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DESCRIPCION

Procedimiento de obtencion de péptidos no ribosémicos mediante expresion heterdloga de al menos una sintetasa
de péptido no ribosémico en Aspergillus niger

La presente invencion se refiere a un procedimiento para obtener al menos un péptido no ribosémico, o uno
marcado isotépicamente, comprendiendo el procedimiento:

la etapa de expresion heterdloga de al menos una sintetasa de un péptido no ribosémico (NRPS) de dicho
péptido no ribosémico en el hongo filamentosos Aspergillus niger,

en el que la NRP sintetasa es una ciclodepsipéptido sintetasa seleccionada de entre el grupo que contiene
Enniatin, PF1022, Beauvericin y Bassianolide sintetasa,

en el que se utiliza un sistema de expresion inducible integrado en el genoma del hongo filamentoso Aspergillus
niger para la expresion heteréloga de al menos una sintetasa,

en el que el sistema de expresién comprende al menos un casete de expresién que comprende

un primer modulo para la expresion constitutiva del transactivador rtTA2 dependiente de tetraciclina,

un segundo modulo que alberga el promotor dependiente de rtTA2 para la expresion inducible de al menos una
sintasa de un metabolito secundario y

un tercer médulo para la integracion del casete en el genoma fungico por recombinacién homaologa o heteréloga
utilizando los marcadores genéticos apropiados.

Descripcidn

Los recientes esfuerzos de busqueda en el genoma han descubierto que los genomas de hongos filamentosos
codifican un repertorio inesperadamente rico en compuestos de bajo peso molecular de relevancia comercial. Estos
productos naturales conocidos como metabolitos secundarios incluyen péptidos no ribosémicos, poliquétidos y
lipopéptidos con impacto farmacoldgico. Sin embargo, la mayoria de los genes implicados en las rutas metabdlicas
secundarias no se expresan en condiciones convencionales de laboratorio o industriales, lo que impide la aplicacién
de estos productos naturales. se han emprendido diferentes estrategias basadas en factores moleculares y
procedimientos de cultivo. Sin embargo, hay aun obstaculos grandes para superarlo tal como las bajas tasas de
produccion.

El documento de patente EP 1 215 281 A1 desvela un procedimiento para obtener al menos un péptido no
ribosémico que comprende:

la etapa de expresion heterdloga de al menos una sintetasa de péptido no ribosémico (NPRS) de dicho péptido
no ribosémico en el hongo filamentoso Mycelia sterilia,

en el que la NRPS es la ciclodepsipéptido sintetasa PF100 sintetasa,

en el que se utiliza un sistema de expresion no integrado, no inducible para la expresion heterdloga de la PF1022
sintetasa.

El documento MEYER, V. Y COL.: "Fungal Gene Expression on Demand: An Inducible, Tunable, and Metabolism-
Independent Expression System for Aspergillus niger" (APPLIED AND ENVIRONMENTAL MICROBIOLOGY, vol. 77,
n® 9, May 2011, paginas 2975-2983) desvela un sistema de expresién integrado e inducible para Aspergillus niger
que comprende un casete de expresién que comprende un primer moédulo para la expresién constitutiva del
transactivador rtTA2 dependiente de tetraciclina, un segundo médulo que alberga el promotor dependiente de rtTA2
para la expresion inducible de al menos un polipéptido y un tercer médulo para la integracion del casete en el
genoma fangico por recombinacion homdloga o heterdloga utilizando los marcadores genéticos apropiados. Este
sistema de expresion se describe como una herramienta Util para la sobreproduccién proteica en Aspergillus niger.

La presente invencion describe de esta manera una nueva estrategia para la sintesis de péptidos no ribosémicos, en
particular ciclodepsipéptidos.

La presente invencién comprende la etapa de expresion heteréloga de al menos una sintetasa de péptido no
ribosémico (NRPS). El hongo filamentoso es Aspergillus niger. La ciclodepsipéptido sintetasa es en particular una
ciclodepsipéptido sintetasa del tipo iterativo. La ciclodepsipéptido sintetasa se selecciona de entre el grupo de
Enniatin, PF1022, Beauvericin y Bassianolide sintetasa.

En general también es posible y concebible expresar NRPS adicionalmente en uno de los hongos mencionados,
tales como una NRPS de epotilona, actinomicina, daptomicina, valinomicina, fungisporina o bleomicina.

La ciclodepsipéptido sintetasa nativa normalmente comprende dos mdédulos: el médulo para la integracion de un
acido D-hidroxicarboxilico, el médulo 2 para la integracion de un L-aminoacido y adicionalmente un tercer PCP y
dominio C (médulo 3) para la determinacion del tamafio del anillo n, normalmente n = 6 y 8. Un ejemplo tipico de una
ciclodepsipéptido sintetasa, tal como la Enniatin sintetasa se muestra en la Figura 1.

La Enniatin es un hexaciclodepsipéptido que consiste en 3 acidos D-hidroxicarboxilicos y 3 L-aminoacidos. Los
principales productos son la Enniatin A, B y C, comprendiendo la Enniatin A 3x D-Hiv, 3x L-lle, comprendiendo la
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Enniatin B 3x D-Hiv, 3x L-Val y comprendiendo la Enniatin C 3x D-Hiv, 3x L-Leu. El atomo N esta metilado en cada
caso.

La Enniatin se sintetiza por una Enniatin sintetasa que esta presente en Fusarium sp., Verticillium hempterigenum,
Halosarpheria sp. En el caso del médulo 1 de la Enniatin B es especifico para D-hidroxivalerato, el médulo 2 es
especifico para L-valina y PCP/dominio C (médulo 3) determinando el nimero de anillo n = 6.

La PF1022 sintetasa, que es en el momento presente en Mycelia sterilia, comprende un médulo 1 especifico para D-
fenil-lactato y/o D-lactato, un moédulo 2 especifico para L-leucina y un PCP/dominio C (médulo 3) que determina un
numero de anillo n = 8.

La Beauvericin sintetasa, por ejemplo, de la cepa ATCC;159 de Beauveria bassiana, comprende un modulo 1
especifico de D-hidroxivalerato, un médulo 2 especifico para L-fenilalanina y un PCT/dominio C (mddulo 3) que
determina que el niUmero de anillo sea n = 6.

En otra realizacion preferida se utiliza una ciclodepsipéptido sintetasa quimérica, en la que la sintetasa esta
fabricada de mddulos y/o dominios de al menos dos ciclodepsipéptido sintetasas. Se prefiere que se escoja al
menos un modulo de entre una primera ciclodepsipéptido sintetasa y se escoja al menos un segundo moédulo de otra
ciclodepsipéptido sintetasa. Por ejemplo, es posible que la sintetasa comprenda un médulo de una ciclodepsipéptido
sintetasa y el médulo 2 y 3 de otra ciclodepsipéptido sintetasa.

Las realizaciones preferidas de dichas ciclodepsipéptido sintetasas hibridas o quiméricas pueden tener las
siguientes disposiciones:

a) un modulo 1 de la PF1022 sintetasa especifica para el D-fenil-lactato/D-lactato (por ejemplo, de Mycelia
sterilia), un modulo 2 y PCP/dominio C (mddulo 3) de Enniatin sintetasa especifica para L-valina y n = 6 (por
ejemplo, de Fusarium oxysporum; véase la Figura 14, SEQ ID NO: 1), o

b) un médulo 1 de PF1022 sintetasa especifica para D-fenil-lactato/D-lactato, un médulo 2 y PCR/dominio C
(maodulo 3) de Beauvericin Sintetasa especifica para L-Fenilalanina y n = 6 (véase la Figura 16, SEQ ID NO: 2).

En general, es posible cualquier otra combinacién de médulo/dominio. Por ejemplo, se puede concebir y es posible
que el médulo 1 se escoja de una Enniatin o Beauvericin sintetasa y el médulo 2 y PCP/dominio C (mdédulo 3)se
escogen de la PF1022 sintetasa.

Sin embargo, ya se conoce un sistema de ciclodepsipéptido sintetasa hibrida comprende un mddulo 1 de
Beauvericin sintetasa y el mddulo 2 y PCP/dominio C (mddulo 3) de Bassianolide sintetasa como sistema de
sintetasa, que se ha demostrado que se expresa en Saccharomyces cerevisiae, y por lo tanto esta exento (Yu y col.,
ChemComm., 2013, 49:6176-6178). Esta ciclodepsipéptido sintetasa quimérica especifica no esta, sin embargo,
exenta de expresidon en hongos filamentosos. Se utiliza un sistema de expresiéon inducible integrado en el
cromosoma de Aspergillus niger para la expresion heterdloga de al menos una ciclodepsipéptido. Dicho sistema de
expresion inducible es independiente del metabolismo. El sistema de expresion comprende al menos un casete de
expresion que consiste en al menos tres modulos. El casete de expresion puede comprender un primer médulo para
la expresion constitutiva del transactivador rtTA2 dependiente de tetraciclina, un segundo modulo (sistema Tet-on)
que alberga el promotor dependiente de tfTA2 para la expresion inducible de al menos una metabolito sintetasa
secundaria y un tercer modulo para integrar el casete en el genoma fungico por recombinacion homaloga.

En una realizacion mas preferida el primer médulo comprende el promotor constitutivo PgpdA — rtTA — terminador
TcgrA, el segundo médulo comprende la secuencia operadora tetO7 — (siete copias de la secuencia tetO) — el
promotor minimo Pmin — terminador trpC de la metabolito sintasa (esyn1) secundaria (con tetO7::Pmin como
promotor dependiente de rtTA2S-M2) y el tercer médulo comprende pyrG* para la integracion del plasmido en el
locus pyrG. Después de la transformacion del vector plasmidico que comprende dicho casete de expresion en un
negativo proteasa (prtT-) preferible y auxotrofo a uracilo (pyrG’) se selecciond una cepa de A. niger de
transformantes protétrofas de uridina, se purificaron y se sometieron a analisis de Southern. El casete de expresion
se muestra ejemplarmente en la Figura 2.

Al menos una copia del casete de expresion se integra en el genoma fungico. Es posible que estén presentes en el
genoma fungico multiples casetes de expresion.

En otra variante de la presente invencién el casete de expresidon comprende enes adicionales que codifican enzimas
biosintéticas de precursores metabdlicos o intermediarios metabdlicos, en particular deshidrogenasas. Por ejemplo,
utilizando deshidrogenasas para la transformacion de aminoacidos en acidos hidroxicarboxilicos, que se expresan
constitutivamente, que permite una sintesis independiente de diferentes acidos hidroxicarboxilicos.

Dichos genes adicionales puede que tampoco sean parte del casete de expresion y se pueden expresar desde
diferentes localizaciones cromosoémicas utilizando al menos un promotor constitutivo, inducible o represible.

El huésped de expresion Aspergillus niger transformado se cultiva en un medio de cultivo adecuado. El medio de
cultivo que se utiliza para la expresion heterdloga de la sintetasa puede comprender particulas de talco, titanio, silice
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u 6xido de aluminio, entre los que se prefieren las particulas de talco. Estas particulas soportan la formaciéon de
pequefios aglomerados fungicos.

El medio de cultivo comprende, ademas, glucosa, elementos traza, aminoacidos, MgSO., extractos de levadura. En
una variante del presente procedimiento la concentracion de glucosa es del 1-10 %, preferentemente del 2,5 al
7,5 %, mas preferentemente del 5 %.

También que el medio de cultivo utilizado para la expresion heterdéloga de la ciclodepsipéptido comprende 5-50 mM,
preferentemente 10-30 mM, mas preferentemente 20 mM de al menos un acido hidroxicarboxilico (por ejemplo 20
mM de D-hidroxivalerato) y 10-30 mM, preferentemente 15-25 mM, mas preferentemente 20 mM de al menos un
aminoacido (por ejemplo, L-valina).

También es posible en general también es posible remplazar el acido hidroxicarboxilico por sus ésteres
correspondientes, por acidos hidroxicarboxilicos O-acilados y sus ésteres correspondientes. Por esto, se prefieren
los metil ésteres.

La induccion de la expresion se produce anadiendo el inductor apropiado, por ejemplo, 5-200 pg/ml, en particular 10-
100 ug/ml, mas preferentemente 10-50 ug/ml de doxiciclina u otros inductores tales como la tetraciclina o derivados
de la misma. Se prefiere en particular la adicion de 10 pg/ml de doxiciclina. La induccion se lleva a cabo
preferentemente en la fase exponencial, en particular en cultivo discontinuo o semi-continuo. El inductor se puede
afadir una vez o repetidamente.

En una realizacion adicional de la presente invencion el medio de cultiva que se utiliza para la expresion heterdloga
de la ciclodepsipéptido sintetasa comprende al menos un acido D- o L-hidroxicarboxilico (0 una mezcla racémica de
los mismos) de férmula general (1) R'-CHOH-CO2H, en el que R' se selecciona de entre un grupo que comprende

- un C4-Csp-alquilo sustituido y no sustituido, un C»-Csg-alquenilo sustituido y no sustituido, un Cx-Csg-alquinilo
sustituido o no sustituido, un C3-C+¢-cicloalquilo sustituido y no sustituido, un Cs-C7-cicloalquenilo sustituido o no
sustituido, que en cada caso puede estar interrumpido por uno o mas atomos de oxigeno, atomos de azufre,
atomos de nitrégeno sustituidos o mono-sustituidos, dobles enlaces y/o por uno o mas grupos del tipo -C(O)O-, -
0OC(0)-, -C(0)-, -NHC(0O)O-, -OC(O)NH- y/o -OC(0O)0O-, o

- un arilo, heteroarilo, -CHz-arilo, o -CH;-heteroarilo, en los que el arilo y heteroarilo estan sustituidos o no
sustituidos.

Por lo tanto, se pueden afiadir los acidos hidroxicarboxilicos al medio de cultivo durante el crecimiento del huésped
de expresion. Sin embargo, también es posible que al menos uno de los acidos hidroxicarboxilicos se sintetice por el
propio huésped de expresion.

El resto R' se puede seleccionar de entre un grupo que comprende C+-C1z-alquilo sustituidos o no sustituido, C3-Co-
cicloalquilo sustituido y no sustituido y C,-Ciz-alquenilo sustituido y no sustituido y un Cg-Ciz-arilo sustituido y no
sustituido, en particular -Ce-Hs.

El término “sustituido” en conexiéon con alquilo, alquenilo, alquinilo, cicloalquenilo se refiere a la sustituciéon de uno o
mas atomos, habitualmente atomos de H, por uno o mas de los siguientes sustituyentes: un halégeno, en particular,
F, Cl, Br, hidroxilo, hidroxilo protegido, oxo, oxo protegido, -Ns, C3-C7 cicloalquilo, fenilo, naftilo, amino, amino
protegido, amino primario, secundario o terciario, un anillo heterociclico, imidazolilo, indolilo, pirrolidinilo, C1-C12-
alcoxilo, C4-Cqz-acilo, C4-Cq2-aciloxi, nitro, carboxi, carbamoilo, carboxamido, N-(C1-C2-alquilo) carboxamido, N,N-
Di(C+-C+2-alquilo) carboxamido, ciano, metil-sulfonilamino, tiol, C4-C4¢-alquiltio y C4-C10-alquilsulfonilo. Los grupos
sustituidos pueden sustituirse una vez o dos veces con el mismo o diferentes sustituyentes.

Ejemplos para los grupos alquilo sustituidos anteriores comprenden 2-oxo-prop-1-ilo, 3-oxo-but-1-ilo, cianometilo,
nitrometilo, clorometilo, hidroximetilo, tetrahidropiraniloximetilo, trietiloximetilo, propioniloximetilo, aminometilo,
carboximetilo, aliloxicarbonilmetilo, aliloxicarbonilaminometilo, metoximetilo, etoximetilo, t-butoximetilo, acetoximetilo,
clorometilo, bromometilo, yodometilo, trifluorometilo, 6-hidroxihexilo, 2,4-dicloro(n-butilo), 2-aminopropilo, 1-cloretilo,
2-cloretilo, 1-bromoetilo, 2-bromoetilo, 1-fluoroetilo, 2-fluoroetilo, 1-yodoetilo, 2-yodoetilo, 1-cloropropilo, 2-
cloropropilo, 3-cloropropilo, 1-bromopropilo, 2-bromopropilo, 3-bromopropilo, 1-fluoropropilo, 2-fluoroptopilo, 3-
fluoropropilo, 1-yodopropilo, 2-yodopropilo, 3-yodopropilo, 2-aminoetilo, 1-aminoetilo, N-benzoilo-2-aminoetilo, N-
acetilo-2-aminoetilo, N-benzoilo-1-aminoetilo, N-acetilo-1-aminoetilo y similares.

