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DESCRIPCION

Ingenieria genética de Pseudomonas putida KT2440 para una produccion rapida y de alto rendimiento de vainillina a
partir de acido ferulico

La presente invencion se refiere a un procedimiento biocatalitico mejorado para producir vainillina a partir de acido
ferdlico basado en cepas de Pseudomonas modificadas por ingenieria genética, asi como a dichas cepas de
Pseudomonas.

Antecedentes técnicos

La vainillina (4-hidroxi-3-metoxibenzaldehido), el compuesto organoléptico de sabor a vainilla, es uno de los agentes
aromatizantes cuantitativos mas utilizados en todo el mundo. Su demanda ha superado durante mucho tiempo la
oferta de la fuente botanica Vanilla planifolia. Actualmente, la mayor parte de la vainillina se sintetiza quimicamente a
partir de guiacol, que procede de materias primas fosiles, y lignina, un componente en materiales de desecho de la
industria de la pulpa de madera (Ramachandra Rao y Ravishankar, 2000). Sin embargo, la demanda de esta
vainillina "idéntica a la de la naturaleza", que se utiliza principalmente en la industria de alimentos y bebidas, se
desplaza hacia la vainillina "natural" debido a una creciente conciencia de salud y nutricion de los clientes. Por tanto,
la produccion biotecnolégica de vainillina "natural" se vuelve cada vez mas importante (revisado por Krings y Berger,
1998; Priefert y col., 2001).

Se han realizado esfuerzos para producir vainilina mediante células de Vanilla planifolia cultivadas in vitro
(Davidonis y Knorr, 1991). También se implement6 una sintesis de novo utilizando cepas de levadura modificadas
por ingenieria genética (Hansen y col., 2009). El foco principal, sin embargo, se colocé en la biotransformacion
utilizando enzimas aisladas o diferentes microorganismos procariéticos como biocatalizadores de células completas
(Havkin-Frenkel y Belanger, 2008; Berger, 2009).

Ademas de lignina y estilbenos fendlicos, como el eugenol, la biotransformacion del acido ferulico en vainillina es el
procedimiento mas intensamente estudiado para producir vainillina "natural" (revisado por Rosazza y col., 1995;
Priefert y col., 2001). El precursor del acido fertlico (acido 3- (4-hidroxi-3-metoxi-fenil) prop-2-enoico), un acido
hidroxicinamico, es una sustancia muy abundante ya que es un componente de muchas paredes celulares de
plantas (Ishikawa y col., 1963; Escott-Watson y Marais, 1992; Ishii, 1997; Oosterveld y col., 2000). Se han evaluado
muchos microorganismos diferentes para la produccion de vainillina a partir de acido fertlico que comprende cepas
recombinantes de E. coli, Pseudomonas ssp., Rhodococcus ssp., Bacillus subtilis, Aspergillus niger, Pycnoporous
cinnabarinus, Amycolatopsis ssp. y Streptomyces ssp. (Lesage-Meessen y col., 1996; Okeke y Venturi, 1999;
Muheim y Lerch, 1999; Achterholt y col., 2000; Overhage y col., 2003; Peng y col., 2003; Plaggenborg y col., 2006;
Yoon y col., 2007; Barghini y col., 2007; Hua y col., 2007; Di Gioia y col., 2010; Tilay y col., 2010; Fleige y col., 2013).
Sin embargo, en la mayoria de los casos, los rendimientos de vainillina fueron bajos y las reacciones de
biotransformacion lentas. Los bajos rendimientos pueden atribuirse principalmente a la alta toxicidad de la vainillina
(Krings y Berger, 1998). La produccion mejorada de vainillina con resinas adsorbentes mejor6 los niveles de
vainillina hasta 19,2 g I'', pero el rendimiento molar de aproximadamente un 43 % fue bastante bajo (Hua y col.,
2007). Otros inconvenientes fueron la ineficiente expresion génica heterdloga y la inestabilidad del plasmido.
También se centro la atencion en la prevencion de una mayor degradacion de la vainillina en alcohol de vainillilico o
acido vainillilico (Stentelaire y col., 1997; Bonnin y col., 1999; Oddou y col., 1999; Civolani y col., 2000; Overhage y
col., 2000).

Las bacterias del género Pseudomonas muestran una amplia versatilidad metabdlica, ya que pueden usar una
amplia gama de moléculas aromaticas como fuentes Unicas de carbono (Clarke, 1982). El catabolismo del acido
ferdlico en la cepa HR199 de Pseudomonas sp., P. fluorescens BF13 y P. putida KT2440 se producen a través de
una via no-B-oxidativa dependiente de coenzima A como se representa en la Figura 1 (Narbad y Gasson, 1998;
Gasson y col., 1998; Overhage y col., el documento 1999b; Plaggenborg y col., 2003; Calisti y col., 2008). En primer
lugar, el acido fertlico se activa en feruloil-CoA catalizada por la feruloil-CoA sintetasa (EC 6.2.1.34; codificada por
fcs). En segundo lugar, el tioéster CoA se hidrata y se escinde en vainillina y acetil-CoA catalizada por enoil-CoA
hidratasa/aldolasa (EC 4.2.1.101; codificada por ech). La vainillina deshidrogenasa (EC 1.2.1.67; codificada por vdh),
oxida la vainillina a acido vainilico, que se cataboliza adicionalmente a acido protocatechuico mediante vainillato-O-
desmetilasa (EC 1.14.13.82; codificado por vanAB). Overhage y col., (1999b) también propusieron una segunda ruta
sobre 4-hidroxi-3-metoxifenil-B-cetopropionil-CoA y vainilli-CoA catalizada por enzimas codificadas por PP_3355
(aat) y probablemente PP_3354.

Un estudio reciente ha utilizado una cepa modificada metabdlica de P. fluorescens para la produccion de vainillina a
partir de acido ferulico (Di Gioia y col., 2010). Mediante la delecion del gen vdh para la vainillina deshidrogenasa y la
sobreexpresion de los genes estructurales fcs y ech en un vector de copias bajas, los autores pudieron producir
hasta 8,41 mM de vainillina a partir de acido ferulico 10 mM, que fue el titulo final mas alto de vainillina producida
con una cepa de Pseudomonas hasta ahora.

DIANA DI GIOIA y col., (JOURNAL OF BIOTECHNOLOGY, ELSEVIER SCIENCE PUBLISHERS, AMSTERDAM,
NL, vol. 156, no. 4) desvelan la ingenieria genética de Pseudomonas fluorescens para la produccion de vainillina a
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partir de acido ferulico, en el que el gen que codifica la vainillina deshidrogenasa (VDH) esta inactivado y se afiade
un plasmido que codifica la feruloil-CoA sintetasa (fcs) y la hidratasa/aldolasa (ech).

OVERHAGE J y col., (APPLIED MICROBIOLOGY AND BIOTECHNOLOGY, SPRINGER VERLAG, BERLIN, DE,
vol. 52, n.° 6) desvelan un procedimiento biocatalitico para producir vainillina a partir de eugenol a través del acido
ferulico, en el que el gen de la vainillina deshidrogenasa (vdh) esta alterado. La vainillina no se acumula, dado que
una segunda vainillina deshidrogenasa, en concreto, la coniferil-aldehido deshidrogenasa (codificada por el gen
calB) oxida la vainillina. Se ha propuesto la inactivacion de dicho gen calB.

El documento JP HO5 227980 A (TAKASAGO PERFUMERY CO LTD) desvela la mutacion de bacterias del género
Pseudomonas para obtener un mutante que no crece en absoluto o solo crece lentamente en un medio con vainilla
como fuente de carbono. El mutante se utiliza para la preparacion de vainillina. Los enfoques de la técnica anterior
para la produccién microbiana de vainillina todavia sufren uno o mas de los siguientes inconvenientes: baja tasa de
conversion de acido ferulico, bajo rendimiento molar de vainillina, formacion significativa de subproductos.

El problema subyacente de la presente invencién era, por lo tanto, la provision de un procedimiento que evite al
menos uno de los inconvenientes mencionados anteriormente.

Sumario de la invenciéon

Sorprendentemente, el problema mencionado anteriormente se resolvié proporcionando cepas modificada por
ingenieria genéticas de bacterias del género Pseudomonas que tienen la capacidad de catalizar el catabolismo del
acido ferulico a través de una via no B-oxidativa dependiente de coenzima A en vainillina. Via no oxidativa 8 a la
vainillina.

En una realizacion particular, se utilizé la cepa no patogénica y completamente secuenciada KT2440 de
Pseudomonas putida (ATCC 47054) (Nelson y col., 2002), que es un derivado libre de plasmido de la cepa de
bioseguridad de P. putida mt-2 (Kojima y col., 1967; Wiliams y Murray, 1974; Nakazawa, 2002). Mediante
modificacion genética se pudo establecer una forma altamente eficiente para la biotransformacion de acido ferulico a
vainillina usando células mutantes de P. putida en reposo sin plasmido. En particular, la manipulaciéon genética de P.
putida KT2440 mediante el sistema de contraseleccion de upp (Graf y Altenbuchner, 2011) condujo a células que
podian convertir rapidamente el acido ferulico en vainillina acompariado de rendimientos molares de hasta el 86 %,
altas productividades y poca formacion de subproductos.

Dicha cepa no patogénica de Pseudomonas putida KT2440 se optimizé genéticamente para que convirtiera el acido
ferdlico en vainillina de una manera particular. La delecion del gen de la vainillina deshidrogenasa (vdh) no fue
suficiente para prevenir la degradacion de la vainillina. La inactivacion adicional de un transportador de molibdato,
identificado por mutagénesis de transposon, llevo a una cepa incapaz de crecer en vainillina como Unica fuente de
carbono. La bioconversion se optimizé aun mas mediante la expresion cromosdmica aumentada de los genes
estructurales para la feruloil-CoA sintetasa (fcs) y la enoil-CoA hidratasa/aldolasa (ech) mediante la introduccion del
sistema fuerte del promotor fac. Ingenieria genética adicional condujo a altas tasas de conversion inicial y
rendimientos molares de vainillina de hasta un 86 % en solo 3 horas, acompafiados de niveles muy bajos de
subproductos. Esto representa la productividad mas alta y el rendimiento de vainillina molar mas alto obtenidos hasta
la fecha con una cepa de Pseudomonas. Junto con su alta tolerancia al acido ferulico, las nuevas cepas de
Pseudomonas libres de plasmidos recién desarrolladas representan candidatos prometedores para la produccién
biotecnoldégica de vainillina.

Descripcion de las figuras

Figura 1: Ruta propuesta para el catabolismo del acido ferulico sobre la vainillina en cepas de Pseudomonas. La
ruta alternativa de 4-hidroxi-3-metoxifenil-B-hidroxipropionil-CoA a acido vainillilico se muestra a la derecha
(propuesta por Overhage y col., 1999b). La reduccion de la vainillina en alcohol vainillilico se representa con una
flecha discontinua. Los signos de interrogacion simbolizan reacciones catalizadas por enzimas desconocidas.

Figura 2: Organizacion de los genes estructurales de la enoil-CoA hidratasa/aldolasa (ech), feruloil-CoA
sintetasa (fcs) y vainillina deshidrogenasa (vdh), B-cetotiolasa (aat) y acil-CoA deshidrogenasa (PP_3354) en las
cepas mutantes de P. putida utilizadas en la presente invencion. Se representa el sitio de integracion de la region
del promotor tac que incluye el operador lac (Piac) y €l gen para el represor lac (lachf).

Figura 3: Crecimiento de las cepas mutantes de P. putida GN23, GN235, GN275 y GN276 en medio minimo M9
con diferentes fuentes de carbono. Las cepas se inocularon con 0,05 DOgop como se indica con una flecha. El
crecimiento se documenté midiendo la DOgoo. Se presenta la DOgoo después de 24 horas a 30 °C para mostrar la
capacidad de las cepas para crecer en glucosa, acido ferulico, acido vainillilico y vainillina, respectivamente,
como Unica fuente de carbono.

Figura 4: Ensayos de bioconversion de acido fertlico en vainillina. Se indujeron los genes metabdlicos ech y fcs
durante 6 horas con IPTG 5 mM antes de que se iniciara la bioconversion de acido ferulico en vainillina con 5 x
10° células en reposo ml! de las cepas de P. putida (a) GN23, (b) GN235, (c) GN276, (d) GN299, (e) GN347, (f)
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GN440, (g) GN441 y (h) GN442. Las concentraciones de acido ferulico (circulos negros), vainillina (circulos
blancos), alcohol vainillilico (triangulo negro) y acido vainillilico (triangulo blanco) se midieron mediante HPLC y
se representaron graficamente sobre el tiempo de conversion. La figura muestra los valores medios de al menos
tres ensayos repetidos independientemente. La desviacion estandar fue inferior al 10 %.

Figura 5: Influencia de la cantidad de inductor IPTG en la bioconversion de acido ferulico a vainillina. Se
indujeron células de P. putida GN299 durante 6 horas con (a) IPGT 1 mMy (b) IPTG 5 mM antes de comenzar la
bioconversiéon de acido ferulico en vainillina con 5 x 10° células en reposo ml*'. Las concentraciones de acido
ferdlico (circulos negros), vainillina (circulos blancos), alcohol vainillilico (triangulo negro) y acido vainillilico
(triangulo blanco) se midieron mediante HPLC y se representaron graficamente sobre el tiempo de conversion.
La figura muestra los valores medios de al menos tres ensayos repetidos independientemente. La desviacion
estandar fue inferior al 10 %.

Figura 6: Influencia de (a) el tiempo de induccion y (b) la cantidad de células en reposo de P. putida GN299 en la
bioconversion de acido ferulico a vainillina. (a) Se indujeron las células durante 2, 4 y 6 h con IPTG 5 mM antes
de que se iniciara la bioconversion de acido ferulico en vainillina con 5 x 10° células en reposo ml-'. (b) Las
células se indujeron durante 6 horas con IPTG 5 mM antes de que se iniciara la bioconversion de acido ferulico
en vainillina con cantidades variables de células en reposo (5, 10 y 20 x 10° células ml"). Las concentraciones de
acido ferulico (barras negras), vainillina (barras blancas), alcohol vainillilico (barras de color gris oscuro) y el
acido vainillilico (barras de color gris claro) se midieron por HPLC y se mostraron al principio (0 h) y al final (18 h)
del ensayo de bioconversiéon. La figura muestra los valores medios de al menos tres ensayos repetidos
independientemente. La desviacion estandar esta representada por barras de error.

Fig. 7: Influencia de la concentracion de (a) acido ferulico y (b) vainillina en la bioconversion. Se indujeron los
genes metabolicos ech y fcs durante 6 horas con IPTG 5 mM antes de que se iniciara la bioconversion de acido
ferdlico en vainillina con 5 x 10° células en reposo ml' de la cepas de P. putida GN299. (a) Se utilizaron
concentraciones crecientes de acido ferdlico (10, 20, 30 y 40 mM) para la conversién a vainillina. (b) Se
afiadieron concentraciones crecientes de vainillina (0, 10, 15, 20 y 30 mM) al comienzo del ensayo de
bioconversién con acido ferulico 10 mM. Las concentraciones de acido ferulico (barras negras), vainillina (barras
blancas), alcohol vainillilico (barras de color gris oscuro) y el acido vainillilico (barras de color gris claro) se
midieron por HPLC y se mostraron al principio (0 h) y al final (18 h) del ensayo de bioconversién. La figura
muestra los valores medios de al menos tres ensayos independientes. La desviacion estandar esta representada
por barras de error.

Figura 8: Tolerancia de la cepa mutante de P. putida cepa GN299 hacia diferentes concentraciones de (a) acido
fertlico y (b) vainillina en medio minimo M9. Después de la inoculacion con 0,1 DOggo en medio minimo M9 con
0,4 % de glucosa y concentraciones crecientes de (a) acido ferulico y (b) vainillina, el crecimiento se documento
midiendo la DOggo. Se presenta la DOgoo después de 24 horas a 30 °C para mostrar la tolerancia de GN299 a
diferentes concentraciones de acido ferdlico y vainillina, respectivamente. La figura muestra los valores medios
de al menos tres ensayos independientes. La desviacion estandar esta representada por barras de error.

Descripcion detallada de la invenciéon

A. Definiciones generales

"Regulacion alterada" debe entenderse en su sentido mas amplio (regulacion por aumento o regulacion por
disminucion, amplificacién o atenuacion, aumento o disminucién de la actividad/funcién), y comprende un aumento o
disminucion o un apagado completo o el encendido de un objetivo, como, por ejemplo, una actividad enzimatica
(enzima diana) u otra actividad de proteinas metabdlicamente activas (proteina diana), por diferentes medios bien
conocidos por los expertos en la técnica.

Pueden producirse manipulaciones adecuadas en las secuencias de aminoacidos que alteran el nivel de
proteina/enzima o restos de aminoacidos; o puede ocurrir a nivel de acidos nucleicos, alterando, por ejemplo, la
informacion genética o el elemento genético regulador. Los procedimientos adecuados comprenden, por ejemplo, un
aumento o disminucion del nimero de copias del gen y/o las moléculas de las enzimas/proteinas en un organismo
modificado por ingenieria genética, o la modificacion de otra caracteristica de la enzima que afecta a su actividad
enzimatica o de la proteina, que afecta a su actividad biolégica, como por ejemplo metabdlica, que luego da como
resultado el efecto deseado en la via metabdlica en cuestion.

La manipulaciéon genética adecuada también puede incluir, pero sin limitacion, alterar o modificar secuencias
reguladoras o sitios asociados con la expresion de un gen particular (por ejemplo, eliminando o introduciendo
promotores fuertes, promotores inducibles o promotores multiples), modificando la localizaciéon cromosémica de un
gen en particular, alterando secuencias de acido nucleico adyacentes a un gen en particular, tal como un sitio de
union a ribosoma o terminador de la transcripcion, disminuyendo o aumentando el nimero de copias de un gen en
particular, modificando proteinas (por ejemplo, proteinas reguladoras, supresores, potenciadores, activadores de la
transcripcion y similares) involucrados en la transcripcion de un gen en particular y/o la traduccién de un producto
génico en particular, o cualquier otro medio convencional de alteracion de la regulacion de la expresion de una rutina
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génica en particular en la técnica (incluido, entre otros, el uso de moléculas de acido nucleico antisentido u otros
procedimientos para eliminar o bloquear la expresion de la proteina diana).

