgactge

cgttgttggt
gggtaacggt
tatgatcact
cgtcacccaa
agctaagttg
aaaggaagtc
ggctgatget
gactcaatte
aagatacggt
atctgetgac
¢tettactet
aaacgccact
tgctgacgee
tgetgtecea
cttgcaagaa
aaccactttc
caccactggt
agttatctta
gatcagatgg
aaagttgatt
cttgttgcca
atgggacaag
aatcatgttg

tgetaccaac

Met Ser Glu Ile Thr Leu Gly Lys Tyr Leu Phe Glu Arg Leu Lys Gln

1

5

10

106

15

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1692



Val

Leu

Ala

Lys

65

Ala

His

Leu

Ser

Ala

145

Arg

Pro

Asp

Lys

His

225

Pro

Pro

Asn

Leu

Asn

50

Cly

Leu

Val

His

Ala

130

Pro

Pro

Ala

Ala

Asp

210

Asp

Ala

Arg

Val

Azp

35

Glu

Met

Asn

vVal

His

115

Asn

Ala

Val

Lys

Glu

195

Ala

Val

Phe

Tyr

Asn

20

Lys

Leu

Ser

Gly

Gly

100

Thr

Ile

Glu

Tyxr

Leu

180

Ser

Lys

Lys

Val

Gly
260

Thr

Tle

Asn

Cys

Ile

85

Val

Leu

Ser

Ile

Leu

165

Leu

Glu

Asn

Ala

Thr

245

Gly

Val

Tyr

Ala

Ile

70

Ala

Pro

Gly

Glu

Asp

150

Gly

Gln

Lys

Pro

Glu

230

Pro

val

Phe

Glu

Ala

55

Ile

Gly

Ser

Asn

Thr

135

Arg

Leu

Thr

Glu

val

215

Thr

Met

Tyr

Gly

Val

40

Tyr

Thr

Ser

Ile

Gly

120

Thr

Cys

Pro

Pro

val

200

Ile

Llys

Gly

val

Leu

25

Glu

Ala

Thr

Tyr

Ser

105

Asp

Ala

Ile

Ala

Ile

185

Ile

Leu

Lys

Lys

Gly
265
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Pro

Gly

Ala

FPhe

Ala

90

Ala

Phe

Met

Arg

Asn

170

Asp

Asp

Ala

Leu

Gly

250

Thr

Gly

Met

Asp

Gly

75

Glu

Gln

Thr

Ile

Thr

155

Leu

Met

Thr

Asp

Ile

235

Ser

Leu

Asp

Arg

Gly

60

val

His

Ala

Val

Thr

140

Thr

val

Ser

Ile

Ala

220

Asp

Ile

Ser

107

Phe

Trp

45

Tyr

Gly

val

Lys

Phe

125

Asp

Tyxr

Asp

Leu

Leu

205

Cys

Leu

Asp

Lys

Asn

2Ala

Ala

Glu

Gly

Gln

110

His

Ile

val

Leu

Lys

190

Ala

Cys

Thr

Glu

Pro
270

Leu

Gly

Arg

Leu

val

85

Leu

Arg

Ala

Thr

Asn

175

Pro

Leu

Ser

Gln

Gln

255

Glu

Ser

Asn

Ile

Ser

80

Leu

Leu

Met

Thr

Gln

160

val

Asn

Val

Arg

Phe

240

His

val
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Lys Glu Ala Val Glu Ser Ala Asp Leu Ile Leu Ser Val Gly Ala leu
275 280 285