Ejemplos de los grupos alquenilo sustituidos anteriores comprenden estirolilo, 3-cloro-propen-1-ilo, 3-cloro-buten-1-
ilo, 3-metoxi-propen-2-ilo, 3-fenilo-buten-2-ilo, 1-ciano-buten-3-ilo y similares.

El término “alquinilo” como se utiliza en el presente documento se refiere a un resto de formula R-C=C-, en particular
a un “Cy-Cso-Alquinilo”. Ejemplos de un Cz-Csp-alquinilo comprenden etinilo, propinilo, 2-butinilo, 2-pentinilo, 3-
pentinilo, 2-hexinilo, 3-hexinilo, 4-hexinilo, 2-heptinilo, 3-heptinilo, 4-heptinilo, 5-heptinilo, octinilo, noninilo, decinilo,
undecinilo, dodecinilo, asi como di- y tri-inas de cadenas de alquilo lineales o ramificadas.
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El término “oxo” se refiere a un atomo de carbono, que esta conectado con un atomo de oxigeno mediante un doble
enlace formando de esta manera un grupo ceto o aldehido. El término “oxo protegido” se refiere a un atomo de
carbono, que esta sustituido por dos grupos alcoxi o esta conectado dos veces con un diol sustituidos que forma un
grupo cetal no ciclico o ciclico.

El término “alcoxi” se refiere a restos como metoxi, etoxi, n-propoxi, isopropoxi, n-butoxi, t-butoxi y similares. Un
grupo alcoxi preferido es metoxi.

El término “C3-Cr-cicloalquilo” comprende grupos como ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo y cicloheptilo.
El término “Cs-Cr-cicloalquenilo” se refiere a un anillo 1,2 o 3-ciclopentenilo, un anillo 1, 2, 3, o 4-ciclohexinilo, o un
anillo 1, 2, 3, 4 o 5-cicloheptenilo.

Preferentemente R' es un metilo, etilo, -CH(CHs)2, propilo, isopropilo, -CH,-CH(CHs)2, butilo, isobutilo, tert-butilo, -
CHz-C(CH3)3, pentilo, hexilo, -CHz-C5H5 -CHz-CL -CHz-Br, -CHz-F, -CH2-|, -CH2N3, -CHz-CECH, -CHzCH=CH2CH3 0 -
CHz-CiC|OC3H5.

En otra realizacion preferida de la presente invencion el medio de cultivo utilizado para la expresion heterdloga de la
ciclodepsipéptido sintetasa comprende la menos un D- o L-aminoacido de férmula general (1) R2-CHNH2-CO2H, en
la que R? se selecciona de entre el grupo que comprende

- C4-Csp-alquilo sustituido o no sustituido, C,-Csp-alquenilo sustituido o no sustituido, C2-Csg-alquinilo sustituido o
no sustituido, Cs-C1o-cicloalquilo sustituido o no sustituido, Cs-Cr-cicloalquenilo sustituido o no sustituido, que en
cada caso pueden interrumpirse por uno o mas atomos de oxigeno, atomos de azufre, atomos de nitrégeno
sustituidos o mono-sustituidos, dobles enlaces y/o por uno o mas de los grupos del tipo -C(O)O-, -OC(O)-,
-C(0O)-, -NHC(0)O-, -OC(O)NH- y/o -OC(O)O-. En particular R? es -CH,-CgHs (fenilo), - CH2-CH(CHs)2, -
CHa(CHsa)s.

Por lo tanto, el aminoacido se puede afiadir al medio de cultivo durante el crecimiento del huésped de expresion. La
alimentacion de un aminoacido al medio de cultivo tiene solo un caracter de soporte y mejora el rendimiento total de
expresion. Sin embargo, también es posible (y comuin) que al menos uno de los aminoacidos, preferentemente los
aminoacidos de origen natural son sintetizados por el propio huésped de expresion.

Antes de la transformacioén en el huésped de expresion, el casete de expresion es parte de un vector plasmidico.

Un ejemplo de dicho vector plasmidico comprende un casete de expresion con una Enniatin sintetasa se muestra en
la Figura 3. En este vector plasmidico el gen Esyn (Enniatin sintetasa) estaba clonada en el vector de expresion Tet-
On pVG2.2. Debido que el gen es grande (9,4 kb) la clonacion se llevd a cabo por el procedimiento de
recombinacién SLIC y homdlogo utilizando pyrG como marcador genético. Sin embargo, también son aplicables
otras técnicas de clonacion adecuadas.

El proceso de integracion del casete de expresion en el cromosoma de los hongos, tales como A. niger se muestra
ejemplarmente en la Figura 4. La integracion en el genoma puede ser por recombinacion homoéloga o heteréloga
resultando de esta manera en transformantes que albergan integracion de una o mdltiples copias del casete de
expresion.

El presente procedimiento permite la sintesis de al menos un ciclodepsipéptido que comprende la siguiente férmula
general (lll)

en la que R' y R? tiene los siguientes significados, R® es un resto C4-C3 alquilo, en particular un resto -CHz y m =3 o
4. Los ciclodepsipéptidos preferidos se muestran en la Figura 10. En la Figura 11, se muestran los datos analiticos
de CloroEnniatin obtenidos por adicién de clorolactato.

Las variantes preferidas son
- Ciclo(-N-metil-L-valil-D-3-clorolactil-N-metil-L-valil-D-3-clorolactil-N-metil-L-valil-D-3-clorolactil -) ([3Cl-Lac]s

Enniatin B)
- Ciclo(-N-metil-L-valil-D-3-clorolactil-N-metil-L-valil-D-3-clorolactil-N-metil-L-valil-D-lactil-)([3 C-Lac]. [Lac]+ Enniatin
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B)

- Ciclo(-N-metil-L-valil-D-3-clorolactil-N-metil-L-valil-D-lactil-N-metil-L-valil-D-lactil-) ([3 CI - Lac]s [Lac]. Enniatin B)

- Ciclo(-L-valil-D-3-clorolactil-N-metil-L-valil-D-3-clorolactil-N-metil-L-valil-D-3-clorolactil-) ([3 Cl - Lac]s Enniatin B 2)

- Ciclo(-N-metil-L-valil-D-3-bromolactil-N-metil-L-valil-D-3-bromolactil-N-metil-L-valil-D-3-bromolactil)([3Br-Lac],
[Lac]+ Enniatin B)

- Ciclo(-N-metil-L-valil-D-3-bromolactil-N-metil-L-valil-D-3-bromolactil-N-metil-L-valil-D-lactil-) ([3 Br-Lac]. [Lac]
Enniatin B)

- Ciclo(-N-metil-L-valil-D-3-bromolactil-N-metil-L-valil-D-lactil-N-metil-L-valil-D-lactil-) ([3 Br - Lac]1 [Lac]. Enniatin B)

- Ciclo(-L-valil-D-3-bromolactil-N-metil-L-valil-D-3-bromolactil-N-metil-L-valil-D-3-bromolactil-) ([3 Br - Lac]s Enniatin
B 2)

- Ciclo(-L-valil-D-3-bromolactil-N-metil-L-valil-D-3-bromolactil-N-metil-L-valil-D-2-hidroxiisovaleril-) ([3 Br-Lac], [D-
Hiv]1 Enniatin B)

- Ciclo(-L-valil-D-3-bromolactil-N-metil-L-valil-D-2-hidroxi-lactil-N-metil-L-valil-D-2-hidroxi-isovaleril-) ([3 Br-Lac]s [D-
Hiv], Enniatin B)

- Ciclo(-N-metil-L-valil-D-3-azidolactil-N-metil-L-valil-D-3-azidolactil-N-metil-L-valil-D-3-azidolactil-) ~ ([3 Ns-Lac]s

Enniatin B)

- Ciclo(-N-metil-L-valil-D-3-azidolactil-N-metil-L-valil-D-3-azidolactil-N-metil-L-valil-D-lactil-)  ([3 Ns-Lac]. [Lac]
Enniatin)

- Ciclo(-N-metil-L-valil-D-3-fluorolactil-N-metil-L-valil-D-3-fluorolactil-N-metil-L-valil-D-3-fluorolactil-) ~ ([3 F-Lac]s
Enniatin B)

- Ciclo(-N-metil-L-valil-D-3-fluorolactil-N-metil-L-valil-D-3-fluorolactil-N-metil-L-valil-D-3-fluorolactil-)  ([3  F-Lac].
[Lac]+ Enniatin B)

- Ciclo(-N-metil-L-valil-D-3-yodolactil-N-metil-L-valil-D-3-yodolactil-N-metil-L-valil-D-3-yodolactil-) ([3 I-Lac]s Enniatin
B)

- Ciclo(-N-metil-L-valil-D-3-yodolactil-N-metil-L-valil-D-3-yodolactil-N-metil-L-valil-D-lactil-) ([3 I-Lac], [Lac]s Enniatin
B)

- Ciclo(-N-metil-L-valil-D-3-yodolactil-N-metil-L-valil-D-lactil-N-metil-L-valil-D-lactil-) ([3 |-Lac]s [Lac]. Enniatin B)

- Ciclo(-N-metil-L-valil-D-3-ciclopropillactil-N-metil-L-valil-D-3-ciclopropillactil-N-metil-L-valil-D-3-ciclo-propillactil-)
([3 Cp-Lac]s Enniatin B)

- Ciclo(-N-metil-L-valil-D-3-bromolactil-N-metil-L-valil-D-3-clorolactil-N-metil-L-valil-D-3-clorolactil-) ([3 Br-Lac]1 [3 ClI
Lac], Enniatin B)

- Ciclo(-N-metil-L-valil-D-3-bromolactil-N-metil-L-valil-D-3-bromolactil-N-metil-L-valil-D-3-clorolactil-) ([3 Br-Lac]. [3
Cl Lac]s Enniatin B)

- Ciclo(-N-metil-L-valil-D-propagillactat-N-metil-L-valil-D-propagillactat-N-metil-L-valil-D-propagillactil-) ([3 Pr-Lac]s
Enniatin B)

- Ciclo(-N-metil-L-valil-D-3-bromolactil-N-metil-L-valil-D-3-clorolactil-N-metil-L-valil-D-3-lactil-) ([3 Br-Lac]; [3 CI
Lac]1 [Lac]s Enniatin B)

- Ciclo(-L-valil-d6-D-2-hidroxi-isovaleril-N-metil-L-valil-d6-D-2-hidroxi-isovaleril-N-metil-L-valil-de-D-2-
hidroxiisovaleril-) (d1g Enniatin B)

- Ciclo (-N-metil-L-fenilalanil-D-fenillactil-N-metil-L-fenilalanil-D-fenillactil-N-metil-L-fenilalanil-D-fenillactil -)
([PheLac]s Beauvericin)

- Ciclo (-N-metil-L-valil-D-fenillactil-N-metil-L-valil-D-fenillactil-N-metil-L-valil-D-fenillactil-) ((PheLac]s Enniatin B)

- Ciclo (-N-metil-L-valil-D-fenillactil-N-metil-L-valil-D-fenillactil-N-metil-L-valil-D-lactil-) ([PheLac]. [Lac]s Enniatin B)

- Ciclo (-N-metil-L-valil-D-lactil-N-metil-L-valil-D-lactil-N-metil-L-valil-lactil-) ([Lac]s Enniatin B)

- Ciclo (-N-metil-L-D-valil-D-fenilalanil-N-metil-L-valil-D-lactil-N-metil-L-valil-D-lactil-) ([PheLac] [Lac]. Enniatin B)

- Ciclo (-N-metil-L-fenilalanil-D-fenillactil-N-metil-L-fenilalanil-D-fenillactil-N-metil-L-fenilalanil-D-lactil-)  ([PheLac].
[Lac]+ Beauvericin)

Las estructuras quimicas de algunas de las anteriores y variantes adicionales se muestran posteriormente:
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Adicionalmente es posible y se prefiere ut zar el presente procedimiento para pr ducir compuestos marcados
isotopicamente y/o en particular deuterados que se pueden utilizar como referencias en las aplicaciones analiticas,
por ejemplo, en analisis de micotoxinas.

La invencion se explica adicionalmente por los siguientes ejemplos en referencia a las Figuras. Que muestra:

Figura 1

Figura 2
Figura 3
Figura 4
Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9
Figura 10
Figura 11

Una vista esquematica de la disposicion de médulos de la ciclohexadepsipéptido sintetasa (aqui, la
Enniatin sintetasa);

Vista esquematica del sistema de expresion integrado e inducible en hongos filamentosos;
Mapa del vector del plasmido de expresiéon con Enniatin sintetasa;
Vista de eventos de integracién unica o mdltiple en el locus pyrG;

Espectro de 1H-NMR de Enniatin B obtenida por expresion heterdloga de la correspondiente sintasa
de A. niger,

Espectro de MS de Enniatin B obtenido por expresion heterdloga de la correspondiente sintasa de A.
niger;

Espectro de MS/MS de Enniatin B obtenida por expresion heteréloga de la correspondiente sintasa de
A. niger,

Espectro de 13C-NMR de Enniatin B obtenida por expresion heteréloga de la correspondiente sintasa
de A. niger,

Estructura cristalina por rayos X de Enniatin B;
Derivados de Enniatin preferidos;

Datos analiticos de cloroEnniatin;
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Figura 11a
Figura 12

Figura 13

Figura 14

Figura 15

Figura 16

Figura 17

Figura 18

Figura 19

Figura 20

Figura 21

Figura 22

Figura 23
Figura 24

Figura 25
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Datos analiticos de la Beauvericin obtenida de A. niger;

Estrategia para para el intercambio completo de médulos entre dos secuencias que codifican NRPS
fungicas;

Region homologa seleccionada para el intercambio del moédulo de activacion de acido
hidroxicarboxilico entre PF1022 y Enniatin/Beauvericin sintetasa;

Vista de la generacién de la NRPS fungica hibrida: Boceto de una PFSYN/ESYN hibrida que contiene
un modulo 1 de PFSYN y un médulo 2 de ESYN. El acido hidroxicarboxilico especificamente viene de
PF1022 (D-Phe-Lac/D-Lac), la especificidad de aminoacido de ESYN (L-leu) para generar nuevos
ciclodepsipéptidos;

HPLC-ESI-MS de derivados quiméricos de Enniatin [PhelLac]o.s. Disolvente A: agua con un 0.1 % de
HCOOH, disolvente B: acetonitrilo con ACN con un 0,1 % de HCOOH. Caudal: 0,2 ml/min. Las
mediciones se llevaron a cabo con ESI-Orbitrap-M, Exactive, Thermo Fisher Scientific, HPLC Serie
1200 (Agilent Technologies) y un gradiente del 5 % al 100 % de 1 a 8 min y posteriormente un 100 %
de B durante 5 minutos mas. Columna: Grace Grom-Sil 120 ODS-4 HE, 2 x 50 mm, 3 ym, TCC = 20
OC;

Determinacion de identidad de ciclodepsipéptidos de Enniatin [PhelLac]o-3 quiméricos por mediciones
de MS en tandem. La m/z de los fragmentos (escision en enlaces peptidicos o éster) se corresponde
con pérdida de uno a varios amino o hidroxiacidos segun se indica. Disolvente A: agua, disolvente B:
isopropanol. Caudal: 0,4 ml/min. Agilent Technologies ESI-Triple-Quadrupol-MS, Serie 6460, UHPLC
1290 Serie Infinity (Agilent Technologies). Columna: Agilent Poroshell 120 EC-C+g 3,0 x 50 mm. TCC =
45 °C.