Mas particularmente "alterar la regulacion”, "con la regulacion alterada y "regulacion alterada" se hace referencia a
alteraciones o modificaciones de al menos un gen en un microorganismo, en el que la alteraciéon o modificacion da
como resultado un aumento de la eficiencia de la produccién de vainillina en el microorganismo en relacion con la
produccion de vainillina en ausencia de la alteracion o modificacion. En algunas realizaciones, un gen que esta
alterado o modificado codifica una enzima en una via biosintética o una proteina de transporte, de modo que el nivel
o la actividad de la enzima biosintética en el microorganismo se altere o modifique o la especificidad o eficiencia del
transporte se altere o modifique. En algunas realizaciones, al menos un gen que codifica una enzima en una ruta
biosintética se altera o modifica de tal manera que el nivel o la actividad de la enzima se potencia o aumenta con
relacion al nivel en presencia del gen de tipo natural o no alterado. La alteracién de la regulacién también incluye
alterar la region de codificacion de uno o mas genes para producir, por ejemplo, una enzima que es resistente a la
retroalimentacion o que tiene una actividad especifica mayor o menor. Asimismo, la alteracion de la regulacion
abarca ademas la alteracion genética de los genes que codifican los factores de la transcripcion (por ejemplo,
activadores, represores), que regulan la expresion de genes que codifican enzimas o proteinas de transporte. Mas
especificamente, la alteracion de la regulacion puede dar como resultado una actividad enzimatica "disminuida", en
la que la actividad enzimatica resultante es inferior al 100 % de la actividad enzimatica observada en el estado de no
alteracion de la regulacion o esta "apagada”, es decir, de forma reversible o irreversible, ya no esta presente o al
menos ya no es detectable con una herramienta analitica convencional, como un ensayo de actividad enzimatica.

Una forma en particular de una regulacion por aumento es la amplificacion de un gen objetivo, en particular
realizando una mutacién "por aumento" que aumenta la actividad del gen, por ejemplo, mediante amplificacion
génica utilizando sefales de expresion fuertes y/o mutaciones puntuales que mejoran o aumentan la actividad
enzimatica o la actividad metabdlica de una proteina.

Una forma preferida de una regulacion por disminucion es la atenuacion de un gen objetivo, en particular realizando
una mutacioén "por disminucién" que disminuye la actividad del gen, por ejemplo, por delecién o alteracion de genes,
utilizando sefiales de expresion débiles y/o mutaciones puntuales que destruyen o disminuyen la actividad
enzimatica o la actividad metabdlica de una proteina.

En particular, un gen puede manipularse de manera que uno o mas nucleétidos se delecionen del cromosoma del
organismo huésped. La actividad disminuida de un producto génico también puede obtenerse introduciendo una o
mas mutaciones genéticas que conducen a una actividad disminuida del producto génico. La actividad disminuida
puede ser una reduccion de la actividad enzimatica u otra actividad metabdlica en > 50 % de la actividad enzimatica
no mutada o no alterada, o reduccién de la actividad en > 90 % o, mas preferentemente, una reduccion de la
actividad e n> 95% o, mas preferentemente, una reduccion de la actividad en > 98 %, o incluso mas preferentemente
una reduccion de la actividad en > 99 %, o incluso mas preferentemente una reduccién de la actividad en > 99,9 %.

El aumento de la actividad de un producto génico también se puede obtener introduciendo una o mas mutaciones
génicas que conduzcan a un aumento de la actividad del producto génico. El aumento de la actividad puede ser un
aumento de la actividad enzimatica u otra metabdlica por, por ejemplo, un factor de 1 a 1.000 de la actividad
enzimatica no mutada o no alterada, o aumento de la actividad por un factor de 2 a 100 o, mas preferentemente, un
aumento de la actividad por un factor de 5 a 50 o de 10 a 20.

El término "heterdlogo” o "exdgeno” se refiere a proteinas, acidos nucleicos y las secuencias correspondientes como
se describe en el presente documento, que se introducen o se producen (transcriben o traducen) por un
microorganismo manipulado genéticamente (modificado por ingenieria genética), tal como se define en el presente
documento y el microorganismo anterior a dicha manipulacién no contenia o no producia dicha secuencia. En
particular, dicho microorganismo antes de dicha manipulacién puede no contener o expresar dicha actividad
enzimatica heteréloga, o puede contener o expresar una enzima enddégena de actividad o especificidad
comparables, que esta codificado por una secuencia codificante diferente o por una enzima de diferente secuencia
de amino&cidos, y dicha enzima enddgena puede convertir el mismo sustrato o sustratos que dicha enzima exdgena.

Un "microorganismo” se refiere a eucariotas y, en particular, a procariotas y, mas particularmente, a bacterias.

Un microorganismo "derivado de un microorganismo parental" se refiere a un microorganismo modificado por
cualquier tipo de manipulacién, o combinacién de tales manipulaciones, seleccionadas entre técnicas quimicas,
bioquimicas o microbianas, en particular de ingenieria genética. En este ultimo caso, se les conoce como
microorganismos "modificados por ingenieria genética". Dicha manipulacién da como resultado al menos un cambio
de una caracteristica bioldgica de dicho microorganismo parental. Como ejemplo, la secuencia de codificacion de
una enzima heterdloga puede introducirse en dicho organismo o puede eliminarse una secuencia de codificacion del
microorganismo parental. Mediante dicho cambio se puede afiadir, reemplazar o delecionar al menos una
caracteristica de dicho microorganismo parental. Dicho cambio puede, por ejemplo, dar lugar a una caracteristica
metabdlica alterada de dicho microorganismo, de modo que, por ejemplo, un sustrato de una enzima expresada por
dicho microorganismo (cuyo sustrato dicho microorganismo parental no utilizé o lo utilizé con diferente eficacia) se
metaboliza de una manera caracteristica (por ejemplo, en diferente cantidad, proporcional o con diferente eficacia si
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se compara con el microorganismo parental), y/o dicho microorganismo modificado forma un producto metabdlico
final o intermedio de una manera caracteristica (por ejemplo, en diferente cantidad, proporcion o con diferente
eficacia si se compara con el microorganismo parental).

Un microorganismo puede ser "alterado" o "modificado” fisica o ambientalmente para expresar un producto génico a
un nivel mayor o menor en relacién con el nivel de expresion del producto génico por el microorganismo de partida.
Por ejemplo, un microorganismo puede tratarse o cultivarse en presencia de un agente (quimico o genético) que se
sabe o se sospecha que aumenta o disminuye la transcripcion y/o la traduccién de un gen particular y/o la traduccién
de un producto génico particular tal que la transcripcion y/o la traduccidon se incrementa o disminuye. Como
alternativa, un microorganismo puede cultivarse a una temperatura seleccionada para aumentar o disminuir la
transcripcion y/o la traduccion de un gen particular y/o la traduccion de un producto génico en particular de manera
que la transcripcion y/o la traduccion aumenten o disminuyan.

"Modificado por ingenieria genética" se refiere a un microorganismo alterado en el sentido anterior mediante técnicas
de ingenieria genética disponibles en la materia, como por ejemplo transformacion, mutaciéon, recombinacion
homologa.

La expresion "capaz de utilizar" se refiere a la capacidad de un microorganismo de la invencidon para convertir un
sustrato, como por ejemplo acido ferulico, en al menos un producto quimico estructuralmente y/o estéricamente
diferente.

Una "actividad enzimatica involucrada o asociada con la conversion fermentativa del acido ferulico en vainillina"
significa cualquier actividad catalitica o reguladora de una enzima que influye en la conversién del acido ferulico en
vainillina y/o subproductos, como puede determinarse mediante uno cualquiera del conjunto de parametros como se
define en el presente documento a continuacion.

Los diferentes parametros de rendimiento ("Rendimiento” o YP/S; "Rendimiento-productividad especifica"; o
Espacio-Tiempo-Rendimiento (STY) son bien conocidos en la técnica y se determinan como describen, por ejemplo,
Song y Lee, 2006.

"Rendimiento” e "YP/S" (cada uno expresado en masa del producto producido/masa de material consumido) se usan
en el presente documento como sinénimos.

El rendimiento-productividad especifica describe la cantidad de un producto, como vainillina, que se produce porhy |
de caldo de fermentacion por g de biomasa. La cantidad de peso celular himedo expresada como WCW describe la
cantidad de microorganismo biolégicamente activo en una reaccion bioquimica. El valor se da como g producto por g
de WCW por h (es decir, g/gWCW-" h).

La expresion "produccion fermentativa" o "fermentacion” se refiere a la capacidad de un microorganismo (asistido
por la actividad de la enzima contenida en o generada por dicho microorganismo) para producir un compuesto
quimico en cultivo celular utilizando al menos una fuente de carbono agregada a la incubacién.

Se entiende que la expresion "caldo de fermentacion" significa una solucion acuosa que se basa en un
procedimiento de fermentacion y no se ha procesado o se ha procesado, por ejemplo, como se describe en el
presente documento.

Un "huésped recombinante" puede ser cualquier célula procariota o eucariota, que contiene un vector de clonacién o
un vector de expresion. Este término también pretende incluir las células procariotas o eucariotas que se han
modificado por ingenieria genética para contener el gen o los genes clonados en el cromosoma o genoma de la
célula huésped.

La expresion "microorganismo recombinante" incluye un microorganismo (por ejemplo, bacterias, levadura, un
hongo, etc.) o cepa microbiana, (por ejemplo, bacterias, células de levadura, célula fungica, etc.) que se ha alterado
genéticamente, modificado o disefiado (por ejemplo, modificado por ingenieria genética) de manera que muestre un
genotipo y/o fenotipo alterado, modificado o diferente (por ejemplo, cuando la modificacion genética afecta a las
secuencias de acido nucleico codificantes del microorganismo) en comparacion con el microorganismo natural o el
microorganismo "parental" del cual derivo.

Las enzimas particulares involucradas en la base que forma la ruta de biosintesis de la vainillina de la presente
invencion incluyen:

Feruloil-CoA sintetasa (EC 6.2.1.34; codificada por fcs).
Enoil-CoA hidratasa/aldolasa (EC 4.2.1.101; codificada por ech).
Vainillina deshidrogenasa (EC 1.2.1.67; codificada por vdh),
B-Cetotiolasa (EC 2.3.1.16 codificada por aat)
Acil-CoA-Hidrolasa (EC 3.1.2.20 codificada por PP_3354)
Transportador de molibdato (codificado por modABC)



ES2712 181 T3

B. Realizaciones particulares

La presente invencion se refiere en particular a las siguientes realizaciones:

10

15

20

25

30

35

40

45

50

1. Un procedimiento biocatalitico para producir vainillina a partir de acido ferulico, en el que

a) se cultiva una cepa bacteriana modificada por ingenieria genética del género Pseudomonas que tiene la
capacidad de convertir el acido ferulico en vainillina en presencia de acido ferulico; y

b) opcionalmente, la vainillina asi formada se aisla del medio de cultivo; en el que dicha cepa bacteriana
modificada por ingenieria genética tiene una capacidad reducida, disminuida, para crecer en vainillina como
unica fuente de carbono, en el que dicha cepa modificada por ingenieria genética contiene al menos la
siguiente modificacion genética:

i) regulacion por disminucion, en particular inhibiciéon completa o cuantitativa, de la captacion de molibdato
celular, que preferentemente da como resultado dicha capacidad reducida para crecer en vainillina; y

i) regulacion por disminucion de la actividad de la vainillina deshidrogenasa, en particular el gen
correspondiente (vdh), por ejemplo, mediante delecion parcial o completa de la informacion genética
correspondiente.

Preferentemente, no se observa un crecimiento en la vainillina como Unica fuente de carbono para una cepa
modificada por ingenieria genética.

2. delecionado
3. delecionado

4. El procedimiento de la realizacién 1, en el que la captacion celular de molibdato se regula por disminucion
regulando por disminucion la proteina de union al molibdato periplasmatico (modA), por ejemplo, mediante
delecion parcial o completa de la informacion genética correspondiente.

5. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 1 a 4, en el que la captacién celular de
molibdato se regula por disminucién mediante la delecion del operén modABC.

6. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones anteriores, en el que al menos una de las
siguientes actividades enzimaticas y, en particular, los genes para

iii) feruloil-CoA sintetasa y
iv) enoil-CoA hidratasa

esta regulado por aumento.

La regulacion por aumento se puede lograr, por ejemplo, aumentando el numero de copias de dichos genes de
forma cromosémica o mediante la introduccién de vectores de expresion recombinantes que contengan dicha
informacion genética o modificando la expresion del gen, en particular mediante el uso de un promotor fuerte.

7. El procedimiento de acuerdo con la realizacién 6, en el que la expresion cromosémica de los genes para la
feruloil-CoA sintetasa (fcs) y la enoil-CoA hidratasa (ech) esta regulada por aumento.

8. El procedimiento de acuerdo con la realizacién 7, en el que la expresion de los genes de la feruloil-CoA
sintetasa (fcs) y la enoil-CoA hidratasa (ech) esta bajo el control de un elemento regulador que comprende un
promotor fuerte, opcionalmente inducible, en particular el promotor tac fuerte, opcionalmente en combinacién con
lacl o lacl? en particular el promotor tac fuerte en combinacién con el elemento /acl.

9. El procedimiento de acuerdo con una de las realizaciones anteriores, en el que adicionalmente al menos una
de las siguientes actividades enzimaticas, en particular, al menos uno de los genes correspondientes esta
regulado por disminucion:

v) aldehido deshidrogenasa PP_2680 y/o PP_0545vi) benzaldehido deshidrogenasa PP_1948

En particular, la regulacion por disminucion se puede lograr mediante la delecién cromosémica parcial o
completa de la informacion genética correspondiente.

10. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones anteriores, en el que adicionalmente al
menos una de las siguientes actividades enzimaticas, en particular, al menos uno de los genes correspondientes
esta regulado por disminucion:

vii) beta-Cetotiolasa PP_3355 (aat) y

viii) acil-CoA deshidrogenasa PP_3354.

En particular, la regulacion por disminucion se puede lograr mediante la delecion cromosémica parcial o
completa de la informacién genética correspondiente.
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11. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones anteriores, en el que la cepa microbiana
que se va a modificar por ingenieria genética es una cepa de Pseudomonas putida.

12. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones anteriores, en el que dicha cepa de
Pseudomonas putida se modifica por ingenieria genética regulando por disminucién la proteina de adhesion
superficial (lapA) en particular, regulando por disminucion del gen correspondiente. En particular, la regulacion
por disminucion se puede lograr mediante la delecién parcial o completa de la informacion genética
correspondiente.

13. El procedimiento de una de las realizaciones anteriores, que se realiza aerobicamente y/o a una temperatura
en el intervalo de 10 2 40 °C, 0 20 a 30 °C y/o a un pH en el intervalode 6 a8 o de 6,5 a 7,5.

14. El procedimiento de una de las realizaciones anteriores, en el que la reaccién se lleva a cabo a una
concentracion inicial de acido ferulico de 1 a 50 mM, en particular de 5 a 15 u 8 a 12 mM, como
aproximadamente 10 mM, preferentemente en un medio acuoso.

15. El procedimiento de una de las realizaciones anteriores, en el que la reaccién se realiza en células completas
de dichas cepas bacterianas o en un homogeneizado de células de las mismas o en una fracciéon obtenida de
dicho homogeneizado.

16. El procedimiento de una cualquiera de las realizaciones anteriores, en el que dicha cepa bacteriana se aplica
en forma libre o inmovilizada.

17. El procedimiento de una de las realizaciones anteriores se realizé de forma continua o discontinua.

18. Una cepa de Pseudomonas modificada por ingenieria genética que contiene una modificacion genética como
se define en una cualquiera de las realizaciones 1 a 12, en las que dicha regulacion por disminucion se logra
mediante la delecion de un gen o la alteracién de un gen.

19. La cepa de Pseudomonas modificada por ingenieria genética de la realizacion 18, que se obtiene por
ingenieria genética de Pseudomonas putida, en particular de Pseudomonas putida KT2440, en la que dicha cepa
modificada por ingenieria genética esta preferentemente libre de plasmidos.

20. La cepa de Pseudomonas modificada por ingenieria genética de la realizacion 19, seleccionada de GN23,
GN235, GN237, GN275, GN276, GN299, GN347, GN440, GN441 y GN442; o una variante funcional o cepa
mutante de la misma, que retiene la capacidad de convertir acido ferulico en vainillina y/o que no crece en
vainillina como unica fuente de carbono y/o en la que la captacion de molibdato esta regulada por disminucion.

21. En ofra realizacion, un sistema de bioconversion de la invencion, por ejemplo con P. putida GN442, puede
comprender resinas adsorbentes adecuadas para reducir la toxicidad del producto vainillina.

C. Otras realizaciones de la invencion
C.1 Alteracion de la regulacion de otros genes

La produccién fermentativa de vainillina con una cepa Pseudomonas recombinante como se describe en el presente
documento puede mejorarse auin mas si se combina con la alteracion de la regulacion de al menos un gen adicional
como esta involucrado en la via catabdlica del acido ferulico no beta oxidativa como se muestra en la Figura 1
adjunta.

C.2 Proteinas segun la invencion

Aunque las realizaciones preferidas de la invencion se basan en un enfoque que altera la regulacion las actividades
de enzimas o proteinas mediante la delecion de secuencias de genes y/o el aumento de las tasas de expresion de
enzimas particulares, la invencién no se limita a las mismas.

Ademas, puede ser posible alcanzar mejoras similares mediante la regulacion por disminucién de las actividades de
enzimas/proteinas mediante la realizacion de mutaciones adecuadas en una o mas secuencias de aminoacidos
identificadas en el presente documento. La regulacion por aumento se puede realizar generando proteinas/enzimas
mutantes con actividad mejorada.

Por lo tanto, la invencion en este contexto también se refiere a "equivalentes funcionales" o "analogos" o
"mutaciones funcionales" de las enzimas/proteinas especificamente descritas.

Por ejemplo, "equivalentes funcionales" significa enzimas, que, en una prueba utilizada para la actividad enzimatica,
muestran al menos un 1 a un 10 %, o al menos un 20 %, o al menos un 50 %, o al menos un 75 %, o al menos un 90
% mayor o menor actividad de una enzima, como se define en el presente documento.

"Equivalentes funcionales", de acuerdo con la invencién, también significa en particular mutantes, que, en al menos
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una posiciéon de secuencia de las secuencias de aminoacidos indicadas anteriormente, tienen un aminoacido que es
diferente de lo que se dice en concreto, pero, sin embargo, poseen una de las actividades biolégicas mencionadas
anteriormente. Los "equivalentes funcionales" comprenden asi los mutantes obtenibles por uno o mas, como 1 a 20,
1 a 15 0 5 a 10 adiciones, sustituciones, deleciones y/o inversiones de aminoacidos, donde los cambios indicados
pueden producirse en cualquier posicidn de secuencia, siempre que conduzcan a un mutante con el perfil de
propiedades de acuerdo con la invencién. La equivalencia funcional también se proporciona en particular si los
patrones de reactividad coinciden cualitativamente entre el mutante y el polipéptido no modificado, es decir, si, por
ejemplo, los mismos sustratos se convierten a una velocidad diferente. Ejemplos de sustituciones de aminoacidos
adecuadas se muestran en la siguiente tabla:

Resto original Ejemplos de sustitucion

Ala Ser

Arg Lys

Asn GlIn; His

Asp Glu

Cys Ser

GIn Asn

Glu Asp

Gly Pro

His Asn; GIn

lle Leu; Val

Leu lle; Val

Lys Arg; GIn; Glu
Met Leu; lle

Phe Met; Leu; Tyr
Ser Thr

Thr Ser

Trp Tyr

Tyr Trp; Phe

Val lle; Leu

Los "equivalentes funcionales" en el sentido anterior son también "precursores" de los polipéptidos descritos, asi
como "derivados funcionales" y "sales" de los polipéptidos.