Leu Ser Asp Phe Asn Thr Gly Ser Phe Ser Tyr Ser Tyr Lys Thr Lys
290 295 300

Asn Ile Val Glu Phe His Ser Asp His Met Lys Ile Arg Asn Ala Thr
305 310 315 320

Phe Pro Gly vVal Gln Met Lys Phe Val Leu Gln Lys Leu Leu Thr Thr
325 330 335

Ile Ala Asp Ala Ala Lys Gly Tyr Lys Pro Val Ala val Prc Ala Arg
340 345 350

Thr Pro Ala Asn Ala Ala Val Pro Ala Ser Thr Pro Leu Lys Gln Glu
355 360 365

Trp Met Trp Asn Gln ILeu Gly Asn Phe Leu Gln Glu Gly Asp Val Val
370 375 380

Ile Ala Glu Thr Gly Thr Ser Ala Phe Gly Ile Asn Gln Thr Thr Phe
385 390 395 400

Pro Asn Asn Thr Tyr Gly Ile Ser Gln Val Leu Trp Gly Ser Ile Gly
405 4190 415

Phe Thr Thr Gly Ala Thr Leu Gly Ala Ala Phe Ala Ala Glu Glu Ile
420 425 430

Asp Pro Lys Lys Arg Val Ile Leu Phe Ile Gly Asp Gly Ser Leu Gln
435 440 445

Leu Thr Val Gln Glu Ile Ser Thr Met Ile Arg Trp Gly Leu Lyg Pro
450 455 460

Tyr Leu Phe Val Leu Asn Asn Asp Gly Tyr Thr Ile Glu Lys Leu Ile
465 470 475 480

His Gly Pro Lys Ala Gln Tyr Asn Glu Ile Gln Gly Trp 2&sp His Leu
485 490 495

Ser leu Leu Pro Thr Phe Gly Ala Lys Asp Tyr Glu Thr His Arg Val
500 505 510

Ala Thr Thr Gly Glu Trp Asp Lys Leu Thr Gln Asp Lys Ser Phe Asn
515 520 525
Agp Asn Ser Lys Ile Arg Met Ile Glu Ile Met Leu Pro Val Phe Asp

530 535 540

Ala Pro Gln Asn Leu Val Glu Gln Ala Lys Leu Thr Ala Ala Thr Asn
545 550 555 560

Ala Lys Gln
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REIVINDICACIONES

1. Microorganismo modificado para la producciéon de 1,3-propanodiol (PDO) a partir de un sustrato de carbono
en el que el microorganismo comprende:

- una ruta para la sintesis de 2,4-dihidroxibutirato (DHB) a partir de malato, y
- una ruta metabdlica de tres etapas que comprende las etapas siguientes:

- una primera etapa de convertir el DHB para obtener 2-oxo-4-hidroxibutirato (OHB) mediante un enzima
que presenta una actividad de 2,4-DHB deshidrogenasa, y

- una segunda etapa de descarboxilar el OHB para obtener 3-hidroxipropionaldehido mediante un enzima
que presenta una actividad de 2-oxo-4-hidroxibutirato descarboxilasa, y

- una tercera etapa de reducir el 3-hidroxipropionaldehido obtenido para obtener el PDO con un enzima
que presenta una actividad de 3-hidroxipropionaldehido reductasa.

2. Microorganismo modificado segun la reivindicacion 1, en el que el microorganismo ha sido modificado
ademas mediante la introduccion de genes que codifican:

- una malato cinasa que cataliza la transformacién del malato en 4-fosfo-malato,

- una malato semialdehido deshidrogenasa que cataliza la transformacion del 4-fosfo-malato en malato-4-
semialdehido,

- una malato semialdehido reductasa que cataliza la transformacion del malato-4-semialdehido en 2,4-DHB.

3. Microorganismo segun la reivindicacion 1 o 2, en el que los enzimas son codificados por un gen endégeno o
heterdlogo.

4. Organismo modificado segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el enzima que presenta
una actividad de 2,4-DHB deshidrogenasa se selecciona de entre enzimas que presentan una actividad de
lactato deshidrogenasa o de malato deshidrogenasa.

5. Organismo modificado segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el enzima que presenta
una actividad de 2,4-DHB deshidrogenasa se obtiene mediante por lo menos una mutacién de dicho enzima,
mejorando dicha mutacion la actividad y/o la afinidad de sustrato del enzima mutado para DHB.

6. Organismo modificado segun la reivindicacion 4 o 5, en el que el enzima es un producto génico codificado por
genes seleccionados de entre IdhA de Lactococcus lactis, IIdD de Escherichia coli, 1ldD de E. coli que porta una
mutacion en la posicion V108 (en referencia a la SEC ID n° 122), mdh de E. coli o de Bacillus subtilis, o mdh de
E. coli que porta mutaciones en por lo menos una de las posiciones siguientes (en referencia a la SEC ID n°
124): lle12, Arg81, Lys82, Met85, Asp86, Val93, lle117, Gly179, Thr211 o Met227 (en referencia a la SEC ID n°
126).