Estructura de la férmula de la Enniatin [PheLac]s y MS HR-ESI-Orbitrap para la determinacion de la
formula molecular;

Cambio de la especificacion de acido hidroxicarboxilico de Beauvericin (D-Hiv) en PF1022 (D-
PhelLac/D-Lac);

HPLC-ESI-MS de derivados de la Beauvericin [PhelLac]..3 quimérica. Disolvente A: agua con un 0,1 %
de HCOOH, disolvente B: acetonitrilo con ACN con un 0,1 % de HCOOH. Caudal: 0,2 ml/min. Las
mediciones se llevaron a cabo con ESI-Orbitrap-MS, Exactive, Thermo Fisher Scientific, HPLC Serie
1200 (Agilent Technologies) y un gradiente del 5 % al 100 % de 1 a 8 min y posteriormente un 100 %
de B durante 5 minutos mas. Columna Grace Grom-Sil 120 ODS-4 HE, 2 x 50 mm, 3 um. TCC = 20
OC;

Determinacion de la identidad de los ciclodepsipéptidos de Beauvericin [PhelLac]..3 por mediciones MS
en tandem. La m/z de los fragmentos (escision de enlaces peptidicos y éster) se corresponde con la
pérdida de uno o varios amino o hidroxiacidos segun se indica. Disolvente A: agua, disolvente B:
isopropanol. Caudal 0,4 ml/min. Agilent Technologies ESI-Triple-Quadrupol-MS, Serie 6460, UHPLC
1290 Serie Infinity (Agilent Technologies). Columna: Agilent Poroshell 120 EC-C+g 3,0 x 50 mm. TCC =
45 °C;

Cromatograma de iones extraidos de Enniatin B d18 obtenida de la cepa de A. niger dependiente de
alimentacién. Esta sustancia se puede utilizar como una referencia interna para la determinacion de
Enniatin en cultivos. No se habia informado aun de una referencia deuterada. El sistema permite la
sintesis de variantes de Enniatin, asi como variantes de Beauvericin deuteradas.

Cromatograma total de iones de Enniatin B [3-Br-Lac]s [Lac], y MS en tandem de Enniatin B [3-Br-
Lac]s [Lac]z;

MS en tandem de Enniatin B [3-F-Lac]s;

MS en tandem de enniatin B [3-Ns-Lac]s. El grupo azido permite la adicion de 1,3-ciclo dipolar para la
modificacion quimica adicional de la variante de enniatin; y

MS en tandem de enniatin B [3-I-Lac]s obtenida por biosintesis dirigida por precursor en A. niger. Las
variantes de enniatin que contienen yodo se someten a reacciones de eliminacién y sustitucion.

A. Hongos filamentosos como huéspedes de expresion

1. Términos y definiciones

e Huésped:



10

15

20

ES 2 682743 T3

o Un hongo filamentoso que pertenece a la especie Aspergillus niger
¢ Huésped dependiente:

o Un huésped que es capaz de sintetizar ciclodepsipéptidos solo si se afiaden precursores (hidroxiacidos) al
medio (ejemplo: cepa DS3.1 de A. niger)

e Huésped independiente:

o Un huésped que es capaz de sintetizar ciclodepsipéptidos sin adicién de los precursores (ejemplo: cepa
OV3.4 de A. niger)

2. Protocolo: Transformacion mediada por PEG de A. niger

El gen esyn1 de F. oxysporum se integré en el plasmido pVG2.2 para dar el plasmido pDS4.2 (Figura 3) que
comprende los tres componentes del sistema Tet-on: pgpdA::fTA2S-M2 para la expresion constitutiva del
transactivador riTA, tetO7::Pmin::esyn1, que media la expresion de esyn1 de una manera dependiente de la Dox y el
casete pyrG*, necesario para la seleccion y direccionamiento del sistema al locus pyrG de A. niger.

La transformacion que se lleva a cabo de A. niger se basa en el procedimiento descrito por Punt y col. Las cepas
receptoras que se utilizan eran negativas a proteasa (prtT") y auxotrofa a uracilo (pyrG’). Las construcciones
utilizadas llevan un gen pyrG mutado (pyrG*), que permite a los transformantes crecer en un medio que carece de
uridina solamente después de la captacion del ADN ajeno y después de la recombinacién homologa de pyrG* con
una version mutada del gen pyrG de A. niger (ambas mutaciones estan en diferentes localizaciones). La Enniatin
sintetasa se expresaba bajo el control del sistema de expresion Tet-On.

3. Materiales y soluciones:

SMC: 1,33 M de sorbitol
50 mM de CaCl,

20 mM de tampén MES

pH 5,8
TC: 50 mM de CaCl,
10 mM de Tris/HCI
pH7,5
STC: 1,33 M de sorbitol en TC
Tampédn PEG: 7,5 g de PEG-6000

TC hasta 30 ml

ASP+N (50x): 350 mM KClI
550 mM de KH2PO4

3,5 M de NaNOs
pH 5,5

Vishniac: 76 mM de ZnSO4
178 mM de H3BO;

25 mM MnCl,
18 mM FeSO4
7,1 mM CoCl,
6,4 mM CuSO,
6,2 mM NaMoOy4
174 mM EDTA

Solucion de protoplastacién: 250 mg de enzima de lisis de Trichoderma harzianum (Sigma)
SMC hasta 10 mi

pH 5,6

10
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(continuacion)

MM: 20 ml de ASP+N (50x)
20 ml de glucosa (50 %)

2 ml de MgSO4
1 ml de Vishniac

H->0O hasta 1| (adicion de un 2 % de agar para el medio sélido)
CM: MM, suplementado con:
10 ml casaminoacidos (10 %)

50 ml de extracto de levadura (10 %)
H>O hasta 1 | (adicion de un 2 % de agar para el medio sélido)

Placas de transformacion: 325,19 g de sacarosa
20 ml de ASP+N

2 ml de MgSO4
1 ml de Vishniac

12 g de agar

Aqgar superior: 325,19 g sacarosa
20 ml de ASP+N

2 ml de MgSO4
1 ml de Vishniac
6 g de agar

4. Procedimiento experimental

Las cepas receptoras (por ejemplo, MA169.4 o AB1.13) se cultivaron en 100 ml de CM (+10 mM de uridina) a 30 °C
y 120 rpm durante 10-16 h. El micelio se recolectd sobre un filtro myracloth y se lavd una vez con SMC. A
continuacion, se afadioé el micelio a la solucién de protoplastacion (en un tubo de ensayo de 50 ml) y se incubd
durante 1-1,5 h a 37 °C y 80 rpm. La protoplastacion se confirmé mediante microscopia. Después, los protoplastos
se recolectaron en un filtro myracloth y se lavé una vez con STC. La suspension se centrifugd durante 10 min a 10
°C y 200 rpm. El sobrenadante se decanté y el aglomerado se resuspendié con cuidado en 1 ml de STC. La
suspension se transfirid a un tubo de Eppendorf y se centrifugd durante 5 min a 10 °C y 6000 rpm. De nuevo se
decanto el sobrenadante y se resuspendieron los protoplastos en 1 ml de STC. La etapa de lavado se repitié dos
veces. Para cada transformacion, se afiadieron 100 ul de protoplastos, 10 ug de plasmido pDS4.2 (en 10 pl de H20)
y 25 pl de tampdn PEG a un tubo de ensayo de 50 ml y se mezclé suavemente. Se afadié 1 ml de tampon PEG al
tubo y se mezcldé suavemente. Después de 5 min, se afadieron 2 ml de STC y se mezclé. Se afiadieron 20-25 ml de
agar superior (enfriado a 40 °C) a la mezcla y se vertio en las placas de transformacion preparadas (J 15 cm). Las
placas se incubaron a 30 °C durante 3-4 dias. A continuacion, los transformantes se purificaron dos veces dividiendo
las esporas en placas MM para el aislamiento de colonias. Las cepas purificadas se analizaron por PCR vy
transferencia de Southern para confirmar la captacion e insercién apropiadas del plasmido pDS4.2 en el genoma de
las cepas receptoras (véase la Figura 3).

5. Datos analiticos del huésped mutante DS3.1 dependiente que sintetiza Enniatin y CloroEnniatin (Figuras 9 5 a 11)
Condiciones de cultivo:

Con el fin de identificar las condiciones 6ptimas para la produccién de enniatin con alto rendimiento se siguié un
disefio de la estrategia experimental utilizando el programa de software estadistico MODE. Se variaron los
siguientes parametros en cultivos en matraz con agitado de la cepa DS3.1 que expresa esyn1: composicion del
medio (medio minimo, medio completo, medio definido para Fusarium), aminoacidos (en particular L-valina, L-
leucina, L-isoleucina) con un suplemento de 0-20 mM), hidroxiacidos (en particular D-Hiv) con un suplemento de 0-
50 mM), concentracién de glucosa (1-5 %), temperatura, tiempo de cultivo (1-92 h) y concentracién de Dox (0-20
pg/ml). Los parametros que afectaban los rendimientos de enniatin eran Dox y D-Hiv. EI mejor medio de cultivo que
se identificé contenia 20 mM de D-Hiv, 20 mM de uno de los aminoacidos y 10 ug/ml de Dox. Esta composicion de
medio mejoraba el rendimiento de Enniatin un factor de 200. El rendimiento de enniatin se aumentaba
adicionalmente aproximadamente 4,75 veces aumentando la concentracion al 5 % y por adicion de talco.

11



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 682743 T3

Medio de produccidn de Enniatin (EM): 20 ml de ASP+N (50x)
100 ml de glucosa (50 %)
2 ml de MgSO4
1 ml de Vishniac

10 ml de casaminoacidos (10 %)

50 ml de extracto de levadura (10 %)

100 ml talco (10 % en 50 mM de tampon de
acetato de Na, pH 6,5)

H>0 hasta 11

La cepa DS3.1 (inoculacion con 5 x 108 esporas/ml) se cultivé en EM a 26 °C y 250 rpm. Tras 16 h, se afiadieron 10
mM o 20 mM de D-Hiv, 20 mM de L-Val y 10 ug/ml de Dox. La biomasa se recolecté después de 92 h, se liofilizd y
se extrajo la Enniatin B con acetato de etilo.

Procedimientos analiticos (véase las Figuras 5-9, 11):

Se registraron los espectros de "H-NMR y "*C-NMR de Enniatin B en un espectrémetro NMR Bruker Avance 400. Se
dieron los cambios quimicos en 8 unidades (ppm) con respecto a la sefial de disolvente. Los espectros de IR se
registraron en un espectrometro Jasco FT-IR 4100. El HRMS se llevd a cabo utilizando la técnica ESI en un aparato
LTQ Orbitrap XL. Las muestras de Enniatin se infundieron directamente en el espectrometro de masas.

Los datos de la determinacion de la estructura cristalina simple de Enniatin B se recogié en un difractémetro Xcalibur
Difraction-Oxford, equipado con un detector de area de CCD Sapphire S y un monocromador de grafito utilizando
radiacion MoK, (A= 0,71073 A). Los cristales adecuados se adjuntaron a las fibras de cristal utilizando aceite de
fluoropoliaquiléter (ABCR) y se transfirié a un goniostato en el que se enfriaron a 150 K para la recoleccion de datos.
Paquetes de software utilizados: CrysAlis CCD para la recoleccion de datos, CrysAlis Por para el refinamiento
celular y reduccioén de datos.

Resultados:

Enniatin B: Se podia obtener una produccion de Enniatin B hasta 1000 mg/l en la cepa DS3.1 y se verificd por
analisis MRM

Se podian aislar 393 mg de Enniatin B de la biomasa (27,5 mg) y el caldo de 1 | de cultivo del transformante DS3.1
con suplemento de 10 mM de d-Hiv y 20 mM de L-Val al medio.

La Enniatin B aislada se analizé por MS, MS/MS, IR, NMR vy cristalografia de Rayos X (véase las Figuras 5-10): 'H-
NMR (400,1 MHz, CDCl3) < 5=5,11 (d, 3Jun = 8,7 Hz, 3 H), 4,49 (d, 3Jynu = 9,7 Hz, 3 H), 3,11 (s, 9 H), 2, 32-2,21 (m,
6 H), 1,05-0,86 ppm (m, 36 H); "*C-NMR (100,6 MHz, CDCl;) & = 170,25, 169,31, 75,67, 63,20, 33,26, 29,91, 27, 92,
20,42, 19,34, 18,72, 18,50 ppm; IR(neto): v = 2963,6-2873,4 (C-H, CH3 y CH), 1736, 1 (C=0, éster), 1660,9 (C=0,
amida), 1183, 6 (C-H, isopropilo) 1011,0 (CO, acido a-hidroxicarboxilico); ESI-HRMS: m/z calculado para
[C33H57N30g+Na]*: 662, 39870; encontrado: 662,39859.

Generacion de analogos de Enniatin
Protocolo de experimentos de alimentacion

Se cultivé la cepa DS3,1 en las mismas condiciones que se han descrito anteriormente, En vez de D-Hiv, se afadio
el correspondiente clorolactato de hidroxiacido (10 mM de concentracion final). La alimentacion se puede llevar a
cabo una vez o repetidamente en diferentes intervalos de tiempo durante el cultivo discontinuo o semi-continuo.

Una estrategia equivalente se proporciona para la Beauvericin (véase la Figura 11a).
B) Procedimientos y datos analiticos para la generacion de una sintetasa hibrida
1. Estrategia de clonacion para generar sintetasas quiméricas (véase la Figura 12-14, 18):

Se adquirieron los plasmidos de expresion que utilizan el promotor T7 para la expresion heteréloga en E. coli en
Merck Millipore. La expresion proteica de todos los genes hibridos que codifican las NRPS se clonaron por insercion
mediante los sitios de transcripciéon en la copia alta del plasmido pRSF-Duet1. Se llevd a cabo la biosintesis
combinatoria por un sistema mediado por recombinacién A. Las secuencias del dominio o el médulo deseado se
amplificaron mediante PCR (polimerasa Q5, High-Fidelity, New England Biolabs) y se subclonaron en pRSF-Duet1.
Se integré un marcador genético (que codificaba una secuencia de resistencia a estreptomicina) que es necesaria
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después de la recombinaciéon en un unico sitio de restriccion en el fragmento subclonado. Los clones positivos se
exploraron por la resistencia a la estreptomicina y posteriormente se elimind la resistencia por estriccion y auto-
ligamiento del sitio cortador unico flanqueante. Las células de E. coli BW25113 electro competentes se
transformaron con el vector deseado con el gen original NRPS se cultivaron a 30 °C para proteger el plasmido
termolabil plJ790 que alberga la A-recombinasa RED (gam, bet, exo) y proteinas protectoras de ADN. La expresion
de la recombinasa se indujo por adicion de arabinosa antes de que las células de E. coli BW25113 se transformaran
con el moédulo que contenia el plasmido hasta 70 pares de bases se escogieron como region homologa de
solapamiento (modificado después de Gust y col. / Zhang y col. 1998).

2. Produccioén de Enniatin y Beauvericin quiméricas con sintetasas quiméricas expresadas en E. coli:

Condiciones de cultivo y extraccion

Las células de E. coli BI21 gold se pre-cultivaron durante una noche a 37 °C en 20 ml de medio LB a 200 rpm. La
inoculacion del cultivo principal (50 ml de medio LB) con pre-cultivo en una relacion 1:100 se cultivd hasta una
DO600 a 37 °C y se indujo con IPTG a una concentracion final de 0,25 mM (Carl Roth) y se incubé adicionalmente
para la expresion proteica y produccion de péptidos a 18 °C durante 24-48 h a 200 rpm. Las células se recolectaron
y el aglomerado celular se extrajo con 5 ml de MeOH (de calidad técnica). La solucion se sonico durante 5 minutos y
el sobrenadante se evaporo.

Analisis con HPLC-ESI-MS, HPLC-ESI-MS y MS en tdndem (véase las Figuras 15-17, 19-25)

Para la analitica compleja de los extractos en bruto se re-disolvieron en 200-500 pl de MeOH (calidad de HLPC) y
los sdlidos suspendidos se centrifugaron a 14.000 x g. Se llevo a cabo la HPLC-ESI-MS para explorar nuevos
derivados. Para todas las mediciones, los inventores utilizaron tecnologias Agilent en cuanto a las columnas y el
equipo de HPLC (Eclipse Plus C1s, 2,1 x 50 mm; UHPLC 1290 Serie Infinity, ESI-Triple-Quadrupol-MS, Serie 6460).
Utilizando un sistema de fase movil los inventores afiadieron un 0,1 % de HCOOH en H2O (A) y ACN (B) con un
gradiente desde un 5 % a un 100 % durante 2,5 min y posteriormente un 100 % B durante 5,5 minutos mas.