Los "precursores" son en ese caso precursores naturales o sintéticos de los polipéptidos con o sin la actividad
biologica deseada.

La expresion "sales" significa sales de grupos carboxilo asi como sales de adicion de acido de grupos amino de las
moléculas de proteina de acuerdo con la invencion. Las sales de los grupos carboxilo se pueden producir de una
manera conocida y comprenden sales inorganicas, por ejemplo sales de sodio, calcio, amonio, hierro y cinc, y sales
con bases organicas, por ejemplo aminas, tales como trietanolamina, arginina, lisina, piperidina y similares. Sales de
adicion de acido, por ejemplo sales con acidos inorganicos, tales como acido clorhidrico o acido sulfurico y sales con
acidos organicos, tales como acido acético y acido oxalico, también estan cubiertas por la invencion.

Los "derivados funcionales" de los polipéptidos de acuerdo con la invencion también pueden producirse en grupos
laterales de aminoacidos funcionales o en su extremo N-terminal o C-terminal usando técnicas conocidas. Tales
derivados comprenden, por ejemplo, ésteres alifaticos de grupos acido carboxilico, amidas de grupos de acido
carboxilico, obtenible por reaccién con amoniaco o con una amina primaria o secundaria; derivados N-acilo de
grupos amino libres, producidos por reaccidon con grupos acilo; o derivados O-acilo de grupos hidroxi libres,
producidos por reaccion con grupos acilo.

Los "equivalentes funcionales" naturalmente también comprenden polipéptidos que pueden obtenerse de otros
organismos, asi como variantes de origen natural. Por ejemplo, se pueden establecer areas de secuencia homologa
mediante comparacion de secuencia, y se pueden determinar enzimas equivalentes segun los parametros concretos
de la invencion.

Los "equivalentes funcionales" también comprenden fragmentos, preferentemente dominios individuales o motivos
de secuencia, de los polipéptidos segun la invencion, que, por ejemplo, muestran la funcion biolégica deseada.

"Equivalentes funcionales" son, ademas, proteinas de fusién, que tienen una de las secuencias polipeptidicas
indicadas anteriormente o equivalentes funcionales derivados de y al menos una mas, secuencias heterélogas
funcionalmente diferentes en asociacion funcional N-terminal o C-terminal (es decir, sin deterioro funcional mutuo
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sustancial de las partes de la proteina de fusion). Los ejemplos no limitantes de estas secuencias heterélogas son,
por ejemplo, péptidos sefial, anclajes de histidina o enzimas.

Los "equivalentes funcionales" que también se incluyen de acuerdo con la invencién son homadlogos de las proteinas
desveladas concretamente. Estos poseen valores de identidad porcentuales como se ha indicado anteriormente.
Dichos valores se refieren a la identidad con las secuencias de aminoacidos desveladas concretamente, y pueden
calcularse de acuerdo con el algoritmo de Pearson y Lipman, (1988).

Los valores de % de identidad también se pueden calcular a partir de alineaciones de BLAST, algoritmo blastp
(proteina-proteina BLAST) o aplicando el ajuste Clustal como se indica a continuacion.

Un porcentaje de identidad de un polipéptido homdlogo segun la invencion significa, en particular, el porcentaje de
identidad de los restos de aminoacidos con respecto a la longitud total de una de las secuencias de aminoacidos
descritas concretamente en el presente documento.

En el caso de una posible glucosilacién de proteinas, los "equivalentes funcionales" de acuerdo con la invencion
comprenden proteinas del tipo designado anteriormente en forma desglicosilada o glicosilada, asi como formas
modificadas que pueden obtenerse alterando el patrén de glicosilacion.

Dichos equivalentes funcionales u homdlogos de las proteinas o polipéptidos de acuerdo con la invencidon pueden
producirse por mutagénesis, por ejemplo, por mutacion puntual, alargamiento o acortamiento de la proteina.

Dichos equivalentes funcionales u homdlogos de las proteinas de acuerdo con la invenciéon pueden identificarse
seleccionando bases de datos combinatorias de mutantes, por ejemplo, acortando mutantes. Por ejemplo, se puede
producir una variada base de datos de variantes de proteinas mediante mutagénesis combinatoria a nivel de acido
nucleico, por ejemplo, mediante ligadura enzimatica de una mezcla de oligonucleétidos sintéticos. Hay una gran
cantidad de procedimientos que pueden usarse para la produccion de bases de datos de posibles homologos a partir
de una secuencia de oligonucledtidos degenerada. La sintesis quimica de una secuencia génica degenerada se
puede llevar a cabo en un sintetizador de ADN automatico, y el gen sintético se puede ligar luego en un vector de
expresion adecuado. El uso de un genoma degenerado permite suministrar todas las secuencias en una mezcla, que
codifican para el conjunto deseado de secuencias de proteinas potenciales. Los procedimientos de sintesis de
oligonucledtidos degenerados son conocidos por los expertos en la materia (por ejemplo, Narang, S.A. (1983);
Itakura y col., (1984) (a) ; Itakura y col., (1984) (b); ke y col., (1983)).

En la técnica anterior, se conocen varias técnicas para la deteccion de productos genéticos de bases de datos
combinatorias, que se produjeron mediante mutaciones puntuales o acortamiento, y para la seleccién de bibliotecas
de ADNc para productos génicos con una propiedad seleccionada. Estas técnicas se pueden adaptar para la
seleccion rapida de los bancos de genes que se produjeron mediante mutagénesis combinatoria de homoélogos de
acuerdo con la invencion. Las técnicas mas utilizadas para el cribado de grandes bancos de genes, que se basan en
un analisis de alto rendimiento, comprenden la clonacion del banco de genes en vectores de expresion que pueden
replicarse, la transformacion de las células adecuadas con la base de datos de vectores resultante y la expresion de
los genes combinatorios en condiciones en las que la deteccion de la actividad deseada facilita el aislamiento del
vector que codifica el gen cuyo producto se detectd. Mutagénesis Recursiva De Conjunto (REM), una técnica que
aumenta la frecuencia de mutantes funcionales en las bases de datos, se puede utilizar en combinacién con las
pruebas de deteccion, para identificar homdlogos (Arkin y Yourvan (1992); Delgrave y col., (1993)).

C.3 Codificacion de secuencias de acido nucleico

La invencién también se refiere a secuencias de acido nucleico que codifican enzimas/proteinas como se definen en
el presente documento y que pueden aplicarse para realizar las manipulaciones de ingenieria genética requeridas.

La presente invencion también se refiere a acidos nucleicos con un cierto grado de "identidad" con las secuencias
especificamente desveladas en el presente documento. "ldentidad" entre dos acidos nucleicos significa la identidad
de los nucledtidos, en cada caso en toda la longitud del acido nucleico.

Por ejemplo, la identidad puede calcularse mediante el programa Vector NTI Suite 7.1 de la empresa Informax
(EE.UU.) usando el procedimiento Clustal (Higgins DG, Sharp PM. ((1989))) con los siguientes ajustes:

Parametro de alineacién mdltiple:

penalizacién por abertura de huecos 10
penalizaciéon de extension de hueco 10
Rango de penalizacién por separacion de huecos 8

Pena de separacién de huecos apagado
% de identidad por retraso de alineacion 40
Huevos especificos de restos apagado
Hueco de restos hidrofilicos apagado
Ponderacion de la transicion 0
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(continuacion)

Parametro de alineacién por pares:
Algoritmo FAST on
Tamario de la tupla K 1
Penalizacién por huecos 3
Tamano de ventana 5
Numero de mejores diagonales 5

Como alternativa, la identidad puede determinarse de acuerdo con Chenna, y col., (2003), la pagina web:
http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw/index.html# y las siguientes configuraciones

Penalizacién por abertura de huecos en ADN 15,0
Pena de extension de huecos de ADN 6,66
Matriz de ADN Identidad
Penalizacién por abertura de huecos en proteinas 10,0
Penalizacién por extension de huecos en proteinas 0,2
Matriz proteica Gonnet
FIN DE HUECO Proteinas/ADN -1
DISTANCIA DE HUECOS Proteina/ADN 4

Todas las secuencias de acido nucleico mencionadas en el presente documento (secuencias de ADN y ARN de
cadena simple y cadena doble, por ejemplo, ADNc y ARNm) pueden producirse de forma conocida por sintesis
quimica a partir de los bloques de construccidon de nucledétidos, por ejemplo, por condensacion de fragmentos de
superposicion individual, bloques componentes de acido nucleico complementarios de la doble hélice. La sintesis
quimica de oligonucledtidos puede, por ejemplo, realizarse de una manera conocida, por el procedimiento de la
fosfoamidita (Voet, Voet, 22 edicion, Wiley Press, Nueva York, paginas 896-897). La acumulacién de oligonucledtidos
sintéticos y el llenado de huecos por medio del fragmento Klenow de ADN polimerasa y las reacciones de ligado, asi
como las técnicas generales de clonacion, se describen en Sambrook y col., (1989), véase a continuacion.

La invencion también se refiere a secuencias de acido nucleico (secuencias de ADN y ARN monocatenarias y
bicatenarias, por ejemplo, ADNc y ARNm), que codifican una de las proteinas/enzimas anteriores y sus equivalentes
funcionales, que se puede obtener, por ejemplo, usando analogos de nucledtidos artificiales.

La invencién se refiere tanto a moléculas de acido nucleico aisladas, que codifican para polipéptidos o proteinas de
acuerdo con la invencion o segmentos biolégicamente activos de los mismos, y para fragmentos de acido nucleico,
que pueden usarse, por ejemplo, como sondas de hibridacion o cebadores para identificar o amplificar acidos
nucleicos codificantes de acuerdo con la invencion.

Las moléculas de acido nucleico segun la invenciéon pueden ademas contener secuencias no traducidas en los
extremos 3' y/o 5' de la region genética codificante.

La invencién se refiere ademas a las moléculas de acido nucleico que son complementarias a las secuencias de
nucledtidos descritas concretamente o un segmento de las mismas.

Las secuencias de nucleétidos de acuerdo con la invencion hacen posible la produccién de sondas y cebadores que
pueden usarse para la identificacion y/o clonaciéon de secuencias homadlogas en otros tipos celulares y organismos.
Dichas sondas o cebadores generalmente comprenden una regién de secuencia de nucleétidos que se hibrida en
condiciones "rigurosas" (véase a continuaciéon) en al menos aproximadamente 12, preferentemente al menos
aproximadamente 25, por ejemplo, aproximadamente 40, 50 o 75 nucleétidos sucesivos de una cadena sentido de
una secuencia de acido nucleico de acuerdo con la invencién o de una cadena antisentido correspondiente.

Una molécula de acido nucleico "aislada" se separa de otras moléculas de acido nucleico que estan presentes en la
fuente natural del acido nucleico y, ademas, puede estar sustancialmente libre de otro material celular o medio de
cultivo, si se esta produciendo mediante técnicas recombinantes, o puede estar libre de precursores quimicos u otros
productos quimicos, si se esta sintetizando quimicamente.

Una molécula de acido nucleico de acuerdo con la invencion se puede aislar por medio de técnicas estandar de
biologia molecular y la informacién de secuencia suministrada de acuerdo con la invencién. Por ejemplo, el ADNc
puede aislarse de una biblioteca de ADNc adecuada, utilizando una de las secuencias completas descritas
concretamente o un segmento de las mismas como sonda de hibridacién y técnicas de hibridacion estandar (como
se describe, por ejemplo, en Sambrook, (1989)). Ademas, una molécula de acido nucleico que comprende una de
las secuencias descritas o un segmento de las mismas, puede aislarse mediante reaccion en cadena de la
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polimerasa, utilizando los cebadores oligonucleotidicos que se construyeron sobre la base de esta secuencia. El
acido nucleico amplificado de esta manera puede clonarse en un vector adecuado y puede caracterizarse por
secuenciacion de ADN. Los oligonucleétidos de acuerdo con la invencion también pueden producirse mediante
procedimientos estandar de sintesis, por ejemplo, utilizando un sintetizador de ADN automatico.

Las secuencias de acido nucleico segun la invencién o derivados de la misma, homodlogos o partes de estas
secuencias, se pueden aislar, por ejemplo, mediante técnicas de hibridacion habituales o la técnica de PCR de otras
bacterias, por ejemplo, a través de bibliotecas gendmicas o de ADNc. Estas secuencias de ADN se hibridan en
condiciones estandar con las secuencias de acuerdo con la invencion.

"Hibridar" significa la capacidad de un polinucledtido u oligonucleétido para unirse a una secuencia casi
complementaria en condiciones estandar, mientras que la unién no especifica no se produce entre socios no
complementarios en estas condiciones. Para ello, las secuencias pueden ser complementarias al 90-100 %. La
propiedad de las secuencias complementarias de poder unirse especificamente entre si se utiliza, por ejemplo, en
transferencia de tipo Northern o transferencia de tipo Southern, o en la unién del cebador en PCR o RT-PCR.

Los oligonucledtidos cortos de las regiones conservadas se usan ventajosamente para la hibridacion. Sin embargo,
también es posible usar fragmentos mas largos de los acidos nucleicos de acuerdo con la invencion o las secuencias
completas para la hibridacién. Estas condiciones estandar varian segun el acido nucleico utilizado (oligonucleotido,
fragmento mas largo o secuencia completa) o segun el tipo de acido nucleico (ADN o ARN) que se utiliza para la
hibridacién. Por ejemplo, las temperaturas de fusion para ADN:hibridos de ADN son aproximadamente 10 °C mas
bajos que los de las de ADN:hibridos de ARN de la misma longitud.

Por ejemplo, dependiendo del acido nucleico particular, las condiciones estandar promedian temperaturas entre 42 y
58 °°C en una solucién tampoén acuosa con una concentracion entre 0,1 a 5 x SSC (1 X SSC = NaCl 0,15 M, citrato
de sodio 15 mM, pH 7,2) o adicionalmente en presencia 50 % de e formamida, por ejemplo 42 °C en 5 x SSC, 50 %
de formamida. Ventajosamente, las condiciones de hibridacion para ADN:hibridos de ADN son 0,1 x SSC y
temperaturas entre aproximadamente 20 °C y 45 °C, preferentemente entre aproximadamente 30°C y 45°C. Para
ADN:hibridos de ARN, las condiciones de hibridacion son ventajosamente 0,1 x SSC y temperaturas entre
aproximadamente 30 °C y 55 °C, preferentemente entre aproximadamente 45 °C y 55 °C. Estas temperaturas
indicadas para la hibridacion son ejemplos de valores de temperatura de fusién calculados para un acido nucleico
con una longitud de aproximadamente 100 nucledtidos y un contenido de G + C del 50 % en ausencia de formamida.
Las condiciones experimentales para la hibridacién de ADN se describen en los libros de texto de genética
relevantes, por ejemplo Sambrook y col., 1989, y pueden calcularse utilizando férmulas conocidas por un experto en
la materia, por ejemplo, dependiendo de la longitud de los acidos nucleicos, el tipo de hibridos o el contenido de G +
C. Un experto en la materia puede obtener mas informacién sobre la hibridaciéon de los siguientes libros de texto:
Ausubel y col., (eds), (1985), Brown (ed) (1991).

La "hibridacion" se puede realizar, en particular, en condiciones rigurosas. Dichas condiciones de hibridacion se
describen, por ejemplo, en Sambrook (1989) o en Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, N.Y.
(1989), 6.3.1-6.3.6.

Las condiciones de hibridacion "rigurosas" significan en particular: incubacion a 42 °C durante la noche en una
solucién que consiste en 50 % de formamida, 5 x SSC (NaCl 750 mM, citrato de tri-sodio 75 mM), fosfato de sodio
50 mM (pH 7,6), 5 x Solucion Denhardt, 10 % de sulfato de dextrano y 20 g/ml de ADN de esperma de salmén
desnaturalizado cortado, seguido por el lavado de los filtros con 0,1 x SSC a 65 °C.

La invencion también se refiere a derivados de las secuencias de acido nucleico desveladas concretamente o
derivables.

Por tanto, otras secuencias de acido nucleico de acuerdo con la invenciéon pueden derivarse de las secuencias
especificamente desveladas en el presente documento y pueden diferir de ella por adicion, sustitucion, insercion o
delecion de nucledtidos individuales o varios, y ademas codifica los polipéptidos con el perfil de propiedades
deseado.

La invencion también abarca secuencias de acido nucleico que comprenden las llamadas mutaciones silenciosas o
que se han alterado, en comparacion con una secuencia concreta, de acuerdo con el uso del codén de un organismo
original o huésped especial, asi como variantes de origen natural, por ejemplo, variantes de corte y empalme o
variantes alélicas, de los mismos.

También se refiere a secuencias que pueden obtenerse mediante sustituciones de nucleétidos conservadoras (es
decir, el aminoacido en cuestion se reemplaza por un aminoacido de la misma carga, tamafio, polaridad y/o
solubilidad).

La invencion también se refiere a las moléculas derivadas de los acidos nucleicos desvelados concretamente
mediante polimorfismos de secuencia. Estos polimorfismos genéticos pueden existir entre individuos dentro de una
poblacién debido a la variacién natural. Estas variaciones naturales generalmente producen una variacion de 1a 5 %
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en la secuencia de nucleotidos de un gen.

Los derivados de secuencias de acido nucleico de acuerdo con la invencion significan, por ejemplo, variantes
alélicas, que tienen al menos un 60 % de homologia a nivel del aminoacido derivado, preferentemente al menos un
80 % de homologia, de manera bastante especialmente preferible al menos un 90 % de homologia en todo el
intervalo de secuencia (con respecto a la homologia a nivel de aminoacidos, se debe hacer referencia a los detalles
dados anteriormente para los polipéptidos). Ventajosamente, las homologias pueden ser superiores a las regiones
parciales de las secuencias.

Adicionalmente, los derivados también deben entenderse como homodlogos de las secuencias de acido nucleico de
acuerdo con la invencion, por ejemplo homologo de animales, plantas, fungicos o bacterianos, secuencias
acortadas, ADN o ARN monocatenario de la secuencia de ADN codificante y no codificante. Por ejemplo, los
homologos tienen, a nivel de ADN, una homologia de al menos el 40 %, preferentemente de al menos el 60 %,
especialmente preferentemente de al menos el 70 %, muy especialmente preferentemente de al menos el 80 %
sobre la region de ADN completa dada en una secuencia especificamente descrita en el presente documento.

Ademas, Los derivados deben entenderse como, por ejemplo, fusiones con promotores. Los promotores que se
agregan a las secuencias de nucleétidos indicadas pueden modificarse por al menos un intercambio de nucleétidos,
al menos una insercion, inversion y/o delecion, aunque sin perjudicar la funcionalidad o eficacia de los promotores.
Ademas, la eficacia de los promotores puede aumentarse alterando su secuencia o puede intercambiarse
completamente con promotores mas efectivos, incluso de organismos de un género diferente.