7. Organismo modificado segun la reivindicacion 6, en el que el enzima es

- codificado por un polinucleétido seleccionado de entre el grupo que comprende SEC ID n° 119, SEC ID n°
121, SEC ID n® 153, SEC ID n°® 155, SEC ID n® 157, SEC ID n® 159, SEC ID n® 161, SEC ID n° 163, SEC ID
n° 165, SEC ID n° 167, SEC ID n® 169, SEC ID n° 171 o SEC ID n° 173 o cualquier secuencia que comparte
una homologia de por lo menos 50% con dichas secuencias,

- un polipéptido seleccionado de entre el grupo que comprende SEC ID n° 120, SEC ID n° 122, SEC ID n°
154, SEC ID n° 156, SEC ID n° 158, SEC ID n°® 160, SEC ID n° 162, SEC ID n°® 164, SEC ID n° 166, SEC ID
n® 168, SEC ID n° 170, SEC ID n° 172 o0 SEC ID n°® 174 o cualquier secuencia que comparte una homologia
de por lo menos 50% con dichas secuencias.

8. Organismo modificado segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el enzima que presenta
una actividad de 2-oxo-4-hidroxibutirato descarboxilasa es un enzima que presenta una actividad de 2-cetoacido
descarboxilasa.

9. Organismo modificado segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el enzima que presenta

una actividad de 2-oxo-4-hidroxibutirato descarboxilasa se obtiene mediante por lo menos una mutacién de dicho
enzima, mejorando dicha mutacion la actividad y/o la afinidad de sustrato del enzima mutado para OHB.
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10. Organismo modificado segun la reivindicacion 8 o 9, en el que el enzima es un producto génico codificado por
genes seleccionados de entre los genes PDC1, PDC5, PDC6, ARO10, THI3 de Saccharomyces cerevisiae, los
genes kivD, kdcA de Lactococcus lactis, el gen pdc de Clostridium acetobutylicum, los genes PDC2 y PDC3 de
Arabidopsis thaliana, los genes PDC1, PDC2 y ARO10 de Pichia stipitis, el gen pdc de Zymomonas mobilis, €l
gen sucA de Escherichia coli, el gen dxs de Escherichia coli, el gen pdc de Z. mobilis que porta una mutacién en
por lo menos una de las posiciones siguientes: Tyr290, Trp392, Gly413 o 1le476 (en referencia a la SEC ID n°
128), el gen kdcA de L. lactis que porta una mutacion en por lo menos una de las posiciones siguientes: GIn377,
Phe381, Phe382, Gly402, Val461, lle465 o Phe542 (en referencia a la SEC ID n°® 130).

11. Organismo modificado segun la reivindicacion 10, en el que el enzima es

- codificado por un polinucleétido seleccionado de entre el grupo que comprende SEC ID n° 129, SEC ID n°
127, SEC ID n° 207, SEC ID n°® 189, SEC ID n° 191, SEC ID n°® 193, SEC ID n° 195 o SEC ID n°® 197 o
cualquier secuencia que comparte una homologia de por lo menos 50% con dichas secuencias,

- un polipéptido seleccionado de entre el grupo que comprende SEC ID n° 130, SEC ID n° 128, SEC ID n°
208, SEC ID n° 190, SEC ID n° 192, SEC ID n°® 194, SEC ID n°® 196 o SEC ID n° 198 o cualquier secuencia
que comparte una homologia de por lo menos 50% con dichas secuencias.

12. Organismo modificado segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el enzima que presenta
una actividad de 3-hidroxipropionaldehido reductasa se selecciona de entre enzimas que presentan una actividad
de hidroxialdehido reductasa, una actividad de alcohol deshidrogenasa, una actividad de lactaldehido reductasa
0 una actividad de metilglioxal reductasa.

13. Organismo modificado segun la reivindicacion 12, en el que el enzima es un producto génico codificado por
genes seleccionados de entre los genes yqhD, fucO, dkgA, dkgB de Escherichia coli, el gen dhaT de K.
pneumoniae, o los genes ADH1 y ADH2 de Saccharomyces cerevisiae o un enzima que presenta una actividad
de 3-hidroxipropionaldehido reductasa obtenido mediante por lo menos una mutaciéon de dicho enzima,
mejorando dicha mutacion la actividad y/o la afinidad de sustrato del enzima mutado para 3-HPA.