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Technische Universitat Berlin
<120> Procedimiento para la obtencion de metabolitos microbianos secundarios o derivados de los mismos
mediante expresion heterdloga de al menos una sintetasa de dichos metabolitos secundarios en hongos
filamentosos

<130> TU110WO

<150> EP14160821.6
<151> 20-03-2014

<160> 2

<170> PatentIn versién 3.5
<210>1

<211> 9378

<212> ADN

<213> Fusarium oxysporum

<400> 1
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atgtcaaaca
tgeceocecttac
cggeactteg
tgtgatgtea
gatatcccca
cagacaccaa
gtcttgaaag
gtgatacaag
ctggaggacce
gattatacag
gtcgagtgee
gaaggcttag
aatgcgcgocg
acaagtatct
gecetetteg
gatggeecoeg
tocggatgtca
ggacttcgeca
gtgctactgg

gtagaagaat

tggcaccact
teceteatga
gcttgageceg
tagattgege
atacagtgga
tctitgaggac
aaggctgect
atgaagcagt
cgagtacgaa
tecaggaacg
ctecgoatcaa
atgcctecgt
cagaacatca
gtcgggetge
gtgttgtgac
caaggacagt
ttggggcaat
atatccgeeg
tgactgacgy

cggatagatt
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coctacgatg
cgatgagaaa
agacaagatc
cgtcocgacgat
catccagegt
cggcatcttt
accgtggatg
cgecgetatg
gcaaaggctg
catcettcag
ggatacagaa
atttccecctt
tatctcatac
actcogeagtt
agaacaatct
agtgectate
caccgcacac
taccggagac
tgatgctece

catgecoctge

ggcgttgage
cactcagaca
gaaaatgtct
cggeggoaty
ttageccocgeag
acatcagaaa
tacgcgacat
actggacecge
ctcatetgga
cgggttctea
catgtctcte
ctaccatctc
acgggaccag
cttetatete
cacaactceg
cgoegtecttt
gaacacgcca
gacgggtctyg
aagaccoecty

gctaategtyg
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agcaagccct
acctttacga
taccatgtac
ctatecggtea
cctggaaaga
ccggegactc
gtctoggcat
gttgcaatcg
cattcageccea
cagtatacga
ggttttggca
acctaactgt
tccagaggaa
gcetttacaca
aggaccaaag
gtgcececaga
tgcgcgggtt
ctgcttgtgg
ggagtgtact

coecttotget

atcactttca
gcaagcaact
tteoettteaa
cgtegtotat
ggttgtgcgg
ttttcagatc
gaagggggca
atatgtegte
tgctttagtg
cggecgggac
acaacacttt
gtgcaatccc
gtggtcccat
ctetteggag
acggtcaatt
tcaatatgtg
tgagcacgct
attccagacc
tcatcgaagt

cgactgocag

60
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180

240

300

360
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540

600

660
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1020

1080
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atggctggea
cagatgtcte
gatctgcecte
aaatggaatt
tgggctgctg
gcecgagctag
ccaggacaag
ctegecegtece
aggatggececc
aacaccacct
tccttaceee
gttattttca
ttegtgtoegt
cttcaattceg
cacggcgget
atcaaaaggg
cocggaagatg
attcgggata
tcaactatgt
cgggcetgtag
attggctgea
goegoogooge
aaattatcca
ggcaccatcg
gagatcagcg
gcecegaageta
gggtcatcta
gagataaacg
cacatggaaa
attgctagea
cacgatgcec

aatcttaate

actcggcate
gctteectgeg
tggtcaaaga
cagaacgcct
gcgatoccaa
acaacatatc
caatactcce
tcaaagccgg
aggtctgtca
tacgttecegt
gcgecgatgg
catctggecag
gtgctatgaa
cotcatatge
gegtetgeat
cecaggtgaa
toccetggact
cctgggecte
greagoegtcoac
gogeacgate
ttggagagcet
cggacaagtc
acgoctttaa
tetgeoectggyg
cagtggaagc
tcaaacgctc
agagtttate
cgaagttgca
atcttecteg
agctattggy
cagcaactgg

ccaactctea
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cctagtocgea
acagctagga
actggacgtc
aacaatgcaa
caaagctgca
cteccegktcte
actectgette
tegggeatte
gcagacctcc
cgtttecege
ccgottaaag
cacaggagag
atttggooce
gtttggoget
ccctteoecgat
ctgggtgata
acaaacactyg
ccaggttcega
ggaagtcage
ctggatcatt
agtgatcgaa
caccttbtote
attttacaag
acgcaaagat
cagtctacga
ggattcgtca
tgeggeagac
gcaaatcctt
aactgccacc
tgaattgtet
tatagaggtc

agatgtegga

cgatatgatc
tacctgatece
gtgacggcgg
gacgccttaa
gttttcogett
gcecgtgtata
gagaagtcaa
acactcateg
goccacagtcg
tgecattgtgy
gccaccgtga
ccgaaaggca
gegeteggaa
tgtctggtag
gacgatcget
cteactoegt
gtattggttg
ctectgaatyg
cogetoteooe
gatcceogacyg
agtccgggca
ctagcaccce
actggagatce
tegecaagtga
cgacaactac
ggcagcacag
geogttatet
ccccagcatt
ggcaaagcgg
cagaacgtga
aagctgaagg

gegagtttot
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ataatgtgat
aacaattteca
aggattgtge
tccacgacac
gggatgggga
tccaatccct
aatgggtcgt
acccgtgega
ctctcaccte
tegacgacga
agccacagga
tcatgatcga
tggatgagcea
aagttgtgac
tgaacaatgt
cgtatategg
gagaacctat
cctacggtea
tcgaaccogaa
agectgateg
ttgcgecgega
cggectggta
tegtgegtta
agatccgagy
ctagtgacat
tettgactge
tggatcacgg
ccgttccate
acaggaaaat
catctcaace
agetttggtt

ttgacttagg

cgacccacge
tcatcacgte
ggaaatcgag
catatcecaag
atggacatac
ggacttgaga
cgccacaatt
cccctecggea
caaactccac
acteccttegyg
cttggectat
acatogggay
cacgogeget
agectetgatg
accggagtte
gacattcocag
ctcagogtcet
gqagtgaaagc
caatateggt
tcttgoteeca
ctatatecate
tecageoggg
tggacctgac
gcagcgegta
catgooogtg
cttcttgata
tgctaccaac
ctattatate
gcttcecgatcet
gattgagaag
toctgagecttg

cggaaattee
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attatecgeca
gacatattecc
ccatacagce
caaaacdagaa
ttegetgtge
cttgaacagec
cagatcatcee
gagggtggtc
gcaggctgga
atgcaccaca
ctctacgeeg
cagtacagcg
cagcteccagt
tteoceoccogte
gagctgtate
ctgetogetg
ggcatcccoca
aacacgcagt
caggtcagat
gtttecagege
tttgetgttc
cctategeca
gacggactga
aatgttgtca
atecteggttc
atcaagagga
gccgcocaacce
ctggacaata
acgctggtca
ctcaaggega

gacatcttgt

tcaaaatggt
agaatcccac
ttattcccaa
tgtggttect
geatgegagy
gtcatgagac
atgatagact
tcaagacact
gctcaacect
tcatctcega
ccgectetgea
acttogeoogt
actggaagaa
cagatctoet
agaaactaag
ctttoogege
ttgcaaaceg
gtatgecgeat
ctaccactac
ttecageetgg
actcgcagaa
gcaaggccta
agggcagttg
gegtgttttt
ttcecactgac
ctaactacce
cagaggttat
agtctgaget
gtgttottge
acctggegta

cgagogtgte
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aaacatggeg
gctegetggt
ggttaccecge
ggatcagttg
teecggtggat
actacgaact
cteocaaagag
ctacaaagta
catececgecte
cggctggtee
gggcaaggat
gtggcagaag
gcaactcgca
gtecggtgac
gggcettetge
ggogeattac
taacecgetgg
cgecgttgac
agetgegttt
ccatagagat
ggaccttgga
caccagatte
caactttgce
ccagattcta
tgatggagtc
tcgegattcg
cgctgttacc
gctectcacga
tecocoggtet
tettectett

tggaaacacc

aggtcagcetg
ctcaaggcta
caaggccctyg
tctgagggtg
gttgatgegt
acatttgaga
ctacaagtca
gagaccacca
ggcaaagacyg
atcgacgtte
ccttcecteoyg
caggaggocc
gatagttcac
geaggegttyg
aacaagcaca
cgtetcacag
gagctggaga
gagacggata
gcgcacgagg
ctctegegaa
cgtttcgage
gatgtegagt
acagatctct
cgecatggee
gaggagcttc
agcgtggtag
gactcatctt
tggecttegac
tgocgagacta
gacgtgaggt

atagttctta
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ggatagcact
ttgtcattgg
ttagecgagceca
cttecatggta
tgacgegtge
accaagatgg
tegatgecett
cattcgacat
atcacattct
tcegecgega
cactaacccec
aagcagctga
ctgccaagat
tgoecegttge
acagcactge
coegttgacga
acatgattgg
catttgagag
atgteceett
caccgetgge
tggagggtat
tecatetgtt
tcaagccecga
ttgaccagce
gcaggttgga
atgtcttccg
cteogtetgac
gacgtaactt
tegttgecta
ceecggtgac

tgggetotgg

gaaggtatcc
tacttecgectg
gtcttatgcyg
tctgattcet
tttgeteget
tgttggagtc
ggatggtgac
cacatcecgaa
gtctatcgte
actcateccaa
cctaccecatc
gcacgagagyg
ccctacegac
catogacgge
cttetecate
cgoogtgate
tttetttgte
tetggtgege
cgagegtgte
acagataatg
ccagtctgag
ccaacaggcoa
aactateccag
tgagacgtgt
tectgeoctggaa
cgaacaagct
ttatgcagag
gacgccagag
tgttggtate
tegtatgaag

ggtagaggat
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cctggetttg
atcgaggacg
acatcoggtt
ctecgtcaaga
aaccetgect
gtcgtcoctgea
aaagagcgcg
gcgegegagyg
aaggaagccyg
actgaggctg
ggtgttcocca
caacttgtcg
ggctacacta
actttcaagg
gagttcttcg
gaagttgagt
gggggcggag
aatgatacca
gagagtggta
tttaagggct
tggttggacyg
atecggtaceg
ggtecttgatc
aagtteogeag
gaagtacace
tatctcogeeyg
ggcgatatca
ctcggcacca
gatcgagagy
ccagatgttg
agecgectate

catattgaga

acttaccgea
tgcaagactce
caactggtaa
gtgacaactt
tecgacggage
tcgactacct
tcaacgecoge
ctttgaagaa
tggaggccat
gaataatcag
ttggtggaag
gececttggegt
accccgagcet
cttaccgtac
geccgeatgga
ctgeccatget
aagatgaagg
cggaggagga
tgtactecgga
ggacttctat
acgctattcea
gtagtggtat
catccaagtc
gaaaagccaa
ccgatctegt
aggtcatcga
gatcatatgc
ataacaacgc
aagagtttct
tcaagecatgt
gctacacgge

aggatagcetg
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actagagctc
tccccaaceg
acccaaggyge
tcoctggette
catctgggag
gaccaccctyg
cttettegea
tettgactte
gecegcttgtg
cacgtgetat
tatctacaac
catgggagag
caacaagaac
tggtgaccgg
caaccagttc
cagcctcaag
gccactcgag
agagacaggce
tatcagcacc
gtacgatggt
caccctgeat
gatcctgtte
agcagtecgag
ggtccacgte
ggtcttcaac
tggccteatt
taccaacgga
caccaaggat
cgttgagect
tgagatcatc
tgttgtgeat

ggttgacttt

gtacgcatca
tetgecacaa
gtcatgateg
cceteceoecg
atcaactgga
gacggcaaagqg
cctgegatge
cttattgttg
agaggcaaga
aacatccecca
toetggtgect
cttgttgtta
cgcttecateg
atgecgtgeac
aagatccgcg
aatgtcctta
atggtcggat
aaccaagttg
geegtggace
aaggatatcg
aacggeccaga
aacctcaacc
ttegtecaaca
ggcatggeca
teegttgtte
gocatccecca
cacttecteg
agggtgcgeco
gocttettca
cccaagaaca
ctgcgggatyg

gaggcgaagc
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ccgacacttt
gectegecta
agcaccgggce
ctegeatgtce
tgetectgaa
agcteogetge
tcaagettta
gaggtgagag
ttgccaatat
aggatgaggce
acgtcatgga
ccggagacgg
acatcaccat
gagtaggcga
gcaaccgtat
acgcegecat
teoategtege
agggctggea
aatctgeccat
acaagggcga
tecctegega
cgggcctcaa
gageccgtcga
cagacgtcaa
aatactteccc
gogtcaageg
ccgcacgcgc
agaagatcca
ccactctgaa
tgaaggccac
aaacggacga

agatggacaa

cgatgagacc
cgtegtette
cattgtgegt
aaatgtcttc
cggeggaaca
tgtgttoegee
cctegttgat
gttegatace
ctatggtecyg
ttacaccaat
tcctaaccag
tgttggtcga
cgaggygcaay
cggtctectt
cgaagcaggg
tgtcgtcecege
ggacgacaag
ggaccattte
tggaaacgac
gatgcaggag
tgtecteogag
cagctacgtt
gteectectoce
caaactogge
cacacccgag
catcttectt
catccacacg
ggagctggag
ggagcegacgt
caacgaactc

acctgtgtat

gacggctctt
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cttgaccace
gcccacactyg
accaagggta
cgegectcac
gaagtcagcg
tttccaccct
tcatcactca
caagtccgcog
gtgctggaca
agagcacgaa
gatatcgaga
agcgatcact
atccageace
gccgatetgg
caggacaagce
tgcgaggagt
cteggtggte
accgccatca
ttggagtctt
tacactgecat
cggcctcaac
caaaaggecct
atcgacttee
gacaagceteg
gtcogttgage
gcaaccggtyg
atccaatteg
gctetgtatyg
ggtagaaacc
cgtgaagaag

cacgacacca

tgecgectete
cctttgaacyg
cactcgatgg
tcaccgtceec
ctgectegeeca
ccagcactga
cccteogeocaa
agaagctcca
cgatgeetet
cactgccgaa
tecacgetgtg
tcttecaget
gtetecatgt
cagtcatecat
aaggctggtc
tecgecagcetgg
actcgectcat
cagtcaagga
cgcattccaa
tccagctect
tggactcctyg
tcctettega
ccagcaatge
atatgttcag
acctcaactt
actacctgga
ccatcetgaa
atggtttgag
tocecocace
gttatcectt

ataacggtat
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caaggatgct
tegtategtt
tgecageetgg
cgacatcctyg
gtggtcccaa
ccgeactcta
cocgeectete
gacgetggtc
caatactaac
gcagcagact
cgaggaggca
cggcggteac
gegggttact

ccgtcaagga
ctcgagagtt
tecttggtgte
ggctactaag
catcttecgac
gagctacgag
cgatectggaa
ctacggcacc
tceccacgace
agatgccgaqg
aactgtctte
gectattgag
tgttcatgga
gactgecectee
ttttgagtac
aacacagttt
ctggegegag

gtctgagecaa

atgagtgtgg
gagtctcteg
ctetcageag
gagatcgcca
agtggtgctt
atccagttcc
cagaagctge
ccgtcttaca
ggcaagateg
geggegectyg
actgaggtcet
tcteteecteg
gtgaaggacy
cttgctatge
gcecectegta
cecggttggta
ctagctgtge
tacceotgtge
gagtctggcg
gaceccccaag
atccaggatg
ggcgagcccc
accctcacca
ctggaggecyg
accatcgaga
aaggacccetg
tetgtacgtyg
atecgteeogtg
gegegataca
gttctgecaga

gagatgccag
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cggttagecaa
atgaggataqg
ttegetecga
aagaggctgg
tagacgcagt
ccacggacaa
agecgecgteg
tggttcctec
acagaaagga
tgccggactt
ttggaatgaa
ctacgaaact
tattecgacag
agaaccctgt
cagaagtcga
tcactgacaa
gaattggccg
ttttccaatt
acgatatcca
actttgttca
tctaccegte
gaggtcttgt
aggctatcgg
caggegatet
ctgagaagaa
tecgtetagg
ttetectgeg
gtetocacgt
tgcagtatge
acgcgeecat

cotccaagge

catcacctac
caaggatgac
agccgaaaac
tttecocgagtt
cttccaccac
cgagecttega
tgcecgetcetg
gaatatcgtg
gettacgegt
ccctatctet
ggttgaaatce
catttectege
cectgtettt
tgctgaagga
gaagatgctyg
cttcttegat
tcgecttgat
ggcgaagaag
gatggccgat
gtcccagatt
tacgcagatg
gecctttetat
agctctagtt
gtaccaagtt
cgtcaacact
ccaccecgtge
aatgteceac
tetetacage
tgcacacagt
gacagttcta