C.4 Construcciones segun la invencion

La invencion también se refiere a construcciones como construcciones de expresion, que contienen, bajo el control
genético de secuencias reguladoras de acidos nucleicos, una secuencia de acido nucleico que codifica un
polipéptido o proteina de fusiéon aplicable en la invencién; asi como vectores que comprenden al menos una de estas
construcciones.

"Unidad de expresion" significa, de acuerdo con la invencion, un acido nucleico con actividad de expresion, que
comprende un promotor como se define en el presente documento y, después de la asociacion funcional con un
acido nucleico que se va a expresar o un gen, regula la expresion, es decir, la transcripcion y la traduccion de este
acido nucleico o de este gen. En este contexto, por lo tanto, también se llama "secuencia reguladora de acido
nucleico”". Ademas del promotor, otros elementos reguladores pueden estar presentes, por ejemplo, potenciadores.

"Casete de expresion" o "construccion de expresion” significa, de acuerdo con la invencién, una unidad de
expresion, que esta asociada funcionalmente con el acido nucleico que se va a expresar o el gen que se va a
expresar. En contraste con una unidad de expresion, un casete de expresién comprende asi no solo secuencias de
acido nucleico que regulan la transcripcion y la traduccion, sino también las secuencias de acido nucleico que deben
expresarse como proteinas como resultado de la transcripcion y traduccion.

Los términos "expresiéon" o "sobreexpresion" describen, en el contexto de la invencion, la produccién o aumento de
la actividad intracelular de una o mas enzimas en un microorganismo, que estan codificadas por el ADN
correspondiente. Para ello, es posible, por ejemplo, insertar un gen en un organismo, reemplazar un gen existente
por otro gen, aumentar el nimero de copias del gen o genes, usar un promotor fuerte o usar un gen que codifique
una enzima correspondiente con una actividad alta, y opcionalmente estas medidas se pueden combinar.

Preferentemente, tales construcciones de acuerdo con la invencion comprenden un promotor 5' corriente arriba de la
secuencia de codificacion respectiva, y una secuencia de terminacién 3' corriente abajo, y opcionalmente otros
elementos reguladores habituales, en cada caso funcionalmente asociado con la secuencia de codificacion.

Un "promotor”, un "acido nucleico con actividad promotora" o una "secuencia promotora" significa, de acuerdo con la
invencion, un acido nucleico que, asociado funcionalmente con un acido nucleico que se va a transcribir, regula la
transcripcion de este acido nucleico.

Asociacion "funcional" o "operativa" significa, en este contexto, por ejemplo, la disposicién secuencial de uno de los
acidos nucleicos con actividad promotora y de una secuencia de acido nucleico que se va a transcribir y
opcionalmente otros elementos reguladores, por ejemplo, secuencias de acidos nucleicos que permiten la
transcripcion de acidos nucleicos y, por ejemplo, un terminador, de tal manera que cada uno de los elementos
reguladores pueda cumplir su funcidon en la transcripcion de la secuencia de acido nucleico. Esto no requiere
necesariamente una asociacion directa en el sentido quimico. Las secuencias de control genético, tales como
secuencias potenciadoras, también pueden ejercer su funciéon en la secuencia objetivo desde posiciones mas
remotas o incluso desde otras moléculas de ADN. Se prefieren las disposiciones en las que la secuencia de acido
nucleico que se va a transcribir se coloca detras (es decir, en el extremo 3') de la secuencia promotora, de modo que
las dos secuencias estan unidas covalentemente entre si. La distancia entre la secuencia del promotor y la
secuencia de acido nucleico que debe expresarse de forma transgénica puede ser menor que 200 pb (pares de
bases), o menor que 100 pb o menor que 50 pb.
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Aparte de promotores y terminadores, ejemplos de otros elementos reguladores que se pueden mencionar son
secuencias de direccionamiento, potenciadores, sefiales de poliadenilacién, marcadores seleccionables, sefiales de
amplificacion, origenes de replicacion y similares. Las secuencias reguladoras adecuadas se describen, por ejemplo,
en Goeddel (1990).

Las construcciones de acido nucleico de acuerdo con la invencion comprenden en particular secuencias
seleccionadas de aquellas, especificamente mencionadas en el presente documento o derivados y homologos de las
mismas, asi como las secuencias de acido nucleico que pueden derivarse de secuencias de aminoacidos
mencionadas especificamente en el presente documento que estan asociadas ventajosamente operativa o
funcionalmente con una o mas sefales de regulacion para controlar, por ejemplo, aumentar, la expresion génica.

Ademas de estas secuencias reguladoras, la regulacion natural de estas secuencias todavia puede estar presente
frente a los genes estructurales reales y, opcionalmente, puede haber sido alterada por ingenieria genética, de modo
que se desactiva la regulacion natural y se aumenta la expresion de los genes. La construccion de acido nucleico
también puede ser de un disefio mas simple, es decir, sin que se inserten sefiales reguladoras adicionales delante
de la secuencia de codificacion y sin eliminar el promotor natural con su regulaciéon. En cambio, la secuencia
reguladora natural se silencia, de modo que la regulacién ya no tiene lugar y aumenta la expresion génica.

Una construccion de acido nucleico preferida también contiene ventajosamente una o mas de las secuencias
potenciadoras mencionadas anteriormente, funcionalmente asociadas con el promotor, lo que permite una mayor
expresion de la secuencia de acido nucleico. Secuencias adicionales ventajosas, tales como otros elementos
reguladores o terminadores, también se pueden insertar en el extremo 3' de las secuencias de ADN. Una o mas
copias de los acidos nucleicos de acuerdo con la invencidon pueden estar contenidas en la construcciéon. La
construccion también puede contener otros marcadores, tales como resistencias antibidticas o genes
complementarios de auxotrofia, opcionalmente para seleccién en la construccion.

Ejemplos de secuencias reguladoras adecuadas estan contenidas en promotores tales como cos-, tac-, trp-, tet-, trp-
tet-, Ipp-, lac-, Ipp-lac-, laclg-, T7-, T5-, T3-, gal-, trc-, ara-, rhaP (rhaPBAD)SP6-, lambda-PR- o en el promotor
lambda-PL, que encuentran aplicacion ventajosamente en bacterias gramnegativas. Otras secuencias reguladoras
ventajosas estan contenidas, por ejemplo, en los promotores de grampositivas ace, amy y SPO2, en los promotores
de levadura o hongos ADC1, MFalpha, AC, P-60, CYC1, GAPDH, TEF, rp28, ADH. Los promotores artificiales
también pueden usarse para la regulacion.

Para la expresion, la construccidon de acido nucleico se inserta en un organismo huésped ventajosamente en un
vector, por ejemplo un plasmido o un fago, que permite la expresion optima de los genes en el huésped. Ademas de
los plasmidos y fagos, los vectores también deben entenderse en el sentido de todos los demas vectores conocidos
por los expertos en la técnica, por ejemplo, virus, tales como SV40, CMV, baculovirus y adenovirus, transposones,
elementos IS, fasmidos, cosmidos, y ADN lineal o circular. Estos vectores pueden replicarse de forma autdbnoma en
el organismo huésped o pueden replicarse cromosémicamente. Estos vectores representan una realizacion adicional
de la invencion.

Los plasmidos adecuados son, por ejemplo en E. coli, pLG338, pACYC184, pBR322, pUC18, pUC19, pKC30,
pRep4, pHS1, pKK223-3, pDHE19.2, pHS2, pPLc236, pMBL24, pLG200, pUR290, PIN-111113-B1, Agt11 o pBdCl; en
los actinomicetos nocardioformes pJAM2; en Streptomyces plJ101, plJ364, plJ702 o plJ361; en bacilos pUB110,
pC194 o pBD214; en Corynebacterium pSA77 o pAJ667; en hongos pALS1, plL2 o pBB116; en levaduras 2alphaM,
PAG-1, YEp6, YEp13 o pEMBLYe23 o en plantas pLGV23, pGHlac+, pBIN19, pAK2004 o pDH51. Los plasmidos
mencionados representan una pequefia seleccion de los plasmidos posibles. Otros plasmidos son bien conocidos
por los expertos en la técnica y se encontraran, por ejemplo, en el libro Cloning Vectors (Eds. Pouwels P.H. y col.,)
1985.

En una realizacion adicional del vector, el vector que contiene la construccion de acido nucleico segun la invencién o
el acido nucleico segun la invencién puede insertarse ventajosamente en forma de un ADN lineal en los
microorganismos e integrarse en el genoma del organismo huésped mediante recombinacion heterdloga u
homologa. Este ADN lineal puede comprender un vector linealizado tal como plasmido o solo la construccion de
acido nucleico o el acido nucleico de acuerdo con la invencion.

Para la expresion 6ptima de genes heterélogos en organismos, es ventajoso alterar las secuencias de acido nucleico
de acuerdo con el uso del coddn especifico empleado en el organismo. El uso de codones se puede determinar
facilmente sobre la base de evaluaciones computarizadas de otros, genes conocidos del organismo en cuestion.

La produccion de un casete de expresion segun la invencion se basa en la fusién de un promotor adecuado con una
secuencia de nucleodtidos codificante adecuada y una sefial de terminacion o una sefial de poliadenilacion. Para ello
se utilizan técnicas comunes de recombinacion y clonacion, como se describe, por ejemplo, en J. Sambrook (1989),
asi como en T.J. Silhavy, y col., (1984) y en Ausubel, F.M. y col., (1987).

La construccion de acido nucleico recombinante o construccion de gen se inserta ventajosamente en un vector

especifico del huésped para la expresiéon en un organismo huésped adecuado, para permitir la expresion 6ptima de
los genes en el huésped. Los vectores son bien conocidos por los expertos en la técnica y se encontraran, por
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ejemplo, en "Cloning Vectors" Pouwels P.H. y col., (1985).
C.5 Huéspedes que pueden usarse segun la invencion

Dependiendo del contexto, el término "microorganismo" significa el microorganismo de partida (tipo salvaje) o un
microorganismo modificado por ingenieria genética de acuerdo con la invencion, o ambos.

Las células huésped modificadas por ingenieria genética pueden modificarse exclusivamente en el nivel
cromosomico, pueden contener vectores, como, por ejemplo, plasmidos que llevan la informacion genética requerida
o pueden ser modificados por una combinacién de ambos.

Se utilizan procedimientos comunes de clonacion y transfeccion que son familiares para un experto en la materia,
por ejemplo coprecipitacion, fusion de protoplastos, electroporacion, transfeccion retroviral y similares, con el fin de
asegurar la expresion de un acido nucleico en el sistema de expresion respectivo. Los sistemas adecuados se
describen, por ejemplo, en F. Ausubel y col., (1997), o Sambrook y col., (1989).

Los microorganismos parentales son tipicamente aquellos que tienen la capacidad de producir vainillina, a partir del
acido ferulico. Tipicamente estas son bacterias del género Pseudomonas.

Ejemplos no limitantes de cepas adecuadas del género Pseudomonas, son aquellos, que llevan los genes ech y fcs
identificados anteriormente, como:

P. putida KT2440 ATCC 47054Pseudomonas sp. cepa HR199, y
P. fluorescens BF13.

ATCC designa la Coleccién Americana de Cultivos Tipo, FERM BP designa la coleccion del Instituto Nacional de
Biociencias y Tecnologia Humana, Agencia de Ciencia y Tecnologia Industrial, Japon.

C.6 Produccion fermentativa de vainillina
La invencion también se refiere a procedimientos para la produccién fermentativa de vainillina.

Una fermentacién como se usa de acuerdo con la presente invencion puede, por ejemplo, realizarse en
fermentadores agitados, columnas de burbujas y reactores de bucle. Se puede encontrar una descripcion general de
los posibles tipos de procedimientos, incluidos los tipos de agitadores y disefios geométricos, en "Chmiel:
Bioprozesstechnik: Einfuhrung in die Bioverfahrenstechnik, Band 1 ". En el procedimiento de la invencion, las
variantes tipicas disponibles son las siguientes variantes conocidas por los expertos en la técnica o explicadas, por
ejemplo, en "Chmiel, Hammes y Bailey: Biochemical Engineering", tal como fermentacion discontinua, semicontinua,
semicontinua repetida o continua con y sin reciclaje de la biomasa. Dependiendo de la cepa de produccion, rociando
con aire, oxigeno, diéxido de carbono, hidrogeno, se pueden efectuar mezclas de nitrégeno o gases apropiados para
lograr un buen rendimiento (YP/S).

El medio de cultivo que se va a utilizar debe satisfacer los requisitos de las cepas particulares de manera adecuada.
Las descripciones de los medios de cultivo para diversos microorganismos se encuentran en el manual "Manual of
Methods for General Bacteriology" of the American Society for Bacteriology (Washington D. C., EE.UU., 1981).

Estos medios que pueden usarse de acuerdo con la invencién pueden comprender una o mas fuentes de carbono,
fuentes de nitrégeno, sales inorganicas, vitaminas y/o oligoelementos.

Las fuentes preferidas de carbono son azulcares, tales como mono-, di- o polisacaridos. Muy buenas fuentes de
carbono son, por ejemplo, glucosa, fructosa, manosa, galactosa, ribosa, sorbosa, ribulosa, lactosa, maltosa,
sacarosa, rafinosa, almidén o celulosa. Los azlcares también se pueden agregar a los medios a través de
compuestos complejos, tales como melaza, u otros subproductos de la refinacion de azicar. También puede ser
ventajoso agregar mezclas de varias fuentes de carbono. Otras posibles fuentes de carbono son aceites y grasas,
tales como aceite de soja, aceite de girasol, aceite de cacahuete y aceite de coco, acidos grasos como el acido
palmitico, acido estearico o acido linoleico, alcoholes tales como glicerol, metanol o etanol y acidos organicos tales
como acido acético o acido lactico.

Las fuentes de nitrogeno suelen ser compuestos organicos o inorganicos de nitrégeno o materiales que contienen
estos compuestos. Ejemplos de fuentes de nitrégeno incluyen gas amoniaco o sales de amonio, tal como sulfato de
amonio, cloruro de amonio, fosfato amoénico, carbonato de amonio o nitrato de amonio, nitratos, urea, aminoacidos o
fuentes complejas de nitrégeno, tal como licor de maiz, harina de soja, proteina de soja, extracto de levadura,
extracto de carne y otros. Las fuentes de nitrégeno se pueden utilizar por separado o como una mezcla.

Los compuestos de sales inorganicas que pueden estar presentes en los medios comprenden el cloruro, sales de
fosfato o sulfato de calcio, magnesio, sodio, cobalto, molibdeno, potasio, manganeso, cinc, cobre y hierro.

Compuestos inorganicos que contienen azufre, por ejemplo sulfatos, sulfitos, di-tionitos, tetrationatos, tiosulfatos,
sulfuros, pero también compuestos organicos de azufre, tales como mercaptanos y tioles, pueden usarse como
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fuente de azufre.

Acido fosférico, dihidrogenofosfato de potasio o el hidrogenofosfato dipotasico o las sales correspondientes que
contienen sodio se pueden usar como fuentes de fosforo.

Se pueden afiadir agentes quelantes al medio, para mantener los iones metdlicos en solucion. Los agentes
quelantes especialmente adecuados comprenden dihidroxifenoles, tales como catecol o protocatechuato, o acidos
organicos, tales como acido citrico.

Los medios de fermentaciéon utilizados de acuerdo con la invencién también pueden contener otros factores de
crecimiento, tales como vitaminas o promotores de crecimiento, que incluyen, por ejemplo, biotina, riboflavina,
tiamina, acido folico, acido nicotinico, pantotenato y piridoxina. Los factores de crecimiento y las sales a menudo
provienen de componentes complejos de los medios, tal como extracto de levadura, melazas, licor de maiz y
similares. Ademas, se pueden afadir precursores adecuados al medio de cultivo. La composicién precisa de los
compuestos en el medio depende en gran medida del experimento particular y debe decidirse individualmente para
cada caso especifico. La informacion sobre la optimizacién de los medios se puede encontrar en el libro de texto
"Applied Microbiol. Physiology, A Practical Approach" (1997) Los medios de cultivo también pueden obtenerse de
proveedores comerciales, tal como el estandar 1 (Merck) o BHI (infusién de corazén-cerebro, DIFCO), etc.

Todos los componentes del medio son esterilizados, por calentamiento (20 min a 1,5 bares y 121 °C) o por filtracion
estéril. Los componentes pueden esterilizarse juntos o, si es necesario, por separado. Todos los componentes del
medio pueden estar presentes al comienzo del crecimiento, u opcionalmente pueden agregarse de forma continua o
mediante alimentacioén por lotes.

La temperatura del cultivo es normalmente entre 15 °C y 45 °C, preferentemente de 25 °C a 40 °C y se puede
mantener constante o se puede variar durante el experimento. El valor de pH del medio debe estar en el intervalo de
5 a 8,5, preferentemente aproximadamente 7,0. El valor de pH para el crecimiento se puede controlar durante el
crecimiento mediante la adicién de compuestos basicos como hidréoxido de sodio, hidréxido de potasio, amoniaco o
agua amoniacal o compuestos acidos como el acido fosférico o el acido sulfurico. Los agentes antiespumantes, por
ejemplo, ésteres de poliglicol de acidos grasos, pueden usarse para controlar la formacion de espuma. Para
mantener la estabilidad de los plasmidos, sustancias adecuadas con accion selectiva, por ejemplo, antibiéticos, se
pueden afadir al medio. Oxigeno o mezclas de gases que contienen oxigeno, por ejemplo, el aire ambiente, se
introducen en el cultivo para mantener las condiciones aerdbicas. La temperatura del cultivo es normalmente de 20
°C a 45 °C. El cultivo continda hasta que se ha formado un maximo del producto deseado. Esto normalmente se
logra dentro de 1 hora a 160 horas.

Las células pueden interrumpirse opcionalmente por ultrasonidos de alta frecuencia, por alta presion, por ejemplo, en
una celda de presion francesa, por osmolisis, por la accidon de los detergentes, enzimas liticas o disolventes
organicos, por medio de homogeneizadores o por una combinacion de varios de los procedimientos enumerados.

La composicion particular puede adaptarse al tipo de microorganismo aplicado. En la fermentacion, las
composiciones de medios Utiles para fermentaciones basadas en cepas de Pseudomonas son conocidas en la
técnica. Por ejemplo, el medio LB es un medio tipico aplicable a tales cepas.

3.6 Aislamiento de vainillina

La metodologia de la presente invenciéon puede incluir ademas una etapa de recuperacion de vainillina. El término
"recuperar" incluye la extraccion, cosecha, aislamiento o purificacion del compuesto de los medios de cultivo. La
recuperacion del compuesto se puede realizar de acuerdo con cualquier metodologia convencional de aislamiento o
purificacién conocida en la técnica, lo que incluye, aunque no de forma limitativa, tratamiento con una resina
convencional (por ejemplo, resina de intercambio catiénico o aniénico, resina de adsorcién no ionica, etc.),
tratamiento con un adsorbente convencional (por ejemplo, carbén activado, acido silicico, gel de silice, celulosa,
alumina, etc.), alteracion del pH, extraccion en disolvente (por ejemplo, con un disolvente convencional como un
alcohol, acetato de etilo, hexano y similares), destilacion, dialisis, filtracién, concentracion, cristalizacion,
recristalizacion, ajuste de pH, liofilizacion y similares.