14. Organismo modificado segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la produccion del PDO
es aumentada.

15. Organismo modificado segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en el que las actividades de 2,4-
dihidroxibutirato deshidrogenasa, de 2-oxo-4-hidroxibutirato descarboxilasa y/o de 3-hidroxipropionaldehido
reductasa y/o las actividades de enzimas que permiten la sintesis de DHB son aumentadas.

16. Microorganismo segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores que es una bacteria, seleccionada
preferentemente de entre  Enterobacteriaceae, Clostridiaceae, Bacillaceae, Streptomycetaceae,
Streptococcaceae, Methylobacteriacae, y Corynebacteriaceae, mas preferentemente Escherichia coli, Bacillus
subtilis, Corynebacterium glutamicum, Clostridium acetobutylicum, Methylobacterium extorquens, o Lactococcus
lactis, una levadura seleccionada preferentemente de entre Saccharomycetaceae, Pichiaceae, 'y
Schizosaccharomycetaceae, mas preferentemente Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe,
Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces marxianus, Pichia jadinii, Pichia stipitis, o Pichia pastoris o un hongo
seleccionado preferentemente de entre los géneros Penicillium, Aspergillus y mas particularmente Aspergillus
flavus, Chrysosporium o Trichoderma.

17. Microorganismo segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la expresion de por lo menos
una de las actividades enzimaticas seleccionadas de entre fosfoenolpiruvato carboxilasa, fosfoenolpiruvato
carboxicinasa, isocitrato liasa, piruvato carboxilasa y permeasa simportadora de hexosa es aumentada, y/o por lo
menos una de las actividades enzimaticas seleccionadas de entre lactato deshidrogenasa, alcohol
deshidrogenasa, acetato cinasa, fosfato acetiliransferasa, piruvato oxidasa, isocitrato liasa, fumarasa, 2-
oxoglutarato deshidrogenasa, piruvato cinasa, enzima malico, fosfoglucosa isomerasa, fosfoenolpiruvato
carboxilasa, fosfoenolpiruvato carboxicinasa, piruvato-formato liasa, semialdehido succinico desidrogenasa,
fosfotransferasa que transporta azlcares, cetohidroxiglutarato aldolasa, homoserina-O-succinil transferasa,
homoserina cinasa, diaminopimelato descarboxilasa y/o metilglioxal sintasa es reducida.

18. Microorganismo segun la reivindicacion 16 o 17 que es Escherichia coli que sobreexpresa por lo menos uno
de los genes seleccionados de entre ppc, pck, aceA, galP, asd, thrA, metlL, lysC, todos de E. coli; pycA de L.
lactis, y/o que presenta por lo menos uno de los genes eliminados seleccionados de entre IdhA, adhE, ackA, pta,
poxB, focA, pfiB, sad, gabABC, sfcA, maeB, ppc, pykA, pykF, mgsA, sucAB, ptsl, ptsG, pgi, fumABC, aldA, IldD,
icIR, metA, thrB, lysA, eda.

19. Procedimiento de produccion de PDO que comprende las etapas de

- poner en contacto el microorganismo modificado segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 18 con un
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sustrato de carbono en un medio de cultivo apropiado,

- recuperar el PDO a partir del medio de cultivo.
20. Procedimiento segun la reivindicacion 19, en el que el PDO es purificado ademas.
21.Utilizacion segun cualquiera de los enzimas que presentan una actividad de 2,4-dihidroxibutirato
deshidrogenasa, de 2-oxo-4-hidroxibutirato descarboxilasa y de 3-hidroxipropionaldehido reductasa para
transformar el DHB en PDO.
22. Utilizacion segun cualquiera de los enzimas que presentan una actividad de malato cinasa, de malato

semialdehido deshidrogenasa, de malato semialdehido reductasa, de 2,4-dihidroxibutirato deshidrogenasa, de 2-
oxo-4-hidroxibutirato descarboxilasa y de 3-hidroxipropionaldehido reductasa para transformar el malato en PDO.
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