ggtacacectg
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teagaggteyg
gbettcaaca
tteggeegta
cocctgcacaa
atccgegace
gaaatcaage
acgtaccaca
ggagttttgg
gegggagagy
ctttacaatg

ttgaacgagg

tecaacgttee
cegectgtge
ttgtetetgg
acgecogtgec
tacgcgacca
gtaactgcac
acttegagta
caaagtatgt
ttgaggegga
aggcgaggat

ctttgtag
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agoegeaaget
ecttgteocta
togacaaggt
cgtocacgea
ataccteoge
ggactggcce
ccacecogag
tgagttgagt
tggagttaac

tagacatgtg

<210> 2

<211> 9471

<212> ADN

<213> Beauveria bassiana

<400> 2

atgtcaaaca
tgceccttac
cggeactteg
tgtgatgtca
gatatcccca
cagacaccaa
gtcttgaaag
gtgatacaag
ctggaggace
gattatacag
gtcgagtgeco
gaaggcttag
aatgogogcyg
acaagtatet
gocdetotteg
gatggodedg

tcggatgtca

tggcaccact
tecctcatga
gettgageeyg
tagattgcge
atacagtgga
tcttgaggac
aaggctgcct
atgaagcagt
cgagtacgaa
tdcaggaacy
ctcgcatcaa
atgcctcogt
cagaacatca
gtegggetge
gtgttgtgac
caaggacagt

ttggggcaat

ccctacgatyg
cgatgagaaa
agacaagatc
cgtegacgat
catccagcgt
cggcatcttt
accgtggatg
cgeegetatyg
gcaaaggetyg
catectteag
ggatacagaa
atttcocectt
tatctcatac
actegeoagtt
agaadaatcet
agtgectate

caccgcacac

attcogaaaca
gocaaggaat
ctaccagteg
cgcgtegacy
actctgcecot
gaagaattga
agcegaagttyg
gaaaacgage
ctgaaggtca

cttgaggaaqg

ggogttgage
cactcagaca
gaaaatgtet
cggeggeatyg
ttagccgcag
acatcagaaa
tacgcgacat
actggacoge
cteatctgga
cgggttetea
catgtctete
ctaccatcte
acgggaccag
cttetatete
cacaactecyg
cgegtoettt

gaacacgcca
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gtaccaacac
ceggetcaca
tetggeagga
atggaaaccc
tocgaatcget
ccaacttcte
acaaccaaaa
cgetgtacga
ctgttgttge

tttgcaaaac

agcaagcccet
acctttacga
taccatgtac
ctateggtca
cctggaaaga
ccggegactce
gtcteggeat
gttgcaateg
cattcageca
cagtatacga
ggttttggea
acctaactgt
tccagaggaa
getttacaca
aggadcaaag
gtgcdccaga

tgcgegggtt

ccaagegace
ggatgtogte
catecategge
ccaacgecatc
tggcttegay
tgtctgogty
ggttgagatg
tettgetatt
aaaggcaagy

tttcaatggt

atcactttca
gcaagceaact
tteccttteaa
egtegtetat
ggttgtgcyg
ttttcagatc
gaagggggca
atatgtegtec
tgetttagtg
cggeegggac
acaacacttt
gtgcaatcec
gtggtcccat
ctetteoggag
acggteaatt
tecaatatgtyg

tgagcacgcet

8820
8880
8940
2000
9060
9120
9180
9240
9300
9360

9378

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020



ggacttcgea
gtgctactgg
gtagaagaat
atggctggea
cagatgtcte
gatctgocte
aaatggaatt
tgggetgctg
geegagetag
ccaggacaag
ctogecegtec
aggatggcece
aacaccacct
tecttacece
gttattttea
ttegtgtegt
cttcaattcg
cacggcggcet
atcaaaaggg
ccggaagatg
attcgggata
tcaactatgt
cgggctgtag
attggctgea
gcgoogecge
aaattatcca
ggcaccatog
gagatcagcg
gcegaageta
gggtcatcta
gagataaacg

cacatggaaa

atatcegecg
tgactgacgg
cggatagatt
actcggcatc
gcttcotgeg
tggtcaaaga
cagaacgcct
gcgatcccaa
acaacatatce
caatactccc
tcaaagccgg
aggtctgtca
tacgtteoogt
gogocgatgg
catctggecag
gtgctatgaa
cctecatatge
gegtctgeat
cecaggtgaa
tcectggact
cctgggecte
goeagegtoac
gogeacgate
ttggagagct
cggacaagtc
acgcctttaa
tetgectggg
cagtggaagc
tcaaacgete
agagtttatc
cgaagttgca

atectteotog
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taccggagac
tgatgctccc
catgeectge
cctagtegea
acagctagga
actggacgtce
aacaatgcaa
caaagctgca
ctecegtoto
actectgettce
teogggeoattc
gcagacctce
cgttteocege
ccgcttaaag
cacaggagag
atttggocoe
gtttggeget
cccttecgat
ctgggtgata
acaaacactyg
ccaggttcga
ggaagtcagce
ctggatcatt
agtgatcgaa
ccectttete
attttacaag
acgcaaagat
cagtctacga
ggattegtca
tgcggcagac
gcaaatcctt

aactgecace

gacgggtctyg
aagacccctg
gctaategtg
cgatatgatc
tacctgatce
gtgacggegyg
gacgccttaa
gttttegett
geegtgtata
gagaagtcaa
acactcatcg
gccacagteg
tgcattgtgg

geccaccgtga

ccgaaaggca
gcocgctoggaa
tgtectggtag
gacgatcgct
ctcacteoegt
gtattggttg
ctcctgaatyg
cogetetece
gatcccgacy
agtcecgggea
ctagecaccec
actggagatc
tecgeaagtga
cgacaactac
ggcagcacag
gccegttatet
ccocageatt

ggcaaagegg
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ctgcttgtgy
ggagtgtact
cecttetget
ataatgtgat
aacaatttca
aggattgtge
tccacgacac
gggatgggga
teccaatecct
aatgggtcgt
acccgtgcga
ctetcaccte
tcgacgacga
agccacagga
tecatgatcga
tggatgagea
aagttgtgac
tgaacaatgt
cgtatatcogg
gagaacctat
cctacggtca
tcgaaccgaa
agectgateg
ttgecgegega
cggoctggta
tegtgegtta
agatccgagyg
ctagtgacat
tettgactge
tggatcacgyg
ccgttecatce

acaggaaaat

attccagace
tcatcgaagt
cgactgocag
cgacccacgc
tcatcacgte
ggaaatcgag
catatccaag
atggacatac
ggacttgaga
cgccacaatt
ccocctcggea
caaactcecac
cctecttogg
cttggectat
acatcggggg
cacgogoget
agctctgatg
accggagtte
gacattccag
ctecagegtcet
gagtgaaagc
caatatoggt
tettgeteca
ctatatcate
tccagoogggy
tggacctgac
gcagogegta
catgcccgtg
cttettgata
tgctaccaac
ctattatatc

gottegatet

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

13800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940



attgctagca
cacgatgeoec
aatcttaatc
attatcgecea
gacatattce
cectegacea
gagcagtett
tggtacetga
gctgetetge
aacggtgtag
gcgtegtece
ttcgatctga
catgtettgt
cggcaagaac
goecgtgagea
gtogcocgage
gocaagetge
ccggtggaga
acgaccecegt
gtcocgacgacyg
ctgattggtt
tttgaggget
gteceetttg
tcccagacge
tttgagetag
gctgaattte
gaattgttca
catggactgg
gagctcgaca
agcocctagteg

gactcatcag

agetattggg
cagcaactgg
ccaactctca
tcaaaatggt
agaatccocac
tcacgacgeco
actetcaagg
taccttatge
tggecgttgga
gagtgcagat
acggcgatga
cttgtgagge
ctattgtcat
taggccaget
cgetececat
atgacagaca
ccaccgattt
tttegggecga
ttgeegtget
ccgtegtggyg
tetttgteaa
tggtacgccea
aacgegtegt
ccctggcaca
aaggtctega
acctgttceca
agctagagac
agcagcctaa
gcatgggect
acatcttceg

cacgtctgac
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tgaattgtet
tatagaggte
agatgtcgga
aaacatggeg
gettgetogt
ctttgecace
tegattgtgg
cgttegeatg
gcagcgacac
tgttecaccaa
cggctaccte
gggctggagy
gcatcacatt
ctacgcageg
acagtatcga
gcttcaatac
coceooogacca
gctgttecaa
tetggeegeg
cacgcccatt
cacgcaatgt
agtcocgtagg
gtecgeeatg
gectecatettt
gteggaacet
aactegtgac
gatgcaaaat
atccttgata
cttgaagatt
cagccaggtt

gtatgctcag

cagaacgtga
aagctgaagg
gocgagtttcet
aggtcagetg
cttcaggeeg
atteceggegt
ttectegace
cggggagete
gagacectge
agacttgoca
cageccacttg
gcatcactca
gtcteccgatg
gttttgecatg
gacttttcoca
tggecggaaac
cecttgetgt
aagctgcaca
tttegtgetg
goccaaccgga
atgogeatca
acaacgactyg
ctacecggeag
gcegtgecact
gttgcgaaca
ggattaaacg
gtcogtcageqg
tcegttttge
categggygygc
getacttgte

ctggaccatc

21

catctcaace
agetttggtt
ttgacttagg
ggatagcact
tgatgagcgg
cgacttggga
agcetggatat
tcaacattga
ggacgacctt
aggagctgaa
agcaggagca
tctgegtegyg
gectggtecat
gcgacgagga
tgtggcagag
agctegeaga
coggogacge
ggttctgcaa
cgeattaceg
accggeccga
cegtggacga
aggcttttga
gaggaggatc
cgcaagaaaa
aggcatatac
gctacttgaa
tcttcttaca
cgcttactga
ttgaatatca
ctgatacaat

agtccaacct

gattgagaaqg
tetgagettg
cggaaattce
gaaggtatce
cgattetacg
cggacecegtt
tggagetgta
cgetetacgt
tgagaaccaa
aattategat
gaccactcca
cgaggaccat
tgacgtgectg
tectetgteg
acgtcaacaqg
ctgctegeeg
tggcagegta
cgtgaccagec
actcaceggg
getggagege
tgatgataca
aaacgaagat
cagagatttg
tctaggecaag
gegetttgac
ctttgcegeg
gattctacgc
cgggttaaag
gecgagactct
tgcogtcatt

actcgaggcc

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

414Q

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800



tggattogece
tgcgagacaa
gatccaaaat
atcatcctge
gtacgeattt
gacttgtcgg
gggcgaccaa
gtgataccaa
tttgacggcg
attgactatc
atcaactgtg
ggcttaaagyg
gtecgaggcac
ggagtcatga
ctaggtogeog
ggcceccggceg
gacceagoac
gcatatcgga
tttggacgca
gaagetgeoca
caagaggaac
caagaggcca
aacggcateg
atgtacgatg
catactctac
atgatcttgt
gcggtcgagt
gttcacactg
atactaaact
gcteotggtcee

ctacacagac

gacgacgtge

gcaaaggctt
tecatcgectt
ceccctgtete
ttggoctecga
ctgacgectt
cteccgtegge
agggagtcat
actttcececce
cgacctatga
tgaccacatt
caatcatgac
gactcgacat
agactctggt
gtactctgta
ctatagacaa
ttttgggaga
tcocgacagaga
ccggagacey
tggactttca
tteteagtea
aagagccaga
cagacaacca
atgeaataag
gaagtgaaat
gegacggteca
ttaacctegg
ttgtcaacaa
gcaccgecac
ctgtggttea
ggatacgcgg
agtttcttge

ggagatacat
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googgecgaa
tettggtatt
tecgtatgagg
cgtggecgen
gaaatctggt
gaacagtctt
ggttgagcac
gttgcgagga
aatttttete
gagccccaaa
accagcgcetyg
gotocatggte
ccgeggtgac
caaaattgat
ctetggageoo
gctcategte
cogattegta
catgcgctac
attcaagatt
toctetggtt
aatggttggg
agtcgagggt
coeghetget
cgacaagteog
tgtaccgggg
ctctgttgag
ggccatcaag
agatatcgac
gtacttteece
cgtcaaacgt
tgcctgtgcy

ggcagagcgg

tecattggttyg
ctcaaagcaa
gacgtecectgt
coccgaccttyg
gcaagcgeag
gcatacgttt
cgtgectattg
gcaatcatgg
atgcttttga
gcactcgaaa
cttaagctgt
getggagace
tgctacaacg
acaagtgact
tacattacecyg
accggagacg
caagtcogtea
cgegeaggoc
cgaagcaacc
cgegatgeag
ttegttgttyg
tggcraagaac
cteggcaagy
gagatgcagy
catgtcctgg
agctacgtag
accctgeocaa
cagctgageg
acagtagaat
ctcttetttg

atgcacgecac

gaggagcggg
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gegtgettte
acctggcata
ccgatttacc
agctaccttyg
tecaatggcag
tgtacacgtc
tacggcttgt
cacatectett
acggcggcac
cogtettcoet
atctagccaa
ggttcgateoe
cctacggeccc
coctteatecaa
acccaaatca
ggctegeteg
tcaacggega
aagattgtct
gcatcgagtc
coattgttgt
ctgctgacga
tgtttgagag
actttacagg
agtggctoga
agattggaac
gtectggaacc
atctegecagg
gactgcggece
atctgacacg
gtgatgtgcg
taggcaagac

aggaggagct

accgeggtoc
tetgcegett
aggtcacaca
tttggagete
tgagacgaca
agggtcgact
gcagcgeggc
caataccgtc
gttggtetge
gagagaagga
tgcccgegat
geaggacgea
gaccgagaat
cggegteect
gcagcttgte
ggggtacacg
gtectgteaga
tttcgaatte
ggccgaggtg
tgttggtgte
tgocgttgag
tagecatgtac
gtggacgtec
cgatacgata
cggtacaggt
caccaagtcc
dagggccgag
agaccttgtt
ggttgtggac
atcacaggcg

gycgaccagy

gectegtegag

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

62490

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720



ccageetttt
ctgoccaaga
catctacgtg
gtegacttte
gecggtgeeg
ctgattgteg
ggcaggtcac
geatcectet
gtgagtgeccg
cacgegtegt
ctgecgagett
gcggegcaga
attgtggtgce
gctegtagag
gagccagcett
tttggaatge
gctacaaaac
gtetttgate
gtcgtgcecg
gcgecogcgea
gatgtecggag
ctggecagege
cacccgattyg
gtaaagcaca
caaggctttc
gatgtatatce
cocaagecte
gtegaggegt
gctgcaggeg
gagacggagyg

ccegtecate

tcacagcact
atataagggce
atceggagte
aggecteocca
ataceogtgge
agtcacttga
tagatggoge
cegtgeegga
cacgacagtqg
ceteteocagee
cggctaccet
ttcgegaacy
tggaccagat
cccggacgac
gtccaatcag
aagtcggeat
tcatatececg
acccaatett
tggctttgaa
atgaaatgga
tcacggacaa
ggattgggeg
tgtttcaget
caatgttgge
ttcaaaacga
cagccacgea
ttgtgeegtt
getcatctet
aactgtatca
aaaacgtceca

tegggeaace
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catgaacegg
cacaaatgag
tgcggegegg
gatgegeage
tgtetgeaat
tgacaacacce
gcoctggata
ccttgtgeag
gtcgeoagagce
gactatgege
gacgaaccgg
gotgcagacy
gcctotecaac
gacgatgacy
cgacattgag
cagecgatcac
cgtoggegac
ttecgagett
tggtggtgga
aacgatgctg
cttttttgac
tcgattgaat
cgecaattce
cgattacact
gataagccct
tatgcaaaag
ctacattgac
ggtgaagogt
agtegtttta
cgcggcgacg

actgatacaa

catcccaate
ctgagegeat
ccggtgtate
gacgtectte
attccgtacg
ggcagtgacg
tcogoogtee
ctagecgeeg
ggcgegetgg
acactcttec
ccgctgcage
ctggtgccgt
gccaatggea
aagaaaaaga
gttgcactgt
tttttcaaac
agactgaaag
gegattgtea
caagcgaagce
tgtgaggagt
cteggtggge
actacgatat
ctagagctgg
gegtttcoaac
caacttgaat
gogtttttat
tttececeeg
ttoegacatgt
gagcactttg
aacgatttecg