Antes del aislamiento previsto, se puede eliminar la biomasa del caldo. Los procedimientos para eliminar la biomasa
son conocidos por los expertos en la técnica, por ejemplo, filtracion, sedimentacion y flotacion. En consecuencia, la
biomasa puede eliminarse, por ejemplo, con centrifugadoras, separadores, decantadores, filtros o en aparatos de
flotaciéon. Para la maxima recuperacion del producto de valor, el lavado de la biomasa es a menudo recomendable,
por ejemplo en forma de diafiltracion. La seleccion del procedimiento depende del contenido de biomasa en el caldo
del fermentador y de las propiedades de la biomasa, y también de la interaccién de la biomasa con el producto de
valor.

En una realizacién, el caldo de fermentacion puede esterilizarse o pasteurizarse. En una realizaciéon adicional, el
caldo de fermentacién se concentra. Dependiendo del requerimiento, esta concentracion se puede hacer por lotes o
continuamente. El intervalo de presiéon y temperatura debe seleccionarse de modo que, en primer lugar, no se
produzcan dafos al producto y, en segundo lugar, se requiera un uso minimo del aparato y la energia. La seleccion
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habil de los niveles de presidon y temperatura para una evaporacion de multiples etapas en particular permite el
ahorro de energia.

Los siguientes ejemplos solo sirven para ilustrar la invencion. Las numerosas variaciones posibles que se haran
evidentes de inmediato para una persona experta en la técnica después de considerar la divulgacion proporcionada
en el presente documento también entran dentro del alcance de la invencion.

Parte experimental

A) Materiales y procedimientos
Plasmidos, cepas bacterianas y condiciones de crecimiento

Las cepas y plasmidos bacterianos utilizados en la presente invencidon se muestran en la Tabla 1. Las cepas de P.
putida se cultivaron a 30 °C y E. coli JM109 (Yanisch-Perron y col., 1985) a 37 °C en medio LB (Bertani, 1951). Para
la seleccion de plasmidos, se agregaron 50 ug ml-' de kanamicina (Kan). Durante el procedimiento de eliminacion y
para las pruebas de tolerancia, se utilizé medio minimo M9 para el crecimiento de las cepas de P. putida (NazHPO4
48 mM x7 H;0, KH2PO4 22 mM, NaCl 8,6 mM, NH4ClI 18,7 mM), suplementado con 0,2 % de glucosa, MgSO4 1 mM,
CaCl; 0,1 mM, clorhidrato de tiamina 6 uM y 20 ug ml' de 5-fluorouracilo (5-FU; preparado como una solucion
madre de 100 mg ml-' en dimetilsulfoxido [DMSQ]).

Tabla 1 Cepas bacterianas y plasmidos utilizados en la presente invencion

Cepao Genotipo o caracteristicas relevantes Referencia o fuente
plasmido
Cepas
E. coli
JM109 recA1, supE44, endA1, hsdR17, gyrA96, relA1, thi, A (lac-proAB), F’[traD36|Yanisch-Perron y col.,
proAB+ lacl? lacZAM15] (1985)
S17.1 recA pro hsdR RP4-2-Tc::Mu-Km::Tn7 (Simon y col., (1983)
P. putida
KT2440 de tipo salvaje ATCC 47054
AUPP4 Aupp Graf y Altenbuchner
(2011)
GN23 Aupp APP_0166-0168 La presente invencion
GN235 Aupp APP_0166-0168 Avdh La presente invencion
GN275 Aupp APP_0166-0168 Avdh modA::mini-Tn5495 La presente invencion
GN276 Aupp APP_0166-0168 Avdh APP_3827-3832 La presente invencion
GN299 Aupp APP_0166-0168 Avdh APP_3827-3832 lacl?-Piac-ech-fcs La presente invencion
GN347 Aupp 0166-0168 Avdh APP_3827-3832 APP_3354 APP_3355 lacl?-Pic-ech-| La presente invencion
fcs
GN440 Aupp APP_0166-0168 Avdh APP_3827-3832 APP_2680 lacl?-Piac-ech-fcs La presente invencion
GN441 Aupp APP_0166-0168 Avdh APP_3827-3832 APP_2680 APP_0545 /acl%-P.c- | La presente invencion
ech-fcs
GN442 Aupp APP_0166-0168 Avdh APP_3827-3832 APP_2680 APP_0545|La presente invencion
APP_1948 lacl-Ptac_ech-fcs
Plasmidos
pCro2a | Vector de liberacion mini-Tn5495 Onaca y col., (2007)
pJOE5304.1 | vector de expresion con lacl-Piac-e GFP material de laboratorio
JOE6261.2 plIC20HE (Altenbuchner y col., 1992) estructura con un gen de resistencia a|Graf y Altenbuchner
P "~ | kanamicina y una copia de upp de P. putida KT2440 (2011)
NG53.1 pJOE6261.2 con la regién aguas arriba de PP_0166 y la region aguas abajo | La presente invencion
P ) de PP_0168 clonadas en el sitio BamHI
pJOE6261.2 con las regiones aguas arriba y aguas abajo de vdh clonadas en | La presente invencion
pNG173.1 "
el sitio BamHl
NG260.4 pJOE6261.2 con la regién aguas arriba de PP_3827 y la region aguas abajo | La presente invencion
P ) de PP_3832 clonadas en el sitio BamHI
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(continuacion)

clonadas en el sitio BamHI

Cepao Genotipo o caracteristicas relevantes Referencia o fuente
plasmido

NG276.1 pJOE6261.2 con las regiones aguas arribas y aguas abajo de PP_2680 | La presente invencion
P ’ clonadas en el sitio de Sail
pNG281.1 derivado de pJOE5304.1 con /acl-Pac-ech La presente invencion

NG283.5 pJOEG6261.2 con 900 pb de ech, Pruc, lacl y la region aguas abajo de cada | La presente invencién
P ’ ech clonado en el sitio BamHI

NG338.1 pJOE6261.2 con las regiones aguas arribas y aguas abajo de PP_0545|La presente invencion
P ’ clonadas en el sitio BamH|I

NG340.2 pJOE6261.2 con la regién aguas arriba de PP_3354 y la region aguas abajo | La presente invencion
P ’ de aat clonadas en el sitio BamHI
ONG412.1 pJOE6261.2 con las regiones aguas arribas y aguas abajo de PP_1948|La presente invencion

Productos quimicos y otros materiales

Los productos quimicos utilizados en la presente invencion fueron de calidad analitica y se compraron a Carl Roth
GmbH + Co. KG (Karlsruhe, Alemania), Sigma-Aldrich Corporation (Taufkrichen, Alemania) y Merck KGaA
(Darmstadt, Alemania). En particular, 5-FU, acido ferulico, vainillina, acido vainillilico y alcohol vainillilico se
adquirieron de Sigma-Aldrich. Los oligonucleétidos de ADN sintéticos (Tabla 2a) se adquirieron de Eurofins MWG
Operon GmbH (Ebersberg, Alemania). Las enzimas de restriccion y las enzimas modificadoras de ADN se
adquirieron de Roche Diagnostics Deutschland GmbH (Mannheim, Alemania), New England Biolabs GmbH
(Frankfurt am Main, Alemania) y Fermentas GmbH (parte de Thermo Fisher Scientific, St. Leon-Rot, Alemania). Las
PCR se realizaron con la mezcla de enzimas PCR de alta fidelidad de Fermentas GmbH en un termociclador
TPersonal de Biometra GmbH (Goettingen, Alemania).

Tabla 2a Cebadores oligonucleotidicos utilizados en la presente invencion

Cebador SEQID NO: |Secuencia (5°’— 3’)?

s6007 1 AAAAAAGGATCCTAAAGCAATGGCGAAACCC
s6008 2 AAAAAAAAGCTTACCCAGTACGCCAACAGCCT
s6009 3 AAAAAAAAGCTTGACAGTGCCGGCAAGCCA
s6010 4 AAAAAAGGATCCGTGGTCTGTCAGCTGTCCTT
$6534 5 AAAAAAGGATCCTAAAGCACGATGCCGAGG
6535 6 AAAAAAGAATTCTAGACCTCCGGCAAGAT GA
$6536 7 AAAAAAGAATTCCATGCTCATTCCTCTTGTTG
s6537 8 AAAAAAGGATCCTTATGCGATTCGGCTAGAGA
s6882 9 AAAAAAGGATCCCCCGCGCTTGTCGATATCC
s6883 10 AAAAAACCATGGCATGCGATTCTCCTTGCGT
s6884 11 AAAAAACCATGGTGAGCGTCACCCGAGGG
s6885 12 AAAAAAGGATCCGGTCAGTCAGCCTGTTGAT
s6927 13 AAAAAAGTCCAGACAAGGACGGCGGCAAGG
$6928 14 AAAAAATGTACACATGCTGAGCCTCTGCGG
$6930 15 AAAAAAGTCCAGAGTAGTCGATACCCTGGGC
6936 16 AAAAAAGGATCCCTCTTGTTGTCGTT AT AGAGA
s6937 17 AAAAAACATATGAGCAAATACGAAGGCCG
s6938 18 AAAAAAGAATTCGGTTCTGCACTCTTGTTGTT
$6939 19 AAAAAAGGATCCTGGCCATTATCTGGCTCAG
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(continuacion)

Cebador SEQID NO: |Secuencia (5°’— 3’)?

6946 20 AAAAAATGTACACTGGTGAGCTACGACATCAA
$6965 21 AAAAAACAATTGTCACTGCCCGCTTTCCAGT
s7343 22 AAAAAAGGATCCACGGCAGGAAGCTGCTGG
s7344 23 AAAAAAGAATTCTAGACCGCGTCGCCTTCTT
s7345 24 AAAAAAGAATTCCATGGTGTGTCTCCTTGGTA
s7346 25 AAAAAAGGATCCCGCGATACGTCGGGGCG
s7390 26 AAAAAAGGATCCTTGACGTGCATCCGGTCAC
s7391 27 AAAAAAGAATTCCATTCATTGCCGAATCGTTCT
s7392 28 AAAAAAGAATTCCATCTGGACGATGGCCGTG
s7393 29 AAAAAAGGATCCGCGCTACGCGAGGTGTTC
s7982 30 AAAAAAGGATCCTTCCATGCTCAGGACCCTAT
s7983 31 AAAAAACAATTGCATGCACTTTTGAT-TAATCGATT
s7984 32 AAAAAACAATTGTGATTCGGGTGCGAGCTGT
s7985 33 AAAAAAGGATCCCGCCGGACAGCATGAGCA

a Los sitios de restriccion estan indicados en negrita. Tabla 2b Secuencias de aminoacidos y nucleotidos de genes y
elementos reguladores utilizados para experimentos de ingenieria:

SEQ ID | Nombre del gen del genoma de|Nombre corto/Descripcion (NS/AS)

NO: P.putida

34 PP_0166-PP_0168 lapABC; NS

35 PP_0166, incompleto LapC; AS

36 PP_0167 LapB; AS

37 PP_0168, incompleto LapA; AS

38 PP_3357 Vainillina deshidrogenasa; NS

39 PP_3357 Vainillina deshidrogenasa; AS

40 PP_3827-3832 incluyendo modABC; NS

41 PP_3828 ModA; AS

42 PP_3829 ModB; AS

43 PP_3830 ModC; AS

44 PP_2680 Aldehido deshidrogenasa; NS

45 PP_2680 Aldehido deshidrogenasa; AS

46 PP_0545 Aldehido deshidrogenasa; NS

47 PP_0545 Aldehido deshidrogenasa; AS

48 PP_1948 Benzaldehido deshidrogenasa; NS

49 PP_1948 Benzaldehido deshidrogenasa; AS

50 Prac-lacl? (integrado entre los pares de bases 3798896 vy
3798897); NS

51 PP_3354-3355 B-cetotiolasa/acil-CoA hidrolasa; NS

52 PP_3354 B-cetotiolasa; AS

53 PP_3355 acil-CoA hidrolasa, AS

NS = secuencia de nucledtidos
AS = secuencia de aminoacidos
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Construccion de vectores y manipulacion genética de cepas de P. putida

Las etapas de clonacion se realizaron con E. coli JM109 (Yanisch-Perron y col., 1985) utilizando técnicas estandar
de ADN recombinante (Sambrook y col., 1989). La transformacion de E. coli con el ADN plasmidico se produjo a
través del procedimiento TSS (Solucion de Transformacion y Almacenamiento) (Chung y col., 1989). Las cepas de
P. putida se transformaron con ADN plasmidico mediante electroporacion (Sambrook y col., 1989). La construccion
de los plasmidos y las cepas se resume en la Tabla 3.
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Para las deleciones e integraciones cromosémicas en P. putida KT2440, se utilizd el sistema de contraseleccion
upp/5-FU como se ha descrito anteriormente (Graf y Altenbuchner, 2011). En primer lugar, las regiones aguas
arribas y aguas abajo, incluidos los codones de inicio y parada del gen diana, se amplificaron por PCR utilizando el
ADN cromosomico de P. putida KT2440 (niumero de acceso de GenBank AE015451) como molde. Estos fragmentos
se clonaron mediante el ligado de 3 fragmentos en pJOE6261.2. El vector de integracién resultante se uso6 luego
para la electroporacion de P. putida AUPP4 u otras cepas con delecién de upp. Uno de los clones Kan™ 5-FUs
obtenidos se incubd en medio LB durante 24 horas a 30 °C en condiciones de agitacion (200 rpm). Después de ello,
se sembraron diferentes diluciones en placas minimas que contenian 20 ug ml*' de 5-FU y 0,2 % de glucosa. Se
verificaron diez clones de5-FU"y Kan® mediante PCR de las colonias, utilizando oligonucleétidos que se unen a las
secuencias aguas arribas y aguas abajo del gen que se va a delecionar.

La construccion del vector de integracion de lacl-PwacpNG283.5 comenzd con la amplificacion por PCR de ech
utilizando los cebadores oligonucleotidicos s6936/s6937 y el ADN cromosomico de P. putida KT2440 como molde. El
fragmento de PCR purificado (897 pb) se clond a través de Ndel/BamHI en pJOE5304.1 dando como resultado
pNG281.1, un vector con el casete lacl%-Pwc-ech. A continuacion, este casete se amplificé por PCR con s6936/s6965
(fragmento A; 2376 pb). Asimismo, la region aguas arriba de ech se amplificé por PCR con s6938/s6939 (fragmento
B; 952 pb). Los fragmentos A y B se cortaron con BamHI/Mfel y EcoRI/BamHI, respectivamente, y se clonaron
mediante ligado de 3 fragmentos en el corte con BamHI de pJOE6261.2, dando pNG283.5.

Mutagénesis de transposones y apareamiento

Los cultivos durante la noche de E. coli S17.1/pCro2a (contiene mini-Tn5495) (Onaca y col., 2007) y P. putida
GN235 cultivados en LB con kanamicina y sin kanamicina, respectivamente, se mezclaron por igual (200 pl cada
uno) y 100 I de esa mezcla se vertieron en una placa de agar LB sin antibiéticos. Después de la incubacion durante
24 horas a 30 °C, las células cultivadas se rasparon de la placa con 3 ml de medio liquido LB. En cada caso, se
sembraron en placas 100 ul de una dilucion 102 (que proporcioné aproximadamente 50-100 colonias) en un total de
50 LB de placas de agar que contenian 50 yg ml' de kanamicina y ug ml' uM de acido nalidixico (para la
contraseleccion del donante de E. coli). Las placas se incubaron luego durante 40 horas a 30 °C. De cada placa, las
colonias se replicaron en placas de agar minimo M9, una con 0,2 % (p/v) de glucosa y la otra con 0,1 % (p/v) de
vainillina. La incubacioén se produjo durante la noche a 30 °C. Las colonias que se hicieron crecer en placas M9 con
glucosa pero no en placas M9 con vainillina se seleccionaron en una placa de agar LB con 50 ug ml-' kanamicina y
pug ml' de acido nalidixico, en una placa de agar M9 con vainillina al 0,1% y en una placa de agar M9 con &cido
vainillilico al 0,1% y se incuba durante la noche a 30 °C. Se aislé el ADN cromosémico de los clones que habian
crecido en LByannai y €n M9 con acido vainillilico pero no en M9 con vainillina (DNeasy Blood and Tissue Kit, Qiagen,
Hilden, Alemania) y se digirieron con las enzimas de restriccion BsrGl, EcoRIl y Sail, respectivamente. Los
fragmentos cromosoémicos se purificaron (kit NucleoSpin Extract I, Macherey-Nagel, Diren, Alemania), se ligaron
durante la noche a 4 °C, se precipitaron con isopropanol durante 2 h en hielo, se lavaron con etanol y se
resuspendieron en 10 pl de HO (bidest.). E. coli JM109 se transformé con los fragmentos cromosémicos ligados. La
seleccion se realizo en placas de agar LB que contenian 50 ug ml-' de kanamicina. Los plasmidos se aislaron a partir
de clones resistentes a kanamicina y se verificaron mediante digestion con enzimas de restriccion. Después de la
secuenciacion de los plasmidos con los cebadores s4052 y s4037 (Onaca y col., 2007) (GATC Biotech, Constanza,
Alemania), las secuencias obtenidas finalmente se sometieron a una busqueda BLAST.

Ensayo de bioconversion de acido ferulico en vainillina

Los cultivos durante la noche de las cepas de P. putida se diluyeron 1:50 en medio LB fresco y se cultivaron durante
2 horas a 30 °C en matraces agitados (200 rpm). La induccién de los genes metabdlicos del acido ferulico se produjo
mediante la adicién de acido fertlico 5 mM o IPTG 5 mM dependiendo de la cepa. Después de un crecimiento
adicional durante 6 horas a 30 °C en condiciones de agitacion, se recogieron 25 x 10° células mediante
centrifugacion (10 minutos, 3.500 g, a temperatura ambiente), se lavaron y se resuspendieron con 5 ml de tampdn
de fosfato de sodio 50 mM (pH 7,2). Se afiadi6 un total de 10 mM de acido ferulico (solucion madre 1 M en DMSO) a
la suspension celular. La bioconversion se realizé en tubos largos de cultivo de vidrio a 30 °C en condiciones de
agitacion (200 rpm). Se tomaron muestras de 200 pl después de un tiempo de conversion de 1,2, 3, 4, 5y 18 horas.
Después de un paso de centrifugacion (10 min, 16.000 g, temperatura ambiente) para sedimentar las células. Se
recolectaron 100 pl del sobrenadante y se almacenaron a -70 ° C hasta su analisis por HPLC.