ttecaccatte
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tgatcoccagea
acegttatge
cgattgegge
gagaatacct
aaaagaccat
cgecacagag
getcoogacge
agtetggett
acgeccgtett
aattceoccega
ggctgcagag
cgtacatgat
aggtcgacecg
agcecgcagceg
gcgaggaggc
tcggecggtca
cgcgectgac
tacgcgaggg
aagggtegge
ttgccaatgt
attcgctceat
cagtgaagga
gtcagttgga
tettgtotgt
gtgcacatgqg
gegacgeogto
actcagactyg
tecaggacagt
atctacagat
tggacagaat

tecaageagge

cgtogagatt
ageegtegte
agacgactgg
gegteteteg
ctttgagaga
taggetgeat
cgagageogyg
ccaggtacag
ccaccgecgc
cgacaatgea
acgtegegtc
tcctgccaag
gaaggagctg
attggegtcyg
cacggcaacyg
ttectectgett
ggtcaaggat
goctgecaaaac
gggagtagta
ccttggeatg
ggcgacaaag
ggtctttgaa
gagcgacaga
tgaagatttg
cggtattcaa
aacoggacat
ttetactetg
ggtegtggaa
tgatgtegte
cttggaggtg

gtettcagta

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7380

B8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580



cgagtattge
cgegatctge
tacatgeaat
caagatacgc
gaagcagoge
agcagcatca
gaaaceggceg
gtgagctgge
atcgacgacg
ctgagcctge
ccggegacgg
gagagcgaga
ctcaaggagg
cacttgcaag

ctgatggaag

tttgtettte
acatgettta
acatggacca
caatcactgt
ggacattgeca
ttacgcagge
ccaaggacgt
aaaacattgt
acgacgacaa
cgtttgagac
ccaacaacta
tggagcageca
agocagtgta
ttacegtggt

aggtgtgtag
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tcacgeeccte
caaaggecgyg
cacgegeaaa
cctoggecat
cgcgacaaag
gacagtctte
cgtgtttgge
cgggcegtgd
cCaccggcay
goctogatttt
cgcgtgetge
gcgggtogag
cgacctggge
cgcaaagacy

actgtttgag

tatgatgget
teocetgetge
gecggetgtyg
gteogatgctg
attattagca
aacgotgect
cggatcegtgt
accaatgesyg
atgeteogeg
gacgaggtcc
gtgacgtacc
atgggegtge
atogeaggag
aggetgttta

agtctaaact
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tgagtttgga
cagcgaatea
acttttggeyg
gtggeegtga
ttcctetgea
gtgctcotogt
cggggcggea
taccggtgcy
acatgcaaga
gacgcagctg
acgactttte
tggccagaaa
aggttgagee
gtgaagagag

eggetttagty

geacgtegtyg
gttetcacgyg
cgatgteata
gctagaagtyg
ggctgtcege
gectgtctega
aggectgecyg
cgoedggate
ccagtacete
cacaaactgg
ataccaccca
ggatgcgety
ggatggegty
ggcegeatac

a

B640
8700
B760
8820
8880
8540
92000
9060
92120
9180
9240
9300
9360
9420

9471
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de obtencién de al menos un péptido no ribosémico, (NRP), o uno marcado isotépicamente,
comprendiendo el procedimiento la etapa de expresion heteréloga de al menos una sintetasa de péptido no
ribosdmico (NRPS) de dicho péptido no ribosémico en el hongo filamentoso Aspergillus niger,

en el que la NRP sintetasa es una ciclodepsipéptido sintetasa seleccionada de entre el grupo que contiene Enniatin,
PF1022, Beauvericin y Bassianolide sintetasa,

en el que se utiliza un sistema de expresion inducible integrado en el genoma del hongo filamentoso Aspergillus
niger para la expresion heterologa de la al menos una sintetasa, en el que el sistema de expresién comprende al
menos un casete de expresiéon que comprende un primer médulo para la expresion constitutiva del trans-activador
rtTA2 dependiente de tetraciclina, un segundo moédulo que alberga el promotor dependiente de rtTA2 para la
expresion inducible de la al menos una sintetasa secundaria de un metabolito y un tercer médulo para la integracion
del casete en el genoma fungico por recombinacion homoéloga o heterdloga utilizando marcadores de seleccion
apropiados.

2. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado porque la NRP sintetasa comprende médulos
y/o dominios de al menos dos ciclodepsipéptido sintetasas diferentes.

3. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 2, caracterizado porque la NRP sintetasa comprende el moédulo
1 de una ciclodepsipéptido sintetasa y el médulo 2 y el dominio PCP/C de otra ciclodepsipéptido sintetasa.

4. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque el casete de
expresion comprende genes adicionales que codifican las enzimas biosintéticas de los precursores metabdlicos o
intermediarios metabdlicos.

5. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 4, caracterizado porque los genes adicionales codifican
deshidrogenasas.

6. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque el medio de
cultivo utilizado para la expresion heteréloga de la sintetasa comprende particulas de talco, titanio, silice u éxido de
aluminio.

7. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque el medio de
cultivo utilizado para la expresion heterdloga de la sintetasa comprende 5-20 mM de al menos un acido
hidroxicarboxilico y 10-30 mM de al menos un aminoacido.

8. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque el medio de
cultivo utilizado para la expresion heterdloga de la sintetasa comprende al menos un acido D- o L-hidroxicarboxilico
de formula general R'-CHOH-CO2H, en la que R’ se selecciona de entre el grupo que comprende

- un C4-Csp-alquilo sustituido y no sustituido, C»-Csp-alquenilo sustituido y no sustituido, C,-Csp-alquinilo sustituido
y no sustituido, Cz-C+¢-cicloalquilo sustituido y no sustituido, Cs-C7-cicloalquenilo sustituido y no sustituido, que
en cada caso puede estar interrumpido por uno o mas atomos de oxigeno, atomos de azufre, atomos de
nitrégeno sustituidos o no sustituidos, enlaces dobles y/o por uno o mas grupos del tipo -C(O)O-, -OC(O)-, -C(O)-
,-NHC(O)O-, -OC(O)NH- y/o -OC(O)O-

- arilo, heteroarilo,-CHz-arilo o -CHz-heteroarilo, en el que el arilo y heteroarilo estan sustituidos o no sustituidos.

9. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque el medio de
cultivo utilizado para la expresion heteréloga de la sintetasa comprende al menos un D- o L-aminoacido de férmula
general R2-CHNH,-CO2H,

en la que R? se selecciona de entre el grupo que comprende

- un C4-Csp-alquilo sustituido y no sustituido, C»-Csp-alquenilo sustituido y no sustituido, C,-Csp-alquinilo sustituido
y no sustituido, C3-C4¢-cicloalquilo sustituido y no sustituido, Cs-C7-cicloalquenilo sustituido y no sustituido, que
en cada caso puede estar interrumpido por uno o mas atomos de oxigeno, atomos de azufre, atomos de
nitrégeno sustituidos o no sustituidos, enlaces dobles y/o por uno o mas grupos del tipo -C(O)O-, -OC(O)-, -C(O)-
,-NHC(O)O-, -OC(O)NH- y/o -OC(O)O-
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Ciclodepsipéptidos - Intercambio de médulos
PF1022-Sintetasa Enniatin-Sintetasa
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Seq ID No 1
Sintetasa quimérica PF/Enniatin

>PF/ESyn

ATGTCAAACATGGCACCACTCCCTACGATGGGCGTTGAGCAGCARGCCCT
ATCACTTTCATGCCCCTTACTCCCTCATGACGATGAGAAACACTCAGACA
ACCTTTACGAGCAAGCAACTCGGCACTTCGGCTTGAGCCGAGACALGATC
GAARATGTCTTACCATGTACTTCCTTTCAATGTGATGTCATAGATTGCGC
CGTCGACGATCGGCGGCATGCTATCGGTCACGTCGTCTATGATATCCCCA
ATACAGTGGACATCCAGCGITTAGCCGCAGCCTGGARAGAGGTTGTGCGG
CAGACACCAATCTTIGAGGACCGGCATCTTTACATCAGAAACCGGCGACTC
TTTTCAGATCGTCTITGAARAGAAGGCTGCCTACCGTGGATGTACGCGACAT
GTCTCGGCATGAAGGGGGCAGTGATACAAGATGAAGCAGTCGCCGCTATG
ACTGGACCGCGTTGCAATCGATATGTCGTCCTGGAGGACCCGAGTACGAR
GCAAAGGCTGCTCATCTGGACATTCAGCCATGCTTITAGTGGATTATACAG
TCCAGGAACGCATCCTTCAGCGGGTTCTCACAGTATACGACGGCCGGGAC
GTCGAGTGCCCTCGCATCARAGGATACAGARCATGTCTCTCGGTTTTGGCA
ACARACACTTTGAAGGCTTAGATGCCTCCGTATTTCCCCTTCTACCATCTC
ACCTRACTGTIGTGCAATCCCAATGCGCGCGCAGRACATCATATCTCATAC
ACGGGACCAGTCCAGAGGAAGTGGTCCCATACAAGTATCTGTCGGGCTGC
ACTCGCAGTICTTCTATCTCGCTTTACACACTCTTCGGAGGCCCTCTTCG
GTGTTGTGACAGAACAATCTCACAACTCCGAGGACCARAGACGGTCAATT
GATGGCCCCGCARGGACAGTAGTGCCTATCCGCGTCCTTTGTGCCCCAGA
TCAATATGTGTCGGATGTCATTGGGGCAATCACCGCACACGAACACGCCA
TGCGCGGGTTTGAGCACGCTGGACTTCGCAATATCCGCCGTACCGGAGAC
GACGGGTCTCGCTGCTTGTGGATTCCAGACCGTGCTACTGGTGACTGACGG
TGATGCTCCCAAGACCCCTGGGAGTGTACTICATCGAAGTGTAGAAGAAT
CGGATAGATTCATGCCCTGCGCTAATCGTGCCCTTCTGCTCGACTGCCAG
ATGGCTGGCAACTCGGCATCCCTAGTCGCACGATATGATCATAATGTGAT
CGACCCACGCCAGATGTCTCGCTTCCTGCGACAGCTAGGATACCTGATCC
AACAATTTCATCATCACGTCGATCTGCCTCTGGTCAAAGAACTGGACGTC
GTGACGGCGGAGGATTGTGCGGRARATCGAGARATGGAATTCAGRACGCCT
AACAATGCAAGACGCCTTAATCCACCGACACCATATCCAACTCGGCTGCTG
GCGATCCCAACRARGCTGCAGTTTITCGCTIGGGATGGGGAATGGACATAC
GCCGAGCTAGACARCATATCCTCCCGTCTCGCCGTGTATATCCAATCCCT

GGACTTGAGACCAGGACAAGCAATACTCCCACTCTGCTTCGAGAAGTCAA
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ARTGGGTCGTCGCCACRAATTCTCGCCGTCCTCARAGCCGGTCGGGCATTC
ACACTCATCGACCCGTIGCGACCCCTCGGCAAGGATGGCCCAGGTCTGTCA
GCAGACCTCCGCCACAGTCGCTCTCACCTCCAAACTCCACAACACCACCT
TACGTTCCGTCGTTTCCCGCTGCATTGTGGTCGACGACGACCTCCTTCGG
TCCTTACCCCGCGCCGATGGCCGCTTARAAGGCCACCGT GAAGCCACAGGA
CTIGGCCTATGTTATTTITCACATCTGCCAGCACACCGAGAGCCGARAAGGCA
TCATGATCGAACATCGGGGGTTCGTGTICGTGTGCTATGAAATTTGGCCCC
GG TOCGGAATGGATGAGCRACACGCGCGUTCTICAATTCGCCTCATATGT
GITTGGCGCTTGTCTGGTAGAAGTTGTGACAGCTCTGATGCACGGCGGCT
GCCTCTGCATCCCTTCCGATGACGATCGCTTGRAACAATGTACCGGAGTTC
ATCARAAAGGGCCCAGGTGAACTGGGTGATACTCACTCCGTCGTATATCGG
GACATTCCAGCCGGARGATGTCCCTGGACTACRAACACTGGTATIGGTTG
GACARACCTATCTCAGCGTCTATTCGGGATACCTGGGCCTCCCAGGTTCGA
CICCTGARTGCCTACGGTCAGAGTGAAAGCTCAACTATGTGCAGCGTCAC
GGAAGTCAGCCCGCTCTCCCTCGRAACCGARACAATATCGGTCGGGCTGTAG
GCCCACGATCCTIGGATCATTGATCCCGACGAGCCTGATCGTICTTGCTCCA
ATTGGCTGCATTGGAGAGCTAGTGATCGAAAGTCCGGGCATTGCGCGCGA
CTATATCATCGCGCCGCCGCCGGACAAGTCCCCCTTTCTCCTAGCACCCC
CGCCCTIGGTIATCCAGCCGGGAAATTATCCAACGCCTTTAAATTITTACAAG
ACTGGAGATCTCGTGCGTTATGGACCTGACGGCACCATCGTCTGCCTGGG
ACCCAAAGATTCGCAAGTGAAGATCCGAGGGCAGCGCGTAGAGATCAGCG
CACTGGAAGCCAGTCTACGACGACAARCTACCTAGTGACATCATGCCCGTG
GCCGAAGCTATCAAACGCTCGGATTCGTCAGGCAGCACAGTCTTGACTGC
CITCTTGATAGGGTCATCTAAGAGTITATCTGCGGCAGACGCCGTTATCT
TGCATCACGGTGCTACCAACGAGATAAACGCGAAGTTGCAGCAAATCCTT
CCCCAGCATTCCGTTCCATCCTATTATATCCACATGGARRATCTTCCTCG
AACTGCCACCGGCAAAGCGGACAGGRAARTGCTTCGATCTATTGCTAGCA
AGCTATTGGGTGAATTGTCTCAGAACGTGACATCTCAACCGATTGAGAAG
CACGATGCCCCAGCAACTGGTATAGAGGTCAAGCTGAAGGAGCTTTGGTT
TCIGAGCTTGAATCTTAATCCCAACTCTCAAGATGTCGGAGCGAGTTTCT
TIGACTTAGGCGGAAATTCCATTATCGCCATCARAATGGTAAACATGGCG
AGCTCAGCTGGGATAGCACTGAAGGTATCCGACATATTCCAGAATCCCAC
GCICGCTGGTCTCAAGGCTATTGTCATTGGTACTTCGCTGCCATACAGCC
TTATTCCCAAGGTTACCCGCCAAGGCCCTGTTAGCGAGCAGTCTTATGCG
CAARACAGAATGTGGTTCCTGGATCAGTTGTCTGAGGGTGCTTCATGGTA
TCIGATTCCTTICGCTGTGCGCATGCGAGGTCCGGTGGATGTTGATGCGT
TGACGCGTGCTTTGCTCGCTCTTGAACAGCGTCATGAGACACTACGAACT