Procedimientos analiticos

Las muestras del ensayo de bioconversién se diluyeron 1:10 con acido acético al 0,2 % antes de la aplicacién de
HPLC. El acido ferulico, la vainillina, el acido vainillilico y el alcohol vainillilico se cuantificaron con un sistema HPLC
Merck-Hitachi (Merck, Darmstadt, Alemania) equipado con una columna RP Purospher®-Star RP-18e (250 mm x 4,6
mm, 5 ym), una columna protectora LiChroCART® (4 mm x 4 mm, 5 ym), un desgasificador L7612, una bomba de
gradiente L6200A, un médulo de interfaz D6000A, un detector UV visible L4200, una valvula de inyeccion Rheodyne
7125 con un bucle de muestra de 100 pl y el software D7000 HPLC System Manager. Para las mediciones se us6 un
procedimiento modificado como se ha descrito anteriormente (Sinha y col., 2007): Se usaron metanol, acetonitrilo y
0,2 % de acido acético (3:3:14) como la fase mévil. El caudal fue de 1 ml min™' y la absorbancia se midi6 a 231 nm
durante 20 min. Las soluciones de acido ferilico, vainillina, acido vainillilico y alcohol vainillilico con siete
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concentraciones diferentes (0,05, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5y 1 mM) se usaron para calibracion.
B. Experimentos

Ejemplo 1: Construccion y caracterizacion de un mutante de P. putida KT2440 incapaz de crecer en vainillina
como Unica fuente de carbono

Como se inform6 anteriormente (Overhage y col., 1999b; Plaggenborg y col., 2003), P. putida KT2440 puede crecer
en acido ferulico como Unica fuente de carbono. El acido ferulico se metaboliza en pocos pasos en vainillina,
catalizada por la feruloil-CoA-sintetasa (PP_3356, fcs) y la enoil-CoA-hidratasa/aldolasa (PP_3358, ech). La vainillina
a su vez se degrada mas a acido vainillilico por la vainillina deshidrogenasa (PP_3357, vdh). El ultimo paso tiene que
evitarse si se desea acumulacioén de vainillina. La organizacién cromosémica de estos genes en P. putida KT2440 y
otras cepas construidas en la presente invencion se muestra en la Figura 2.

Con respecto a las aplicaciones industriales, los inventores construyeron la cepa GN23 de P. putida con una
delecion en el operén lapABC que incluye el gen para la proteina de adhesion a la superficie (PP_0168, lapA)
utilizando el procedimiento de contraseleccion upp descrito anteriormente (Graf y Altenbuchner, 2011). La proteina
de adhesion a la superficie es responsable y esencial para la formacion de biopeliculas como se ha mostrado
anteriormente para otra cepa mutante . putida KT2440 AlapA (Graf y Altenbuchner, 2011).

En un segundo paso, el gen vdh cromosémico de P. putida GN23 se deleciond dejando solo el coddén de inicio y
terminacion de vdh (Fig. 2). La cepa resultante, designada como GN235, todavia era capaz de crecer en acido
ferulico como Unica fuente de carbono que demuestra la expresion funcional de fcs. GN235 también conservé la
capacidad de crecer en vainillina y acido vainillilico (Fig. 3).

Usando la mutagénesis de transposones de GN235, se descubrié un mutante (GN275) que no pudo crecer en acido
ferdlico o vainillina como unica fuente de carbono. Sin embargo, se retuvo el crecimiento sobre acido vainillilico (Fig.
3). La identificacion del gen interrumpido por el transposén reveld6 modA (PP_3828), que codifica una proteina de
union a molibdato periplasmica, que es parte de un transportador ABC de molibdato. Todo el operdn, que incluye
modABC (PP_3827 - PP_3832), se delecion6 sin marcadores con el procedimiento de contraseleccion de upp que
resulté en la cepa GN276. El fenotipo de esta cepa fue el mismo que el transposén mutante (Fig. 3).

Ejemplo 2: Ensayos de bioconversion de las cepas GN23, GN235 y GN276

Se utilizaron células en reposo de las cepas GN23 y GN235 para los ensayos de bioconversion. Se afadieron 10
mM de acido fertlico a las células en reposo y las concentraciones de acido ferulico, vainillina, alcohol vainillilico y
acido vainillilico se midieron por HPLC tomando muestras a intervalos regulares durante el tiempo de reaccion. El
ensayo se detuvo después de un tiempo de conversion de 18 h. Ambas cepas, GN23 y GN235, mostraron una
conversion rapida de acido ferulico acompafiada de una acumulacién temporal de acido vainillilico en las primeras 5
h (Fig. 4a, b). Adicionalmente, la acumulacion de vainillina, alcohol vainillilico y acido vainillilico no se pudo observar
en ninguno de ellos.

Un ensayo de bioconversion de acido ferulico con GN276 (Fig. 4c) mostré una tasa de conversion disminuida del
acido ferulico. Considerando que con GN23 todo el acido ferulico aplicado (10 mM) se convirtié después de 18 h,
todavia se podria medir 2,4 mM usando GN276. En contraste con GN23 y GN235, GN276 se acumularon 4,8 mM de
vainillina después de 5 h de tiempo de conversién. La concentracion de vainillina aumento ligeramente a 5,2 mM
después de 13 h mas de conversion. Al final de la conversion (18 h), también se acumularon alcohol vainillilico y
acidos vainillilicos hasta 1,5 mM y 0,3 mM, respectivamente. Para mejorar la tasa de conversién de acido ferulico
fueron necesarios otros pasos.

Ejemplo 3: El aumento de la expresion de ech-fcs cromosémicos conduce a altas tasas de conversion y
altos rendimientos molares de vainillina

La feruloil-CoA-sintetasa (fcs) y la enoil-CoA-hidratasa/aldolasa (ech) catalizan la conversion del acido fertlico en
vainillina. Los inventores asumieron que la tasa de conversién del acido ferulico debe ser directamente proporcional
al numero de estas dos enzimas metabdlicas en la célula, si los cofactores requeridos, ATP y CoA-SH, Estan
disponibles en exceso o se han regenerado. Utilizando el sistema de contraseleccion upp, el promotor de tac fuerte
(Ptac) y lacl se integraron inmediatamente aguas arriba de ech y fcs en el cromosoma de GN276 para controlar la
expresion de estos dos genes (Fig. 2).

La cepa resultante fue designada GN299. Después de la induccién de expresion de ech y fcs con IPTG, se
realizaron ensayos de bioconversion con esta cepa. Después de 5 h, casi todo el acido fertlico 10 mM se convirtid
en alcohol vainillilico 1,1 mM, acido vainillilico 0,2 mM y vainillina 8,3 mM, correspondiente a un rendimiento molar
del 83 % (Fig. 4d). Después de 18 h de conversion, la concentracion de vainillina disminuyd ligeramente a 7,6 mM
acompafada con un aumento de alcohol vainillilico y acido vainillilico a 1,6 mM y 0,4 mM, respectivamente.
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Ejemplo 4: La optimizacion del ensayo de bioconversion revelé un umbral para la vainillina

Se usaron células en reposo de P. putida GN299 para experimentos de bioconversién. Se variaron varios
parametros con el objetivo de obtener un alto rendimiento del producto reproducible combinado con un alto indice de
conversion inicial.

En primer lugar, los inventores analizaron la influencia de la concentracion del inductor (1 y 5 mM de IPTG) y del
tiempo de induccién (2, 4 y 6 h) para la expresion de las enzimas metabdlicas necesarias para la bioconversion de
acido ferulico a vainillina (Fig. 5 + 6a). Los inventores descubrieron que la conversion de acido ferdlico fue mucho
mas lenta usando menos de 5 mM de IPTG (Fig. 5). Sin embargo, los rendimientos de vainillina después de un
tiempo de conversion de 18 h fueron similares (no se muestra). Con respecto a la influencia del tiempo de induccién
(Fig. 6a), las mayores tasas de conversion y rendimientos de vainillina se encontraron después de 6 h de induccion
de las enzimas metabolicas.

Adicionalmente, la cantidad de células en reposo también se varié (5, 10 y 20 x 10° células mI"). Los mejores
resultados se apuntaron con la concentracion mas baja de 5 x 10° células ml' (Fig. 6b). Las concentraciones
celulares mas altas llevaron a niveles elevados de alcohol vainillilico y acido vainillilico acompafiados de una
disminucion en el rendimiento molar de vainillina después de una conversion prolongada (18 h).

En la presente invencion, los inventores descubrieron que hay un umbral para la produccién de vainillina. Las células
inducidas y en reposo se incubaron con cantidades crecientes de acido ferulico en el caldo de bioconversion (10, 20,
30 y 40 mM). Utilizando hasta 30 mM de acido ferulico, las cepas no produjeron mas de 13,5 mM de vainillina (Fig.
7a). Con acido ferdlico 40 mM, no se produjo nada de vainillina. Los mejores rendimientos se lograron utilizando
acido ferulico 10 mM para el ensayo de bioconversion. La cinética de crecimiento de las cepas mutantes de P. putida
KT2440 en medio M9 tamponado (pH 7,0) con glucosa y cantidades crecientes de acido fertlico (0 - 50 mM) no
mostré influencia de la concentracion de acido ferulico (Fig. 8a).

El efecto del umbral de vainillina se confirmé mediante la incubacion de células en reposo con acido ferulico 10 mM y
cantidades crecientes adicionales de vainillina (10, 15, 20 y 30 mM). Las células incubadas con vainillina 10 mM
adicional produjeron solamente vainillina 3,2 mM adicional después de 18 h (Fig. 7b). Por otra parte, mayores
cantidades de vainillina dieron como resultado una ligera disminucion de la concentracion de vainillina y un aumento
de las concentraciones de alcohol vainillilico y acido vainillilico. La cinética de crecimiento de las cepas mutantes de
P. putida KT2440 en medio M9 minimo con glucosa y cantidades crecientes de vainillina (0 - 25 mM) mostré una
influencia significativa de la concentracion de vainillina (Fig. 8b). Con hasta 12,5 mM de vainillina, las cepas
mostraron un crecimiento moderado. Con mas de 15 mM de vainillina, el crecimiento se hallaba fuertemente
impedido.

Ejemplo 5: Delecion de nuevos genes y consecuencias sobre la produccion de vainillina y la formacion de
subproductos

Los ensayos de bioconversion realizados con GN299 mostraron la formacién de alcohol vainillilico y acido vainillilico
que inevitablemente reducen el rendimiento del producto. Por lo tanto, se analizé el efecto de la inactivacion de
varios genes potencialmente implicados en el metabolismo del acido ferulico. Los genes elegidos para este enfoque
analitico fueron PP_3354 (B-cetotiolasa) y PP_3355 (acil-CoA deshidrogenasa), PP_2680 y PP_0545 (aldehido
deshidrogenasas), y PP_1948 (benzaldehido deshidrogenasa).

En primer lugar, una segunda via del acido ferulico al acido vainillilico (Fig. 1) propuesta por (Overhage y col.,
1999b) se interrumpid en la cepa GN299 mediante la eliminacion combinada de PP_3354 y PP_3355 que codifica
una acil-CoA deshidrogenasa y una [3-cetotiosa (aat) como se muestra en la Figura 2. La cepa resultante GN347 se
utilizé para los ensayos de bioconversion (Fig. 4e). Después de 5 h, se convirtié acido fertalico 9 mM en vainillina 7,7
mM, alcohol vainillilico 1 mM y acido vainillilico 0,2 mM. Después de 18 h, se convirtieron 0,5 mM de acido ferulico.
La concentracion de vainillina disminuyé a 7,5 mM, mientras que el alcohol vainillilico y el acido vainillilico
aumentaron ligeramente a 1,4 mM y 0,3 mM, respectivamente. En comparacion con GN299, la tasa de conversion y
el rendimiento de vainillina en las primeras 5 h disminuyeron.

Dado que la delecion de vdh no pudo evitar la degradacion de la vainillina en acido vainillilico, otras aldehido
deshidrogenasas pueden catalizar esta reaccion. Desde un enfoque protedmico se pudo demostrar que dos aldehido
deshidrogenasas (codificadas por PP_2680 y PP_0545) y la benzaldehido deshidrogenasa (PP_1948) estaban
reguladas por aumento en P. putida KT2440 que crecia en vainillina (Simon, Pfannstiel y Huber, datos en bruto no
publicados, manuscrito en preparacion). La inactivacion secuencial de PP_2680 y PP_0545 en GN299 por delecién
sin marcador dio como resultado las cepas GN440 y GN441, respectivamente. La benzaldehido deshidrogenasa
también puede aceptar vainillina como sustrato, ya que es un derivado del benzaldehido. Por lo tanto, el gen
correspondiente (PP_1948) se elimin6 en GN441, dando como resultado la cepa GN442. Las cepas mutantes
GN440, GN441 y GN442 se utilizaron en ensayos de bioconversion (Fig. 4f-h). Las cepas mostraron resultados muy
similares. Después de 4 horas, aproximadamente 9,5 mM de acido ferulico se convirtieron en 8,6 mM de vainillina
con células en reposo de GN440 y GN441. Las concentraciones medidas de alcohol vainillilico y acido vainillilico
fueron aproximadamente 0,8 mM y 0,1 mM, respectivamente. La cepa GN442 mostré los mismos resultados, sin
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embargo, ya después de 3 h de conversion. Después de 18 h de conversion, casi todo el acido fertlico se convirtio
con las tres cepas. De nuevo, la concentracion de vainillina disminuyo a 7,9 mM, mientras que el alcohol vainillilico y
el acido vainillilico aumentaron a aproximadamente 1,5 mM y 0,4 mM, respectivamente.

B. Discusion de los experimentos

En contraste con las cepas AN103 y BF13 de P. fluorescens (Martinez-Cuesta y col., 2005; Di Gioia y col., 2010), los
hallazgos de los inventores con P. putida GN235 confirman que la simple inactivacion de vdh no es suficiente para
prevenir la degradacién de la vainillina. Esto se ha comunicado anteriormente con un mutante defectivo en vdh de
Pseudomonas sp. cepa HR199 y un mutante de Pseudomonas KT2440 (Overhage y col., 1999a; Plaggenborg y col.,
2003). KT2440vdhQKm y GN235 aun podian crecer en vainillina como Unica fuente de carbono. La principal
diferencia, sin embargo, fue que P. putida GN235 también fue capaz de crecer en acido ferulico, debido a una
expresion funcional de los genes adyacentes de vdh, a saber, ech y fcs. La delecion limpia de la expresion sostenida
de vdh de ech y fcs, que probablemente no fue el caso en el mutante KT2440vdhQKm. Una mutagénesis de
transposon aleatoria realizada con GN235 reveld un mutante con un transposoén en el locus genético de modA, que
codifica una proteina de unién a molibdato periplasmica. Se sabe que los iones molibdato desempefian un papel
como cofactores en las oxidorreductasas de las especies de Pseudomonas (Koenig y Andreesen, 1990; Blaschke y
col., 1991; Frunzke y col., 1993). Dado que la cepa GN276 de AmodABC no pudo crecer en la vainillina como Unica
fuente de carbono, se puede suponer que el molibdato desconocido que depende de las oxidorreductasas puede
aceptar la vainillina como un sustrato que complementa la inactivacion de vdh. La inhibiciéon de la captacién de
molibdato podria inactivar estas enzimas y la vainillina no se oxida a acido vainillilico., que es degradado ain mas.
Dado que el acido ferulico no se convirti6 completamente con GN276, nuevas mejoras fueron necesarias.

Una expresion concurrente de los genes estructurales ech y fcs en un plasmido de baja copia en una cepa de P.
fluorescens negativa para vdh condujo a un rendimiento molar de vainillina de 63 % en 5 h usando células en reposo
de experimentos en matraz agitados y hasta 84% en 24 h utilizando células en reposo de un reactor de tanque
agitado (Di Gioia y col., 2010). Para evitar posibles problemas de inestabilidad de plasmidos y uso de antibidticos, el
promotor fuerte tac se introdujo en el cromosoma de P. putida GN276 para controlar la expresion de ech y fcs
(GN299). Esto mejoro6 el rendimiento molar de vainillina hasta un 83 % en solo 5 h. Suponemos que el aumento de la
tasa de expresion de ech y fcs a través de la inducciéon con IPTG condujo a concentraciones mas altas de las
enzimas metabdlicas codificadas que al utilizar el sistema promotor original. En contraste con el acido ferulico, el
inductor IPTG no se metaboliza y las tasas de expresiéon pueden permanecer en un nivel alto. La reduccién de la
cantidad de inductor llevd a una disminucion en el rendimiento del producto y la productividad, lo que puede
explicarse por menores concentraciones de enzimas. También se comprobd el efecto del tiempo de induccién,
mostrando que menos de 6 h resultdé en rendimientos de producto mas bajos, probablemente debido a niveles de
enzimas mas bajos. También se verificaron tiempos de induccion mas largos, pero no mejoro los rendimientos del
producto (datos no mostrados). El aumento de la concentracion celular en el ensayo condujo a niveles mas altos de
los subproductos del acido vainillilico y el alcohol vainillilico y no aceleré el tiempo de conversion. Los inventores
supusieron que las densidades celulares mas altas se acompanan con niveles mas altos de equivalentes de
reduccion que a su vez pueden favorecer la formacién de alcohol vainillilico.

Otras mejoras del procedimiento de conversién demostraron que el aumento de la concentracion de acido ferulico en
el caldo de bioconversiéon produce una reduccién del rendimiento molar de vainillina, si se utilizan concentraciones
superiores a 10 mM de acido ferulico. Una concentracién de acido ferdlico de 40 mM incluso inhibié cualquier
conversion a vainillina. Un efecto toxico del acido ferulico, sin embargo, pudo excluirse, como los experimentos de
crecimiento con cantidades crecientes de acido ferulico con hasta 50 mM han demostrado.

Por otra parte, P. putida GN299 mostré un umbral de vainillina de aproximadamente 13,5 mM en los ensayos de
bioconversién. El aumento de la concentracién de vainillina por encima de este umbral llevé a la formacion de mas
alcohol vainillilico y acido vainillilico e inhibid la conversién del acido ferulico. Tal inhibiciéon del producto también se
observoé con cepas de E. coli recombinantes que convierten el acido ferulico en vainillina (Overhage y col., 2003). El
caracter téxico de la vainillina se confirmé con experimentos de crecimiento de P. putida GN299 en presencia de
concentraciones crecientes de vainillina, donde solo se toleraron hasta 12,5 mM de vainillina. En contraste con P.
fluorescens BF13, sin embargo, que mostré una reduccion del 98 % en el rendimiento molar al aumentar la
concentracion de acido ferulico de 5 mM a 12,5 mM (Di Gioia y col., 2010), P. putida no mostro tales reducciones
sensibles. De hecho, las células en reposo de P. putida GN442 se podrian reutilizar después de la conversion
durante 18 h. La distraccion de la vainillina al resuspender las células en un nuevo tampén con acido ferdlico 10 mM
y la incubacion adicional a 30 °C durante 18 h dio como resultado la produccién de vainillina 5 mM (acido ferdlico 4,5
mM, 0,5 mM de alcohol vainillilico, 0 mM de acido vainillilico). Por lo tanto, la distraccion inmediata del producto
téxico vainillina por las resinas adsorbentes permitiria que las células de P. putida conviertan mas acido ferulico
como podria mostrarse previamente para otros sistemas (Yoon y col., 2007; Hua y col., 2007; Lee y col., 2009).

La inactivacion de la ruta alternativa del acido ferulico al acido vainillilico propuesta por Overhage y col., (1999b) por
delecion de PP_3355 (aat) y PP_3354 en GN299 no tuvo ningun efecto positivo en la formacién de la formacion no
deseada de los subproductos alcohol vainillilico y acido vainillilico. Se observd que la tasa de conversion incluso
disminuy6. Una posible explicacion para este comportamiento podria ser una vida media mas corta del ARNm
provocada por la eliminacién de los dos genes y, por lo tanto, un nivel disminuido de las enzimas metabdlicas. Sin
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embargo, la inactivacion de las aldehido deshidrogenasas reguladas, codificadas por PP_2680 y PP_0545, y la
benzaldehido deshidrogenasa (PP_1948) en GN299 condujo a mayores tasas de conversion iniciales y altos
rendimientos molares. Los resultados con esta cepa (GN442) representan la mayor productividad de una cepa de
Pseudomonas en la bioconversion de acido fertlico a vainillina encontrada en la literatura hasta el momento. Sin
embargo, las deleciones no tuvieron un efecto significativo en la formacién de los subproductos en comparacion con
GN299. En experimentos con reactores de tanque agitado, se pudo demostrar previamente que elevar las
concentraciones de oxigeno disuelto no dio lugar a la formacion de mas &acido vainillilico, excluyendo un
procedimiento de oxidacién quimica (Di Gioia y col., 2010). Se propuso que otras deshidrogenasas de especificidad
de sustrato pueden actuar en cepas de Pseudomonas que aun deben determinarse (Overhage y col., 1999b).

Todos nuestros experimentos de bioconversion mostraron que los tiempos prolongados de bioconversion hasta 18 h
redujeron el rendimiento molar de vainillina debido a la formacion de los subproductos. Por lo tanto, una conversion
rapida y completa como sea posible del acido ferulico a vainillina es deseable en las primeras horas. La reduccion de
la vainillina a alcohol vainillilico parece representar un mecanismo de desintoxicacion, ya que también se observo
con células de E. coli recombinantes que convierten el acido ferulico en vainillina (Overhage y col., 2003). Otro
enfoque para reducir la formacién de alcohol vainillilico fue disminuir la cantidad de NADH, mediante delecién de los
genes PP_4011 y PP_4012, que codifican la isocitrato deshidrogenasa, como se propuso para E. coli recombinante
(Lee y col., 2009).

La sorprendente mejora (rapida y casi completa) conversion de acido ferdlico como se observa de acuerdo con la
presente invencion en comparacion con los resultados de (Di Gioia y col., 2010) se ilustra mediante los datos de
productividad resumidos en la siguiente Tabla 4:

Tabla 4 Comparacion de productividades

Di Gioia (matraz de Di Gioia (Biorreactor GN442
agitacion) de 31) (Invencion)
Productividad especifica [g (Vainillina)/(g (peso
hdmedo celular) - h)] 0,01 0,02 0,09
Productividad volumétrica [g (Vainillina)/(l - h)] 0,04 0,05 0,44
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<110> BASF SE

<120> Produccién de alto rendimiento de vainillina a partir de acido ferulico
<130> M/54278

<160> 53

<170> Patentln versién 3.5

<210> 1

<211> 31

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de PCR
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<400> 1
aaaaaaggat cctaaagcaa tggegaaace ¢

<210> 2

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> temporizador de PCR

<400> 2

aaaaaaaagc ttacccagta cgccaacagce ct

<210> 3

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 3

aaaaaaaagc ttgacagtgc cggcaagcca

<210> 4

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 4
aaaaaaggat ccgtggtctg tcagcetgtee tt

<210>5

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 5

aaaaaaggat cctaaagcac gatgccgagg

<210> 6

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 6
aaaaaagaat tctagaccte cggeaagatg a

<210>7

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 7

aaaaaagaat tccatgctca ttectcettgt tg

<210> 8
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<211> 32
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 8

aaaaaaggat ccttatgcga ttcggctaga ga

<210>9

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 9

aaaaaaggat ccccegcegcet tgtcgatate c

<210> 10

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 10

aaaaaaccat ggcatgcgat tctcettgeg t

<210> 11

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 11
aaaaaaccat ggtgagegtc acccgaggg

<210> 12

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 12
aaaaaaggat ccggtcagtc agectgtiga t

<210> 13

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 13

aaaaaagtcc agacaggacg gcggcaagg

<210> 14

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> cebador de PCR

<400> 14

aaaaaatgta cacatgctga gcctctgcgg

<210> 15

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 15
aaaaaagtcc agagtagteg ataccetggg ¢

<210> 16

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 16
aaaaaaggat ccctcttgtt gtcgttatag aga

<210> 17

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 17
aaaaaacata tgagcaaata cgaaggeceg

<210> 18

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 18
aaaaaagaat tcggttctge actcttgttg tt

<210> 19

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 19

aaaaaaggat cctggccatt atctggctca g

<210> 20

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 20
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aaaaaatgta cactggtgag ctacgacatc aa 32

<210> 21

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 21

aaaaaacaat tgtcactgcc cgctttccag t 31

<210> 22

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 22
aaaaaaggat ccacggcagg aagetgetgg 30

<210> 23

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 23

aaaaaagaat tctagaccgce gtegcecttet t 31

<210> 24

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 24
aaaaaagaat tccatggtgt gtctccttgg ta 32

<210> 25

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 25
aaaaaaggat cccgcgatac gtcggggeg 29

<210> 26

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 26

aaaaaaggat ccttgacgtg catccggtca ¢ 31

<210> 27
<211> 33
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 27

aaaaaagaat tccattcatt gccgaategt tet 33

<210> 28

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 28

aaaaaagaat tccatctgga cgatggccgt g

<210> 29

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 29
aaaaaaggat ccgcgctacg cgaggtgttc

<210> 30

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 30

aaaaaaggat ccttccatgc tcaggaccct at

<210> 31

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 31

aaaaaacaat tgcatgcact tttgattaat cgatt

<210> 32

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de PCR

<400> 32
aaaaaacaat tgtgattcgg gtgegagetg t

<210> 33

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> cebador de PCR

<400> 33
aaaaaaggat ccegeeggac agcatgagea

<210> 34

<211> 28995

<212> ADN

<213> Pseudomonas putida

<400> 34

gcgtttggag
gccaatttceg
ctggtttgge
ggcactcaaa
gttggaggcg
ccectecettg
cttggaagac
ggcccataca
gcgeggtgea
gtecgetgect
caacactgat
caatctgccce
gcgtgaccag

cttcaccggt

ctgtattecge
tcctgeagtt
gcggcectttac
cgttcgacte
aagcgggttt
gcgaagattt
ggaatggcct
atcaagaaca
tcttegatca
ttgaaatagc
ctgecccecette
gcgatcgatce
cagtaccgtce

gttgtccatg
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30

gcagctcctg
gctggegecg
gcagctttte
gcagggccat
catccaggcg
cggcgacgat
tgccttecace
cgaagaacag
gggccttgtt
gccgcaggcec
ttcagtgcat
acgatcagcce
ttgcecteca

gcgetggteg

ctggcgttgg
gctctggtac
gtcgataatc
ggccaggcgg
cagcaatggc
gcecgecectee
ccgegtaact
gatcacgcce
cacctceggge
gtccttgaac
ccatgaccge
ggtctaccag
ccaccgcettg

gctcegtcecag

34

accaactgcet
agcgactccet
agcgggcggt
tcagcctegg
tggcccactt
aggttctgga
tcgtcgatgg
cagatggtca
agcggctgge
tgcceccatat
ggcttteggg
cgacagcaat
caggcgcetge

cagcaggatc

gttgcaggcce
cactggeccge
cctctaccte
tttcaccaac
cgacgatctg
tcttetgeac
gcgegacgcet
gccgcaccac
cgccaagcga
ccagcttatg
ccgteggega
gaggcacggt
ttgaggcgtt

tgcgggttga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840



gcagcagcgce
gttcacccac
ccagttcage
tgtcacgcaa
gcagtteget
cggcctegta
cgatgatgce
tctgetggtt
tgcggctcag
tggagaccat
acgggccgag
tgcegtegat
tcagcagggt
tcagggtgcce
ttaccgeatce
ccatggtccg
ccagcgggaa
tcaaaatcag
agtcgecgecag
ggtacttcat
tecttettgee
tatacgcgcecce
ccactecggte
ccaggctgge
accacgactt
gcgcgaagaa
cgccaccgte
ggacggcgcet
gcteccagett
gcagttcagg

tggcgggcett

acggcccaag
ttgcagcetceg
ggcctgeagg
ggtgeeggec
gacatcgatc
caggccgacyg
gaccttcteg
cggataagtg
cgggegttet
ggtcaccttg
ggcacggecg
gatcaggtac
gatgttcatc
gagggtttgce
cagacccgec
ctccatggtce
ggcgatgatc
gatggtaaag
gccctggaac
cgacatgccg
ggccaggtcec
ggcgataccg
atacacgttce
ggcgatggeg
cgctcgtggg
cacgcggecyg
gctetegetg
gcggcecctece
tcgetgaage
gctcaggege

ctggtgcagg
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gcgacgttct
tagccgtegg
atcaattcgt
agcagctgga
tggcgaatgt
atgagcttgg
ccagggcgga
aagtcgaccce
tcgaagttge
gcttgetggt
ctgagcatgt
acgccgacge
gccaggcecteg
tcccacatat
agggtttcga
gccatcagtg
ggtatccaca
ggcaggtcga
tcgtgaatgt
acgatacgtt
aggcacaggc
atggccagta
atcacgaaca
tcgatataca
atgaggttgce
ctgtagtcge
agtagcaggce
ttgagcagca
aggcgcccct

tgggcgggta

acacacaggc

gcegetggee
ggtgcagccg
cctcgatgta
tatcctgggg
cgacgccatce
ccagcgagcet
tggtcaggtt
cgcggaacte
gctcttgegg
agcgggcecag
agcaagccac
agatcattgce
acagcacttt
actggecgttce
tcaggctgga
gcecgcetgeag
ccaggtgcecce
tcaggctggt
tctgggcaaa
caaacagcgt
cgcgaaggcec
cccagagegt
gcggcgcegge
accacttgcet
cgtggttgac
ttagcagggce
gcgeggtgtc
gcatggecegg
gcaggccagc
gcggtaggcece

tcagcagact

35

gccggacagg
ggcgaattca
gcgggcgeceg
gacgtagccg
aaccagcagc
cttgceggag
gatattcttce
gacgctgecce
tagatccatc
caggccgttg
caggccgcecce
cacgcctgee
cacgcgcagt
gcttteggeg
ctggcgetcet
ggcgtagecg
gccaatgatg
cagggtcagce
gctgectace
tgccgagatg
tttgaggatc
cgaggtggce
caaggcgatc
gcgcagcagg
atcgaacttg
ttcgeggetg
atcgttcetcec
catggcgata
ccgggcegeg
tgttgtcage

atccagcagg

ttttgceege
tgtacgcececceg
ctgaccaggt
atgttgtgge
gagccaccat
ccgetgegge
agggccaggt
tgcagcacct
atgtggtcgg
agctggccca
atgctcaggt
agttgctgga
tccagecgge
ttgttgacct
gatgccaaag
atgcccagag
gcgatgacga
gaggcgagga
cgcgceeggec
atcaggtcgg
aggtcgaaga
tggtttggca
aggttgatca
gtgtcgegga
tgetgegget
acatgcacct
cagccgagca
ctecgggatcet
gcgegeggea
atgacccgge

ggatcgtcat

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700



gctgactgeg
ctctteatce
ctggcattet
gcagctggece
tcaccagact
tgcagcatag
tgtcagtaaa
ctatagagtg
gggataccat
gtgactegeg
gcctggecge
agtgacctgg
tgatttacgg
gatgatgtaa
attacattgce
ttccaaaaag
tcegectgaa
gagagtccaa
gtatccccag
gaagtgctca
gatcttggac
caggcggcag
gttgacccga
gcgetgggeg
acggttggct
ggcctgetgg
actgagctga
accgceccaccg
gtgatecgtca
gacacacctt
ggcgggetga

gacactacaa

tggatcgtgg
ttgtggtggg
ttggtgectge
aatgttcgece
tagcggggcea
cctgecacte
caggcgetgg
cggattcttg
tattcacgca
cagcgttgat
attccggcaa
atattgacgce
ctgctgaggt
gacatttgtc
cgattgttta
ttatagacgg
gtggctageca
tgagcagegt
agggcatccg
ccggtceggg
gtgacagcca
cccaggccgce
ctactgagct
gtggccacag
tceccgactga
acactaacgg
cgecttggege
ttggtcagge
tteeggetgg
acatcgacgg
cggtgacatt

ccgegaccect
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ctgagttgga
tggggtgggt
aaagctgtge
ttgaatcggt
atgattgttt
agccaaggca
tttgttggeg
ccttettgea
ctegteggte
agccgcaagce
ggtttgtgct
cagtaacgct
gtatgaaaaa
ctcaggaaac
ggatggcatg
aatattgacg
agcgcegete
tgtagccatce
gcgtgtactt
tggcgeagtt
atggagcgcece
gcctteggtg
tgaagctacc
cttcgtgatg
cgggctggge
caacaacctg
aaccccttcet
gccgaccace
gcagaccagt
tggccagatt
gccgcaaacg

gaccgcecteg

ctecgactgac
gtgcegtegt
tgataagggt
gttgagtaaa
catttttgat
tgcaagggct
catatctgtg
ttcaatatcc
atctctttga
gceccegget
tatttggcaa
gacattgtceg
gtgctaggac
gcttggctaa
tataaggtca
tcaaaaacgt
tggcagggaa
gtcaaaagca
atcgaaggtg
actttggagce
gatgcgectg
gaagagttgc
gccgetggece
ctcgaagaga
tttgcgggeg
gtgaccacac
atcagtgaag
aacctggtaa
ggtagcgtca
tcggeccacceg
ccagcggtta

ccaagcgtga
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ttcggattee
taaggtcagg
tatcacgcecece
caattctacg
ccagccatca
ttgggttcca
gcttgttagt
gcaagcgatt
tttgecgacac
ctggectgget
tcagtgtccg
agtaagtcgg
tgatggctta
ggtacaaata
atagtttgge
caagagatca
gtaccceccatce
ttgtcggecca
accgcctgtt
tggctgatgg
acagtagcac
agcaggcaat
cgtcatcage
cggctggeceg
tacccgataa
cgacggatac
cgggtggcgt
ttactectgtce
acgtcgcagt
tgacaggtag
cccaagtgac

ccgaaggtgg

acgcggeget
ccggctcace
tggtgectgga
tgcttcattt
tceggettgt
gcttagtcac
caaaattcat
ttcaatgatc
atagctgett
atcgacctct
ggcgattgac
tcgegecgeg
acaccttttt
tcaatgtgac
agtcaggcaa
tcgacatagt
gggtcacacg
ggttattgcg
ggccggtgag
ccgactgete
cgacctgage
tgctgetggt
gggtggtggt
agttgacacg
ccaagaagtg
caccgteget
aatcgtttat
caatggtgcce
tceggecaaac
taccggtggt
cgatacaatc

cgtgatcacc

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3300

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620



tacaccgtga
caggtcatca
aatgacgtcet
aatttcgagce
gacaccacca
tacaccgtga
caaacgatta
aatgacgtct
aacttcgaac
gacaccacca
tacaccgtga
caaacgatta
aatgacgtct
aatttcgagce
gacaccacta
tacaccgtga
caaaccatta
aatgacgtct
aatttcgagce
gatgccacca
tacaccgtga
caaaccatta
aatgacgtcet
aacttcgaac
gatgccacca
tacaccgtga
caaaccatta
aatgacgtct
aatttcgagce
gatgccacca

tacaccgtga

ccctgageaa
ctgttgaagce
acaacaacgg
aactgaccce
ccgecgaccect
ccctgagcaa
ccgttgaagce
acaacaacgg
agctgacccc
ccgecgaccct
ccctgageaa
ccgttgaage
acaacaacgg
aactgacccce
ccgecgaccect
ccctgagcaa
ccgttgaage
acaacaacgg
aactgacccc
ccgegaccect
ccectgageaa
ccgttgaage
acaacaacgg
agctgaccce
ccgegaccect
ccctgageaa
ccgttgaage
acaacaacgg
aactgacccce
ccgegaccect

ccctgagecaa
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ccctgeccag
cggcaaaacc
ttcgacegte
gaatccgacc
gacggcgagce
ccctgeccag
gggtaaaacc
ctcgaccgte
gaacccgacg
gacggcgagce
tcctgeccag
gggtaaaacc
ttecgacggte
gaacccgacg
gacggcgagce
tcctgeccag
cggcaaaacc
ttcgactgtce
gaatccgacg
gacggcgagce
tcctgeccag
cggcaagacc
ttecgacegte
gaacccgacg
gacggcgagce
tcctgeccag
cggcaagacc
ttcgaccgte
gaatccgacc
gacggcgagce

tcctgeccag

acgccggtga
cagggcagcg
agecgtcacca
ccggctcecaga
ccgteggtceca
acgccggtaa
cagggcagcg
agcgtcacca
ccggctcaga
ccgteggtceca
acgccggtaa
cagggcagcg
agcegtcacca
ccggctcaga
ccgteggtea
acgccggtga
cagggcagcg
agtgtcacca
ccggctcaga
ccgteggtceca
acgccggtga
cagggcagcg
agecgtcacca
ccggcetcaga
ccgteggtcea
acgccggtga
cagggcagcg
agcgtcacca
ccggctcaga
ccgteggtea

acgccggtaa
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ccgtgacccet
tcgatttcca
tcgagaacge
ccacgatcaa
ccgaaggcgg
ccgtgaacct
tcgatttcca
tcgagagege
ccacgatcaa
ccgaaggcgg
ctgtgacccet
tcgatttcca
tcgagaacge
ccacgatcaa
ccgaaggcgg
cagtgaccct
tcgatttcca
tcgagaacgce
ccacgatcaa
ccgaaggcgg
cagtgacccet
tcgatttcca
tcgagaacge
ccacgatcaa
ccgaaggcgg
cagtgaccct
tcgatttcca
tcgagaacgce
ccacgatcaa
ccgaaggcgg

ccgtgacccet

gtccaacgge
gaccccggcece
caccggeggt
cgactcggtce
cgtgatcact
gtccaacggce
gaccccggcece
cactggcgge
cgacteggtce
cgtgatcacc
gtccaacgge
gaccccggcece
cacgggeggt
cgactcggtce
cgtgatcact
gtccaacggce
gaccccggceg

caccggeggt

cgactcggtce
cgtgatcacc
gteccaacgge
gaccceggeg
cactggcgge
cgactcggtce
cgtgatcacce
gtccaacgge
gacccecggceg
cacaggcggt
cgacteggtce
cgtaatcacc

gtccaacgge

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480



caggtcatca
aatgacgtct
aacttcgaac
gatgccacca
tacaccgtga
caaaccatta
aatgacgtct
aatttcgage
gacaccacta
tacaccgtga
caaaccatta
aatgacgtct
aacttcgaac
gataccgtca
tttactgtga
gacaccgtga
gatgacgtct
ggtgccacct
atcagtgaag
acctacacca
tacttcaagc
gccactgtag
atcgacgcgg
ccggtecagea
aaggtcacca
gtgcacatca
gtcaccatca
gtctatcagg
gctgegtteg
gacgaggtgg
tacaccatca