ACATTTGAGAACCAAGATGGTGTTGGAGTCCAGATCATCCATGATAGACT
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CTCCARAGRAGCTACAAGTCATCGATGCCTTGGATGGTGACGAGGGTGGTC
TCAAGACACTCTACAAAGTAGAGACCACCACATTCGACATCACATCCGAR
GCAGGCTGGAGCTCAACCCTCATCCGCCTCGGCAAAGACGATCACATTCT
GICTATCGTCATGCACCACATCATCTCCGACGGCTGGTCCATCGACGTTC
TCCGCCGCGARCTCATCCARCTCTACGCCGCCGCTCTGCAGGGCAAGGAT
CCTTCCTCCGCACTAACCCCCCTACCCATCCAGTACAGCGACTTCGCCGT
GICGCAGAAGCAGGAGGCCCAAGCAGCTGAGCACCAGAGGCAGCTCCAGT
ACTGGAAGARAGCAACTCCCACGATAGTTCACCTGCCAAGATCCCTACCGAC
TTICCCCCGTCCAGATCTCCTGTCCGGTGACGCAGGCGTTGTGCCCGTTGC
CATCGACGGCGAGCTGTATCAGAAACTAAGGGGCTTCTGCARCAAGCACA
ACAGCACTGCCTTCTCCATCCTGCTCGCTGCTTTCCGCGCGGCGCATTAC
CGTCTCACAGCCGTTGACGACGCCGTGATCGGCATCCCCATTGCARACCG
TAACCGCTGGGAGCTGGAGAACATGATTGGTTTCTTTGTCAACACGCAGT
GIATGCGCATCGCCGTTGACGAGACGGATACATTIGAGAGTCTGGTGCGC
CACGTCAGATCTACCACTACAGCTGCGTTTGCGCACGAGGATGTCCCCTIT
CEAGCGTGTICGTTTCAGCGCTTCAGCCTGGCCATAGAGATCTCTCGCGAR
CACCGCTGGCACAGATAATGTTTGCTGTTCACTCGCAGAAGGACCTTGGA
CGTTTCGAGCTGGAGGGTATCCAGTCTGAGCCTATCGCCAGCAAGGCCTA
CACCAGATTICGATGTCGAGTTICCATCTGTTCCARCACGCAGRCGGACTGA
AGCGCAGTTGCAACTTTGCCACAGATCTCTTCAAGCCCGARACTATCCAG
AATGTTIGTCAGCGTGTTITICCAGATTCTACGCCATGGCCTTGACCAGCC
TGAGACGTGTATCTCGGTITCTTCCACTGACTGATGGAGTCGAGGAGCTTC
GCAGGTTGGATCTGCTGGARATCARGAGGACTAACTACCCTCGCGATTCG
AGCGTGGTAGATGTCTTCCGCGAACAAGCTGCCGCCAACCCAGAGGTTAT
CGCTGITACCGACTCATCTICTCGTCTGACTTATGCAGAGCTGGACAATA
AGTCTGAGCTGCTCTCACGATGGCTTCGACGACGTAACTTGACGCCAGAG
ACGCTGGTCAGTGTTCTTGCTCCCCGGTCTTGCGAGACTATCGTTGCCTA
TGTTGGTATCCTCAAGGCGAACCTGGCGTATCTTICCTCTTGACGTGAGGT
CCCCGGTCACTCCGTATCGAACCACATCTTGTCCAGCGTGTCTCCAAACALCC
ATAGTICTITATGGGCTCIGGGGTAGAGGATCCTGCCTTTGACTTACCGCA
ACTAGAGCTCGTACGCATCACCGACACTTTCGATGAGACCATCGAGGACG
TGCAAGACTCTCCCCAACCCTCTGCCACAAGCCTCGCCTACGTCGTCTTC
ACATCCGGTTCAACTGGTARACCCAAGGGCGTCATGATCGAGCACCGGGL
CATTGTGCGTCTCGTCAAGAGTGACAACTTTCCTGGCTTCCCCTCCCCLG
CTCGCATGTCARAATGTCTTCAACCCTGCCTTCGACGGAGCCATCTGGGAG
ATCRAACTGGATGCTCCTGARCGGCGGAACAGTCGTCTGCATCGACTACCT
GACCACCCTGGACGGCAAAGAGCTCGCTGCTGTGTTCGCCAARGAGCGCG

TCAACGCCGCCTTCTTCGCACCTGCGATGCTCARGCTTTACCTCGTTGAT
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GCCCGCGAGGCTTTGAAGAATCTTGACTTCCTTATTGT TGGAGGTGAGAG
GTTICGATACCAAGGAAGCCGTGGAGGCCATGCCCGCTTGTGAGAGGCAAGA
TTCCCAATATCTATGGETCCGACTGAGGCTGGAATAATCAGCACGTGCTAT
AACATCCCCAAGGATGAGGCTTACACCAATGGTGTTCCCATTGGTGGAAG
TATCTACAACTCTGGTGCCTACGTCATGGATCCTAACCAGCAACTTGTCG
GCCTTGGCGTCATGGGAGAGCTTGTTCTTACCGCGAGACGGTGTTGGTCGA
GGCTACACTAACCCCGAGCTCAACAACGAACCGCTTCATCGACATCACCAT
CEAGGGCAAGACTTTCAAGGCTTACCGTACTGETGACCGGATGCGTGCAC
GACTAGGCGACGGTCTCCTTGAGTTCTITCGGCCGCATGGACAACCAGTTC
AARCATCCGCGGCAACCGTATCGARGCAGGGGAAGTTGAGTCTGCCATGET
CAGCCTCAAGAATGTCCTTAACGCCGCCATTGTCGTCCGCGGGGGCGGAG
AACATGAAGGGCCACTCGAGATGGTCGGATTCATCGTCGCGGACGACARG
ARTGATACCACGGAGGAGGAAGAGACAGGCAACCAAGTITGAGGGCTGGCA
GGACCATTTICCAGAGTGGTATGTACTCGGATATCAGCACCGCCGTGGALC
ARTCTGCCATTIGGAARCGACTITAAGGGCTGGACTTCTATGTACGATGGT
ARCGATATCGACAAGGGCGAGATGCACGGAGTGGTTGGACGACGCTATTCA
CRCCCTGCATARCGGCCAGRATCCCTCGCGATGTCCTCGAGATCGGTACCG
GTAGTGGTATGATCCTGTTCRAACCTCAACCCGGGCCTCAACAGCTACGTT
GGICTTGATCCATCCAAGTCAGCAGTCGAGTTCGTCAACAGAGCCGTCGA
GTCCTCTCCCAAGTTCGCAGGAAARGCCAAGGTCCACGTCGGCATGGCCA
CRCGACGTCAACARACTCGGCGAAGTACACCCCGATCTCGTGGTICTTCAAC
TCCGTTGTTCAATACTTCCCCACACCCGAGTATCTCGCCGAGGTCATCGA
TGCECCTCATTGCCATCCCCAGCGTCAAGCGCATCTTCCTTGGCGATATCA
GATCATATGCTACCAACGGACACTTCCTCGCCGCACGCGCCATCCACALG
CTCGGCACCAATAACAACGCCACCAAGGATAGGCTGCGCCAGAAGATCCA
GGAGCTGGAGGATCGAGAGGAAGAGTTITCTCGTTIGAGCCTGCCTTCTTCA
CCACTCTGAAGGAGCGACGTCCAGATGTTGTCAAGCATGTTGAGATCATC
CCCAAGAACATGAAGGCCACCAACGAACTCAGCGCCTATCGCTACACGGC
TGITGTIGCATCTGCGGGATGAAACGGACGAACCTIGTGTATCATATTGAGA
AGCATAGCTGCGTTGACTTTCGAGGCGAAGCAGATGGACAAGACGGCTCTT
CTTGACCACCTIGCGCCTCTCCAAGGATGCTATGAGTGTGGCGCTTAGCAA
CATCACCTACCCCCACACTGCCTTTGAACGTCGTATCGTTGAGTCTICTCG
ATCAGGATAGCAAGGATGACACCAAGGGTACACTCGATGGTGCAGCCTGG
CTCTCAGCAGTTCGCTCCGAAGCCGAAAACCGCGCCTCACTCACCGTCCC
CGACATCCTGGAGATCGCCAAAGAGGCTGGTTTCCGAGTTGAAGTCAGCG
CTGCTCGCCAGTGGTCCCAAAGTGGTGCTTTAGACGCAGTCTTCCACCAC
TTICCACCCTCCAGCACTGACCGCACTCTAATCCAGTTCCCCACGGACAR

CGAGCTTCGATCATCACTCACCCTCGCCAACCGCCCTCTCCAGAAGCTGC
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AGCGCCGTCGTIGCCGCTCTGCAAGTCCGCGAGRAGCTCCAGACGCTGGTC
CCCTCTTACATGGTTICCTCCGAATATCGTGGTGCTIGGACACGATGCCTCT
CAATACTAACGGCAAGATCGACAGAAAGGAGCTITACGCGTAGAGCACGAA
CACTGCCGAAGCAGCAGACTGCGGCGCCTGTGCCGGACTTCCCTATCTICT
GATATCGAGATCACGCTGTGCGAGGAGGCAACTGAGGTCTTTGGAATGAA
GGTITGAAATCAGCGATCACTTCTTCCAGCTCGGCGGTCACTCTCTCCTCG
CTACGAARCTCATTTICTCGCATCCAGCACCGTCTCCATGTGCGGGTITACT
GICAAGGACGTATTCGACAGCCCTGTCTTTGCUGATCTGGTAGTCATCAT
CCCTCAAGGACTTGCTATGCAGAACCCTGTTGC TGAAGGACAGCGACAAGC
AACGGCTGGTCCTCGAGAGTTGCCCCTCGTACAGAAGTCGAGRAGATGCTG
TGCGAGGAGTTCGCAGCTGGTCTTGGTGTCCCGGTTGGTATCACTGACARA
CTICTTCGATCTCGGTGGTCACTCGCTCATGGUTACTAAGUTAGCTGTGC
GAATTGGCCGICGCCTTGATACCGCCATCACAGTCAAGGACATCTICGAC
TACCCTGTGCTTTTCCRATTGGCGAAGRAGTTGGAGTCTTCGCATTCCAR
GACCTACGAGGAGTCTGGCGACGATATCCAGATGGCCGATTACACTGCAT
TCCAGCTCCTCGATCTGCGAAGACCCCCAAGACTTIGTICAGTCCCAGATT
CGCCCTCAACTGGACTCCTGCTACGGCACCATCCAGGATGTCTACCCGTC
TACGCAGATGCRAARAGGCCTTCCTCTTCGATCCCACGACCGGCGAGCCCC
GACGTICTTGTGCCTTTCTATATCGACTTCCCCAGCAATGCAGATGCCGAG
ACCCTCACCAAGGCTATCGGAGCTCTAGTTGACAAGCTCGATATGTTCAG
ARCTGTCTITCCTGGAGGCCGCAGGCGATCTGTACCAAGTTIGTCGTIGAGC
ACCTCAACTTGCCTATTGAGACCATCGAGACTGAGAAGAACGTCAACACT
GCAACCGGTGACTACCTGGATGTTCATGGAAAGGACCCTGTCCGTCTAGG
CCACCCGTGCATCCAATTCGCCATCCTGAAGACTGCCTCCTCTGTACGTG
TTCTCCTGCGAATGTCCCACGCTCTGTATGATGGTTTGAGTTTTGAGTAC
ATCGTCCGTGGTCTCCACGTTCTCTACAGCGGTAGAAACCTCCCCCCACC
AACACAGTTTGCGCGATACATGCAGTATGCTGCACACAGTCGTGAAGAAG
GTTATCCCTTCTGGCGCGAGGTTCTGCAGAACGCGCCCATGACAGTTCTA
CACGACACCAATAACGGTATGTCTGAGCAAGAGATGCCAGCCTCCAAGGC
GGTIACACCTGTCAGAGGTCGTCAACGTTCCAGCGCAAGCTATTCGAAACA
GTACCAACACCCAAGCGACCGTCTTCAACACCGCCTGTIGCCCTTGICCTA
GCCAAGGAATCCGGCTCACAGGATGTCGTCTTCGGCCGTATTGTCTCTGG
TCCACAAGGTCTACCAGTCGTCTGGCAGGACATCATCGGCCCCTGCACAA
ACCCCGTGCCCGTCCACGCACGCGTCGACGATGGAAACCCCCAACGCATC
ATCCGCGACCTACGCGACCAATACCTCCGCACTCTGCCCTTCGAATCGCT
TGCCTTCGAGGAAATCAAGCGTAACTGCACGGACTGGCCCGRAAGAATTGA
CCRACTTCTCTIGTCTGCGTGACGTACCACAACTTCGAGTACCACCCCGAG

AGCGAAGTTGACAACCAAAAGGTTGAGATGGGAGTTTTGGCAAAGTATGT
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TGAGTTGAGTGAAAACGAGCCGCTGTACGATCTTGCTATTGCGGGAGAGG
TTGAGGCGGATGGAGTTAACCTGAAGGTCACTGTTGTTGCAAAGGCAAGG
CTTTACAATGAGGCGAGGATTAGACATGTGCTTGAGGAAGTTTGCAAAAC

TTTCAATGGTTTGAACGAGGCTTTGTAG
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Seq ID No. 2
Sintetasa quimérica PF/Beauvericin

>PF/Beauv

ATGICAARCATGGCACCACTCCCTACGATGGGCGTTGAGCAGCAAGCCCT
ATCACTTTCATGCCCCTTACTCCCTCATGACGATGAGAAACACTCAGACA
ACCTTTACGRAGCRAGCAACTCGGCACTTCGGCTTGAGCCGAGACAAGATC
GARAATGTCTTACCATGTACTTCCTTTCAATGTGATGTCATAGATTGCGC
CGTCGACGATCGGCGGCATGCTATCGGTCACGTCGTCTATGATATCCCCA
ATACACTGCACATCCAGCCTTTAGCCCCACCCTGCAAAGAGGTTCTGCGC
CAGACACCAATCTTGAGGACCGGCATCTTTACATCAGAAACCGGCGACTC
TTITICAGATCGICTTGAANAGAAGGCTGCCTACCGTGGATGTACGCGACAT
GTCTCGGCATCGAAGGGGGCAGCGTGATACAAGATGALAGCAGTCGCCGCTATG
ACTGGACCGCCGTTGCAATCGATATGTCGTCCTGGAGGACCCGAGTACGAA
GCAAAGGCTGCTCATCTGGACATTCAGCCATGCTTTAGTGGATTATACAG
TCCAGGARCGCATCCTTCAGCGGGTTCTCACAGTATACGACGGCCGGGAC
GICGAGTGCCCTCGCATCARGGATACAGARACATGICTCTCGGTTITGGCA
ACAACACTTTGAAGGCTTAGATGCCTCCGTATTTCCCCTTCTACCATCTC
ACCTAACTGTCTGCAATCCCAATGCGCGCGCAGAARCATCATATCTCATAC
ACGGGACCAGTCCAGAGGRAAGTGGTCCCATACRAGTATCTGTCGGGCTGC
ACTCGCAGTICTTICTATCICGCTTTACACACTCTICGGAGGCCCTICTTCG
GTGTTGTGACAGAACAATCTCACAACTCCGAGGACCAAAGACGGTCAATT
GATGGCCCCGCARGGACAGTAGTGCCTATCCGCGTCCTTTGTGCCCCAGA
TCAATATGTGTCGGATGTCATTGGGGCAATCACCGCACACGARCACGCCA
TGCGCGGGTTTIGAGCACGCTGGACTTCGCAATATCCGCCGTACCGGAGAC
GACGGGTCTGCTCGCTTGTCCGATTCCAGACCCTCCTACTGGTGACTGALGG
TGATGCTCCCAAGACCCCTIGGGAGTGTACTTCATCGAAGTGTAGAAGAAT
CGGATAGATTCATGCCCTGCGCTAATCGTGCCCTICTGCTCGACTGCCAG
ATGGCTGGCAACTCGGCATCCCTAGTCGCACGATATGATCATAATGTGAT
CGARCCCACGCCAGATGTCTICGCTTCCTGCGACAGCTAGGATACCTGATCC
AACAATTTCATCATCACGICGATCTGCCTCTGGTCAAAGARCTGGACGTC
GTGACGGCGGAGGATTGTGCGGAARATCGAGAAATGGAATTCAGAACGCCT
ARCARATGCAAGACGCCTTAATCCACGACACCATATCCAAGTGGGCTGCTG
GCCGATCCCAACAAAGCTGCAGTITTICGCTTGGCGATGGGEGAATGGACATAC
GCCGAGCTAGACRACATATCCTCCCGTCTCGCCGTIGTATATCCEATCCCT
GGACTTGAGACCAGGACAAGCAATACTCCCACTCTIGCTTCGAGAAGTCAA
AATGGGTCGTCGCCACAATTCTCGCCGTCCTCAAAGCCGGTCGGGCATTC

ACACTCATCGACCCGTGCCGACCCCTCGGCAAGGATGGCCCAGETCIGTCA
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GCAGACCTCCGCCACAGTCGCTCTCACCTCCARAACTCCACAACACCACCT
TACGTTCCGTCGTITCCCGCTGCATTICTGGTCGACGACGACCTICCTTCGG
TCCTITACCCCGCGCCGATGGCCGCTTARAGGCCACCGTGAAGCCACAGGA
CITGGCCTATGTTATTTTCACATCTGGCAGCACAGGAGAGCCGAAAGGCA
TCATGATCGAACATCGGGGGTTCGTGTCGTGTGCTATGAAATTTGGCCCC
GCCCTCGGAATGGATGAGCACACGCGCGCTCTTCAATTCGCCTCATATGC
GITIGGCGCTIGTCTGGTAGAAGTTGTGACAGCTCTGATGCACGGCGGCT
GCCTCTGCATCCCTTCCGATCGACGATCGCTTGARACAATGTACCGGAGTTC
ATCAANAGGGCCCAGGTGANCTGGGTGATACTCACTCCGTCGTATATCGG
GACATTCCAGCCGGAAGATGTCCCTGGACTACAAACACTGGTATTGGTTG
GRCAACCTATCTCAGCGTCTATTCGGGATACCTGGGCCTCCCAGGTTCGA
CTCCTGARTGCCTACGGTCAGAGTGAARGCTCAACTATGTGCAGCGTCAC
GGAAGTCAGCCCGCTCTCCCTCGAACCGAACARTATCGGTCGGGCTGTAG
GCCGCACGATCCIGGATCATTGATCCCGACGAGCCTGATCGICTTGCTCCA
ATTGGCIGCATTIGGAGAGCTAGTGATCGAAAGTCCGGGCATTGCGCGCGA
CTATATCATCGCGCCGCCGCCGGACAAGTCCCCCTTTCTCCTAGCACCCC
CGCCCTGGTATCCAGCCGGGAAATTATCCAACGCCTTTARATTTTACAAG
ACTGGAGATCTCGTGCGTTATGGACCTGACGGCACCATCGTCTGCCTGGG
ACCCAAAGATTCGCAAGTGAAGATCCCAGGGCAGCGCGTAGAGATCAGCG
CACTGGAAGCCAGTCTACCGACGACAACTACCTAGTGACATCATGCCCGTG
GCCGAAGCTATCAAACGCTCGGATTCCTCAGGCAGCACAGTICTTGACTGC
CITCTTGATAGGGTCATCTAAGAGTTTATCTGCCGCAGACGCCGTTATCT
TGCATCACGGTGCTACCAACGAGATAAACGCGAAGTTGCAGCAAATCCTT
CCCCAGCATTCCGTTCCATCCTATTATATCCACATGGARAATCTTCCTCG
AACTGCCACCGGCAAAGCGGACAGGAAAATGCTICGATCTATIGCTAGCA
AGCTATTGGGTGAATTGTCTCAGAACGTGACATCTCAACCGATTGAGAAG
CACGATGCCCCAGCAACTGGTATAGAGGTCAAGCTGAAGGAGCTTTGGTT
TCTIGAGCTTGAATCTTAATCCCAACTCTCAAGATGTCGGAGCGAGTTTCT
TICACTTAGCCGCGAAATTCCATTATCCCCATCAAAATCCTAAACATGGCG
AGCTCAGCTGGGATAGCACTCGAAGGTATCCGACATATTCCAGAATCCCAC
GCTTGCTCGTCTTCAGGCCGTGATGAGCGGCGATTCTACGCCCTCGACCA
TCACGACGCCCTTTGCCACCATTCCGGCGTCGACTTGGGACGGACCCGTT
GACCAGTCTTACTCTCAAGGTCGATTCTGGTTCCTCGACCAGCTGGATAT
TGCAGCTGTATGGTACCTCGATACCTTATGCCGTICGCATGCGCGGAGCTC
TCAACATTGACGCTCTACGTGCTGCTCTGCTGGCGTTGGAGCAGCGACAC
GACACCCTGCGGACGACCTTTGAGAACCAAAACGGTGTAGGAGTGCAGAT
TGTITCACCAAAGACTTGCCAAGGAGCTGAAAATTATCGATGCGTCGTCCC

ACCGCGATGACGGCTACCTCCAGCCACTTGAGCAGGAGCAGACCACTCCA
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TTCGATCTGACTTGCTGAGGCGGGCTGCGAGGGCATCACTCATCTIGCGTCGG
CGAGGACCATCATGTICTTGTCTATTGICATGCATCACATTIGTICTCCGATG
GCTIGGTCCATTGACGTGCTGCGGCAAGAACTAGGCCAGCTCTACGCAGCG
GITTTTGCATGGCGACGAGGATCCTCTGTCGGCCGTGAGCCCGCTCCCCAT
ACAGTATCGAGACTTITTCCATGTGGCAGAGACGTCAACAGGTCGCCGAGC
ATCACAGACACGCTTCAATACTGGCGGARACAGCTCGCAGACTCGCTCGCCG
GCCAAGCTGCCCACCGATTITCCCCCGACCACCCTTIGCTGTCCGGCGACGT
TGECAGCGTACCGGTGGAGATTTCGGGCGAGCTGTTCCAAAAGCTGCACA
GGTTCTGCAACGTGACCAGCACGACCCCGTTTGCCGTGCTTCTGGCCGEG
TTTCGTGCTGCGCATTACCGACTCACCGGGGTCGACGACGCCGTCGTGGG
CACGCCCATTGCCAACCGGAACCGGCCCGAGCTGGAGCGCCTGATTGGTT
TCTTTGTCAACACGCAATGTATGCGCATCACCGTGGACGATGATGATACA
TTTIGAGGGCTTGGTACGCCAAGTCCGTAGGACAACGACTGAGGCTTTTGA
ARRCGAAGATGTCCCCTTIGAACGCGICGTGTICCGCCATGCTACCGGCAG
GRGGAGGATCCAGAGATTIGTCCCAGACGCCCCTGGCACRAGCTCATCTTT
GCCGTGCACTCGCAAGARARARTCTAGGCAAGTTTGAGCTAGAAGGTCTCGA
GTCGGAACCTGTTGCGAACARAGGCATATACGCGCTTTGACGCTGAATTTC
ACCTGTTCCARAACTCGTGACGGATTAAACGGCTACTTGAACTTITGCCGCG
GAATTGTTCAAGCTAGAGACGATGCAAARATGTCGTCAGCGTCTTCTTACA
GATTCTACGCCATGGACTGGAGCAGCCTAAATCCTTGATATCCGTTTTGC
CGCTTACTGACGGGTTAAAGGAGCTCGACAGCATGGGCCTCTTIGAAGATT
CATCGGGGGCTTGAATATCAGCCAGACTCTAGCCTAGTCGACATCTTICCG
CACCCAGGTTGCTACTTGTCCTGATACAATTGCCGTCATTGACTCATCAG
CACGTCTGACGTATGCTCAGCTGGACCATCAGTCCAACCTACTCGAGGCC
TGCATTCGCCGCAAAGGCTTGCCGGCCGAATCATTGGTTGGCGTGCTTTC
ACCGCGGTCCTGCGAGACAATCATCGCCTTTCTIGGTATTCTCAAAGCAA
ACCTGGCATATCTGCCGCTTGATCCAAARATCCCCTGTCTCTCGTATGAGG
GACGTCCTGTCCGATTTACCAGGTCACACAATCATCCTGCTTGGCTCCGA
CCTGGCCGCCCCCCACCTTGAGCTACCTTGTTTCCGAGCTCGTACCGCATTT
CTGACGCCTTGAAATCTGGTGCAAGCGCAGTCAATGGCAGTGAGACGACA
GACTTGTCGGCTCCGTCGGCGAACAGTICTTGCATACGTTTITGTACACGTC
AGCGTCGACTGGGCCACCAAAGCGGAGTCATGCTTGAGCACCGTIGCTATTG
TACGGCTTGTIGCAGCGCGCCCTGATACCAAACTITCCCCCGTIGCGAGGA
GCAATCATGGCACATCTCTITCAATACCGTCTTITGACGGCGCGACCTATGA
ANTTTTITCTCATGCTITTTCAACGGCGGCACGTTGGTCTGCATTGACTATC
TGACCACATTGAGCCCCARAGCACTCGAAACCGTCTICCTGAGAGAAGGA
ATCAACTGTGCAATCATGACACCAGCGCTGCTTAAGCTGTATCTAGCCAR

TGCCCGCGATGGCTTAAAGGCACTCGACATGCTCATGGTCGCTGGAGACC
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GGTITCGATCCGCAGGACGCAGTCGAGGCACAGACTCTGGTCCGCGGTGAC
TGCTACAACGCCTACGGCCCGACCGAGAATGGAGTCATGAGTACTCTIGTA
CAAAATTGATACAAGTGACTCCTTCATCAACGGCGTCCCTCTAGGTCGLG
CTATAGACAACTCTGGAGCCTACATTACCGACCCAAATCAGCAGCTTIGTC
GGCCCCGGCEGTTTTGGGAGAGCTCATCGTCACCGGAGACGGGCTCGCTCG
GGGGTACRCGGACCCAGCACTCGACAGAGACCGATTCGTACAAGTCGTCA
TCARCGGCGAGTCTGTCAGAGCATATCGGACCGGAGACCGCATGCGCTAC
CGCGCAGGCCAAGATTGTCTTITTCGAATTC TTTGCGACGCATGGACTTTCA
ATTCAAGATTCGAAGCAACCGCATCGAGTCGGICGAGGTGGAAGCTGCCA
TTCTCAGTCATCCTCTGGTTCGCGATGCAGCCATTGTTGTTGTTGGTGTC
CAAGAGGARACARAGAGCCAGRAAATGGTTGGGTTLGTTGTTGCTGCTGACGA
TGCCGTTGAGCAAGAGGCCACAGACAACCAAGTCGAGGGTTGGCAAGAAT
TGITTGAGAGTAGCATGTACAACGGCATCGATGCAATAAGCCCGTCTGCT
CTCGGCAAGGACTTTACAGGGTGGACGTCCATGTACGATGGAAGTGARAT
CGACAAGTCGGAGATGCAGGAGTGGCTCGACGATACGATACATACTCTAC
GCGACGGTCATGTACCGGGGCATGTCCTGGAGATTGGAACCGGTACAGGET
ATGATCTTGTTTAACCTCGGCTCTGTTGAGAGLTACGTAGGTCTGGARCC
CACCAAGTCCGCGGTCGAGTTTGTCAACAAGGCCATCAAGACCCTGCCAA
ATCTCGCAGGAAGGGCCGAGGTTCACACTGGCACCGCCACAGATATCGAC
CACGCTGAGCGGACTGCGGCCAGACCTTIGTTATACTARACTCTGTGGTTCA
GIACTITICCCACAGTAGARATATCTGACACGGGITGTGGACGCTCTGGTCC
GGATACGCGGCGTCARACGTICTCTTCTTITGGTGATGTGCGATCACAGGLG
CTACACAGACAGTTTCTITGCTGCCTGTGCGATGCACGCACTAGGCAAGAC
GGCGACCAGGGACGACCTGCGGAGATACATGGLAGAGCGGGAGGAGCGGG
AGCAGGAGCTGCTCGTCGAGCCAGCCTTTTTCACAGCACTCATGAACCGEG
CATCCCAATCTGATCCAGCACGTCGAGATTCTGCCCAAGRATATAAGGGC
CACARAATGAGCTGAGCGCATACCGTTATGCAGCCGTCGTCCATCTACGTG
ATCCGGAGTCTGCGGCGCCGCCGGTGTATCCGATIGCGGCAGACGACTGG
GTCGACTTTCAGGCCTCCCAGATGCGCAGCGACGTCCTTCGAGAATACCT
GCCGTCTCTCGGCCGGTGCCGATACCGTGGCTGTCTGCAATATTCCGTALCG
ARRRAGACCATCTTTGAGAGACTGATTGICGAGTICACTTIGATGACAACACC
GGCAGTGACGCGCCACAGAGTAGGCTGCATGGCACGTCACTAGATGGCGC
GCCCTGGATATCCGCCGTCCGCTCCGACGCCGAGAGCCGGGCATCCCTCT
CCCTGCCGGACCTTGTGCAGCTAGCCGCCGAGTCTGGCTTCCAGGTACAG
GICAGTGCCGCACGACAGTGCTCGCAGAGCGGLGCGCTGGACGCCGTCTT
CCACCGCCGCCACGCGTCGTCCTCTCAGCCGACTATGCGCACACTCTTCC
AATTCCCCGACGACAATGCACTGCGAGCTTCGECTACCCTGACGAACCEG

CCGCTGCAGCGGCTGCAGAGACGTCGCGTCGCGGUGCAGATTCGCGAALG
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GCIGCAGACGCTGGTGCCGTCGTACATGATTCCTGCCAAGATTGTGGTGC
TGCACCAGATGCCTCTCAACGCCAATGGCAAGGTCGACCGGAAGGAGCTG
GCICGTAGAGCCCGGACGACGACGATGACGAAGAAAAAGAAGCCGCAGCG
ATTGGCGTCGGAGCCAGCTTGTCCAATCAGCGACATTGAGGTTGCACTGT
GCCAGGAGGCCACGGCAACGTTTGGAATGCAAGTCGGCATCAGCGATCAC
TTTITTCARACTCGGCGGTCATTCTCTGCTTGCTACAARAACTCATATCCCG
CGTCGGCGACAGACTGRAAGCGCGCCTGACGGTCAAGGATGTCTTTGATC
ACCCARTCTTTICCGAGCTTGCGATTGTCATACGCGAGGGGCTGCAARAC
GICGTGCCCGTIGGCTTTGARTGGETGGTIGGACAAGCGAAGCAAGGGTCGGEC
GGCAGTAGTAGCGCCGCGCRAATGAAATGGAAACCATGCTGTGTGAGGAGT
TTCCCAATGTCCTTGGCATGGATGTCGGAGTCACGGACAACTTTTTTGAC
CTCGGTGGGCATTCGCTCATGGCGACARAGCTGGCAGEGCGGATTGGGEG
TCCATTGAATACTACGATATCAGTGAAGGAGGTCTTTGAACACCCGATTG
TGITTCAGCTCGCCAATTCCCTAGAGCTGGGTCAGT TGGAGAGCGACAGA
GTRAAGCACACAATGTTGGCCGATTACACTGCGITTCAACTCTTIGTCTGT
TGRAGATTTGCAAGGCTTICTITCAAAACGAGATAAGCCCTCAACTTGAAT
GTCCACATGGCGGTATTCAAGATGTATATCCAGCCACGCATATGCARARAAG
GCCTTTTTATGCGACGCGTCAACCGGACATCCCAAGCCTCTTGTGCCGTT
CTACATTGACTITCCCCCCGACTCAGACTGTTCTACTCTGGTCGAGGCGET
GCTICATCTCTGGTGAAGCGTTTCGACATGT TCAGGACAGTGGTCGTGGAA
GCTIGCAGGCGAACTGTATCAAGTCGTITTAGAGCACTTITGATCTACAGAT
TGATGTCGTCGAGACGGAGGAAAACGTCCACGCCGCGACGAACGATTTCG
TGCACAGAATCTTGGAGGTGCCCGTCCATCTCGGGCAACCACTGATACAA
TTCACCATTCTCAAGCAGGCGTCTTCAGTACGAGTCTTGCTTIGTICTITTIC
TCACGCCCTCTATGATGGCTTGAGTTTIGGAGCACGTCGTGCGCGATCTGC
ACATGCTTTACAARAGGCCGGTCCCTGCTGCCAGCGAATCAGTTICTCACGG
TACATGCAATACATGGACCACACGCGCARAGCCGGCTGTGACTTTTGGCG
CGATGTCATACAAGATACGCCAATCACTGTCCTCGGCCATGTCGATGCTG
CTCGCCGTGAGCTAGAAGCTGCAAGCAGCGCGGACATTGCACGCGACAAAG
ATTATTAGCATTCCTCTGCAGGCTGTCCGCAGCAGCATCATTACGCAGGC
GACAGTCTTCAACGCTGCCTGTGCTICICGTGCTCTCTCGAGAAACCGGCG
CCAAGGACGICGTCTTTGCCCGCATCCTCTCGGCCCCGCAAGCCCTGCCG
GTCGAGCTGGCAAAACATTGTCGGGCCGTGCACCAATGCCGTACCGGTGCG
CGCCCGGATCATCCACGACGACCACGACALACCACCGGCAGATGCTCCGLG
ACATGCAAGACCAGTACCTCCTGAGCCTGCCGTTITGAGACGCTCGATTTT
GACGAGGTCCGACGCAGCTGCACARACTGGCCGGCGACGGCCARCAACTA
CGCGTGCTGCGTGACGTACCACGACTITTCATACCACCCAGAGAGCGAGA

TGCAGCAGCAGCGGGTCGAGATGGGCCTGCTGGCCAGAANGGATGCGCTG
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CTCAAGGAGGAGCCCGTGTACGACCTGGGCATCGCAGGAGAGGTTGAGCC
GGATGGCGTGCACTTGCAAGTTACCGTIGGTCGCAAAGACGAGGCTGTTTA
GTGAAGAGAGGGCCGCATACCTGATGGAAGAGGTGTGTAGACTGTTTGAG

AGTCTAAACTCGGCTTTGTIGA
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