ttcaagctga

ctgttgaagc
acaacaacgg
agctgacccce
ccgcgaccct
tcctgagcaa
ccgttgaage
acaacaacgg
aactgacccce
ctgcgaccct
ccctgagcaa
ccgttgaage
acaacaacgg
atctgactcc
ccgtaagtat
aagtaagcca
cgatcgaage
atcttgatgce
tcgagaagcet
tggtggccaa
tcaccctgac
tgaccgatgg
ccgecccgga
tcagecggege
ccgaggtcac
tcacggccga
acaccgccect
aggccggcga
atgcgggcca
agaacctcga
tggccaagct
cgctgaccaa

ccgatggeac
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cggcaaaacc
ttcgacegte
gaacccgacg
gacggcgagce
tcctgcececag
cggcaagacc
ttcgactgtc
gaacccgacg
gaccgcctceg
tcctgececag
gggtaaaacc
ctcgaccgte
gaatccgacc
tgtcagcaat
ggcgctggac
cggtaagace
aggctccatce
ggcecttgggt
actgactgcece
caacaaagac
cactactgtce
caacgtctat
agatgcatgg
cgacgagcca
ccagacttcg
ggctcacgac
aaccagcgca
gatcagcctg
gttgggcggt
gactgccact
caaagacggt

tactgtecgte

cagggcagcg
agcgtcacca
ccggetcaga
ccgtcggtca
acgccggtaa
cagggcagceg
agcgtcacca
ccggetcaga
ccaagcgtga
acgccggtaa
cagggcagcg
agcgtcacca
ccagcctcga
ggcaatgtga
cgtcegttga
gaagtcgagt
acgctcagtg
ggcececggeta
accccttegg
ggtctgccga
gtcgtggeag
gtcggcacca
aagttcgaaa
ggtacgccag
gtagccgaga
ctggtcgtga
ccgtacacte
ggcatcaact
gccgcgaaag
ccgteggtca

ctgecgatcea

gtggcagcca
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tcgatttcca
tcgagaacge
ccacgatcaa
ccgaaggcgg
ccgtgacect
tcgatttcca
tcgagaacgce
ccacgatcac
ccgaaggcgg
ccgtgaccett
tcgatttcca
tcgagagege
ctgtcatcaa
ccgaagacca
cggtaaccct
acaagacctce
ttaccgacge
ccgttgagat
tgaccgaagg
tcaataacca
ccaacagcac
accagccggt
acctgaacct
gcaacgaagg
acgtcaaacc
ccctgagcaa
acgacgcgca
cggcggtgga
tggatgtcac
ccgaaggcgg
ataaccactce

acagcaccac

gaccccggcece
caccggcgge
cgactecggte
cgtgatcacc
gtccaacgge
gaccccggceg
cacaggcggt
cgactecggte
cgtgatcacc
gtccaacgge
gacceccggcece
cacgggcggce
tgacagcatc
gcagccttcee
gtctaacgge
ggttcaggge
tacagttccg
ctcggacact
cggtgagatc
ctcggagcetg
caccggtteg
ggtcaatgce
ggacaagacc
cgatategte
gaccttcact
caacgctcag
gggcgatgac
cgccactggt
cgacacccete
cgagatcacc
ggagctgtac

cggtteggee

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400



actgtagcecg
gacgcggtca
gtcagcaccg
gtcaccatca
cacgtcaacc
accatcaagg
tatcaggacg
gcattcgaga
gaagtggtgg
accatcacce
aagctgaccg
gcaaccgcac
gcggtcageg
agcaccgagg
accatcacgg
gtcaaccagc
atcaaggctg
caggacgctg
ttecgagaacc
gtggtggcca
atcaccctga
ctgaccgacg
accgcaccag
gtcagcggeg
accgaggtga
atcaccgecg
aaccagccgce
aaggctggceg
gatgegggec
gagaacctgce

gtggcgaage

ccccggacaa
gcggcgcaga
aggtcaccga
cggctgacca
agcegetgge
ctggtgagac
ctggccagat
accttgagcet
ccaagctgac
tgaccaacaa
acggcaccac
cagacaacgt
gcgcagatge
tcaccgacga
ccgaccagac
cgctggecceca
gcgaaaccag
gccagatcag
ttgagctggg
agctgactge
ccaacaaaga
gcaccaccgt
acaacgtcta
cagatgegtg
ccgacgagcec
accaggcttce
tggceccacga
aaaccagcgce
agatcagcct

aactgggcgg

tgaccgegac
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cgtctatgte
tgcatggaag
cgagccaggce
gacttecggta
ccacgacctg
cagcgcgceceg
cagcttggge
gggcggtget
tgccaccecet
agacggtctg
tgtcgtegtg
ctatgtecgge
gtggaagttt
gccaggcact
ttecggtggece
cgacctggte
cgegecgtac
cctgggcatce
cggtteceget
cacccctteg
cggtetgeceg
cgtcegtggea
tgtcggcecacce
gaagttcgaa
aggcacacca
ggtggccgag
cctggtegtg
gccgtacace
cggcatcacg
caacgcttcg

ccettecagte

ggcaccaacc
ttcgaaaacc
actccaggca
gccgagaacg
gtegtgacce
tacacccacg
atcaactcgg
gctteggtte
tcggtgaccg
ccgatcaata
gcagccaaca
accaacgcgce
gaaaacctga
ccaggcaacg
gagaacgtca
gtgaccctga
acccacgatg
aactcggcag
tcggttcaag
gtgaccgaag
atcaacaacc
gccaacagca
aacgcgecegg
aacctgaacc
ggtaacgaag
aacgtcaaac
accctgagceca
cacgacgcgce
tcegetgtgg
gttcaagtga

accgaaggeg
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agccggtggt
tgaacctgga
acgaaggcga
tcaagccgac
tgagcaacaa
acgcgcaagg
cggtggacge
aagtcaccga
aaggcggtga
accactcgga
gcaccacggg
cggtgatcaa
acctggacaa
aaggcgacat
aaccgacctt
gcaacaatgc
cgcaaggcga
tagacgccac
tcaccgacac
gcggtgagat
actcggagcet
ccaccggtte
tggtcaatgc
tggacaagac
gcgatatcegt
cgaccttcac
acaacgctca
aaggcgatga
atgtagacgg
ccgacaccct

gtgagatcac

caatgccatce
caagacccceg
catcgtcaag
cttcaccegtg
cgcccaggte
cgatgacgtc
cactggtgcect
caccctegac
gatcacctac
gctgtacttce
ctecggegact
tgccatcgac
gacceceggte
cgtcaaggtc
caccgtgcac
tcaggtcacc
tgacgtctat
tggtgcectgeg
cctecgacgaa
cacctacacc
gtacttcaag
ggccactgca
catcgacgeg
cccggtecage
caaggtcacc
cgtgcacgtce
ggtcaccatc
cgtctatcag
tcacacctte
cgacgaggtg

ctacaccatc

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900

9960

10020

10080

10140

10200

10260



accctgacca
accgacggca
gcaccagaca
agecggcgeag
accgtcactg
acggccgacc
cagccgetgg
gccggtgaaa
gctggccaga
aacctgcaac
gcgaagctga
ctgaccaaca
gatggcacta
ccggacaacg
ggcgcagatg
gtcactgacg
gccgaccaga
ccgetggete
ggtgagacca
ggccagatca
ctgcaactgg
aagctgaccg
accaacaaag
ggcaccaccg
gacaacgtct
gcagatgcegt
actgacgagc
gaccagacct
ttggccecacg
gaaaccagcg

cagatcagcc

gcgcetgggeg

acaaagatgg
ccactgtegt
acgtctatgt
atgcgtggaa
acgagccagg
agacctceggt
cccacgaccet
ccagcgcgcec
tcagcttggg
tgggcggcaa
ccgcgacccc
aagacggtct
ctgtcgtegt
tectatgtcegg
cgtggaagtt
agccaggcac
ctteggtage
acgacctggt
gtgcgeccegta
gecctgggeat
gcggcaacge
cgacccctte
acggtctgee
tegtegtgge
atgtcggcac
ggaagttcga
caggcactcc
cggtggecga
acctggtegt
cgccgtacac
tgggcatcac

gtgccgcegaa
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tctgeegate
cgtggcagece
cggcactaat
gttcgaaaac
cactccaggce
agccgagaac
gatcgtgacc
gtacacccac
catcaactcg
cgctteggtt
ttcggtgacc
gccgatcaat
ggcagccaac
caccaacgceg
cgaaaacctg
tccaggcaac
cgagaacgtc
cgtgaccctg
cacccacgac
cacgtceget
ttceggttcaa
ggtcaccgaa
gatcaacaac
agccaacagc
caacgcgccg
aaacctgaat
aggcaacgaa
gaacgtcaaa
gaccctgage
ccacgctgeg
cteggeggtyg

ggtggatgte

aacaaccact
aacagcacca
gcgeeggtgg
ctgaacctgg
aacgaaggcg
gtcaaaccga
ctgagcaaca
gacgcgcaag
gcggtggacg
caagtgaccg
gaaggcggcg
aaccactcegg
agcaccaccg
ccggtggtea
aacctggaca
gaaggcgaca
aagccaacct
agcaacaacg
gcgcaaggcg
gtggatgtag
gtgaccgaca
ggcggtgaga
cactcggage
accaccggtt
gtggtcaatg
ctggacaaga
ggcgatatcg
ccgaccttca
aacaacgccc
cagggtgatg
gacgccactg

accgacacca
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cggagctgta
cgggctegge
tcaatgccat
acaagacccc
acatcgtcaa
ccttcactgt
acgctcaggt
gcgatgacgt
ccactggtge
acaccctcga
agatcaccta
agctgtactt
gttcggeccac
atgccatcga
agaccccggt
tcgtcaaggt
tcaccgtgceca
ctcaggtcac
atgacgtcta
acggtcacac
ccctecgacga
tcacctacac
tgtacttcaa
cggccactge
ccatcgacgce
cceceggteag
tcaaagtcac
ccgtacatat
aggtcaccat
acgtttacaa
gtgcaacctt

ccgacgaagt

cttcaagetg
cactgcaacc
cgacgccgte
ggtcagcact
ggtcaccatc
gcacgtcaat
caccatcaag
ctatcaggac
tgcgttcgag
cgaagtcgtg
caccatcacg
caagctgacc
tgtagccgece
cgcggtcage
cagcactacc
caccatcacg
cgtcaaccag
catcaaggcce
ccaggacgct
cttecgagaac
ggtggtggeg
catcaccctg
gctgaccgac
aaccgccecyg
cgtcagcgge
caccgaggte
tattactgct
caacaccgcc
caaggccggce
cgacgctgge
cgagaacctg

cgtggccaag

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10980

11040

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11460

11520

11580

11640

11700

11760

11820

11880

11940

12000

12060

12120

12180



ttgaccgcca
aacaaagacg
aaaaccgtca
gacaacgtct
gcggatgteg
accgacgagc
gaccagacct
ctggccecacg
gaaaccagcg
cagatcagcce
gagctgggceg
ttgaccgcecca
aacaaagatg
aaaaccgtca
gacaacgtct
gcggacgtcg
accgacgagc
gtcaccatca
cacgtcaacc
accatcaagg
tacaacgacg
accttcgaga
gaagtggtgg
accattaccc
acgctgageg
accgtgactg
gcaaccgttg
gtcagcacta
ggcgacctgg
ccgaccttcea

aacaatgccce

ccecegteggt
gtctgccaat
tcaccgtgece
acgtcggcac
gcaagttcga
cgggcaccce
cggtggctga
acctggtcegt
cgccgtacac
tgggcatcac
gtgccgcgaa
ccecegteggt
gtectgeegat
tcaccgtgcece
acgtcggtac
gtaagttcga
ctggtacccee
cggccgacca
agccgetgge
ccggtgaaac
ctggccagat
acctcgagtt
ccaagttgac
tgaccaacaa
acggcaaaac
ccccggacaa
aaggtgcgga
ccgtcaccga
tcaaggtcac
ctgttcacgt

aggtcaccat
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caccgaaggc
caacaaccac
ggctaatggce
caacgaccct
gcaactgacg
aggcaacgaa
gaacgtcaaa
gaccctgagce
ccacgctgeg
ctcggeggtyg
ggtggatgtc
caccgaaggc
caacaaccac
ggccaacggc
caacgaccct
gcaactgacg
aggcaacccg
gacttcggta
tcacgacctg
cagcgegecg
cagcctgggt
gggceggtgee
cgcgacccect
agacggcttg
cgtcatcacce
cgtctacgte
cgteggtaag
cgagcctggt
catcacggcecce
caaccagccg

caaggccggt

ggcgagatca
agtgcattga
accgtgggta
gtgatcaaat
ctggacaaga
ggcgacttgg
ccgacctteca
aacaatgccce
cagggtgatg
gacgccactg
accgacacca
ggcgagatca
agtgcattga
accgtgggcea
gtgatcaaat
ctggacaaga
ggcggcagea
gccgagaacg
gtcgtgaccce
tacacccacg
atcaactcgg
gcgaaggtgg
tcggtgaccg
ccgatcaata
gtgeceggeca
ggtaccaacg
ttecgagcaac
accccaggca
gaccagactt
ctggctcacg

gaaaccagcg

41

cctacaccat
ccttcacget
ctgccactgt
cgatcgcaac
cceceggteag
tcaaggtcac
ccgtgcacgt
aggtcaccat
acgtttacaa
gtgcgaccett
ccgacgaagt
cttacaccat
ccttecacget
ctgcaaccgt
cgatcgcaac
cgccggtcag
acgaaggcga
tcaaaccgac
tgagcaacaa
ctgctcaggg
cggtggacge
atgtcaccga
aaggcggtga
accacagtgce
acggcaccgt
accctgtgat
tgacgctgga
accegggcegyg
cggtagccga
acctggtcegt

cgccgtacac

cacgctgacce
gagcgacggc
cactgeccecg
cgttgaaggt
cacgtecggte
catcacagcc
caaccagccg
caaggctggce
cgacgctgge
cgagaacctg
cgtggccaag
caccctgace
gagcgacgge
gactgcccceg
cgttgaaggt
cactaccgtce
cctggtcaag
cttcactgtt
tgcccaggte
tgatgacgtc
cactggtgceg
caccaccgac
gatcacttac
attgaccttce
gggcactgca
caaatcgatc
caagacgccg
cagcaacgaa
gaacgtcaaa
gaccctgagce

ccacgcectgcet

12240

12300

12360

12420

12480

12540

12600

12660

12720

12780

12840

12900

12960

13020

13080

13140

13200

13260

13320

13380

13440

13500

13560

13620

13680

13740

13800

13860

13920

13980

14040



cagggtgatg
gatgtagacg
accgatacca
ggtgagatca
agtgcattga
accgtgggca
gtgatcaaat
ctcgacaaga
ggcggcagca
gccgagaacyg
gtcgtgacce
tacacccacg
atcaactcgg
gcttceggtte
tecggtcacceg
ccgatcaaca
gtgccggcca
ggtaccaacg
ttcgagcaac
acgccgggca
gccgagaacg
gtegtgacce
tacacccacg
atcacgtctg
gctteggtte
tecggtgaceg
ccgatcaaca
gtgccggcca
ggcaccaacg
ttcgagcaac
accccaggca

gaccagactt

acgtctacaa
gtcgcacctt
ccgacgaagt
cttacaccat
ccttcacget
ctgcaaccgt
cgatcgcaac
cceceggteag
acgaaggcga
tcaaaccgac
tgagcaacaa
ctgcgcaggg
cggtggatge
aagtgaccga
aaggcggcga
accacagtgce
acggcaccgt
accctgtgat
tgacgctgga
acgaaggcga
tcaaaccgat
tgagcaacaa
ctgcgcaagg
ctgtggatgt
aagtcaccga
aaggcggcga
accacagtgc
acggtaccgt
accctgtegt
tgacgctgga
atcecgggcegg

cggtggecega
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cgacgctggce
cgaaaacctg
ggtggccaag
taccctgace
gagcgacggce
gactgcccecg
cgttgaaggt
cactaccgtce
cctggtcaag
cttcactgtt
cgcccaggte
cgatgacgte
cactggtgcg
caccaccgac
gatcacttac
attgacctte
gggcactgct
caaatcgatc
caagacgccg
cctggtcaag
cttcacegtg
cgcccaggte
cgatgacgte
agacggtcegce
caccaccgac
gatcacctac
attgaccttc
gggtactgct
gatgtcgatce
caagaccccg
cagcaacgaa

gaacgtcaaa

cagatcagcc
gagctgggeg
ttgaccgega
aacaaagacg
aaaaccgtca
gacaacgtct
gcggatgteg
accgacgagce
gtcaccatca
cacgtcaacc
accatcaagg
tacaacgatg
accttcgaga
gaagtggtgg
accatcacgce
acgctgageg
accgtcactg
gcaaccgttg
gtcagcacgt
gtcaccatca
cacgtaaacc
accatcaagg
tacaacgacg
accttcgaga
gaagtggtgg
accatcacgce
acgctgagceg
accgtgactg
gcaaccgttg
gtcagcacta
ggcgacctgg

ccgacgttca

42

tgggtatcac
gtgeggette
ccectteggt
gcttgecgat
tcaccgtgee
acgtcggtac
gcaagttcga
ctggtaccce
ccgeccgacca
agcegetgge
ccggcgaaac
ctggccagat
acctgcaact
ccaagctgac
tgaccaacaa
acggcaaaac
ccccggacaa
aaggtgcgga
cggttaccga
cagccgacca
agccgetgge
ccggcgagac
ctggccagat
acctgcaact
ccaagctgac
tgaccaacaa
acggcaaaac
ccccggacaa
gaggtgcgga
ccgtcaccga
tcaaggtcac

ccgtacacgt

gtctgectgtg
ggttcaagtg
gaccgaaggc
caataaccac
ggccaacggce
caacgaccct
acaactgaca
aggcaacccg
gacttcggta
tcacgacctg
cagcgcgcecg
cagcctgggt
gggcggcaac
cgcgaccccg
agacggtctg
cgtcatcacc
cgtctacgtc
cgtcggcaag
cgagccaggt
gacttcggtg
tcacgacctg
cagcgcgceca
cagcctggge
gggcggcaac
cgcgaccccg
agacggtctg
cgtcatcacc
cgtctacgtc
cgtcggecaag
cgagcctgge
catcacggcce

caaccagccg

14100

14160

14220

14280

14340

14400

14460

14520

14580

14640

14700

14760

14820

14880

14940

15000

15060

15120

15180

15240

15300

15360

15420

15480

15540

15600

15660

15720

15780

15840

15900

15960



ctggececcacg
gagaccagcg
cagatcagcecce
gcgetgggeg
ttgaccgeca
aacaaagacg
aaaaccgtca
gacaacgtct
gcggatgteg
accgacgagc
gaccagacct
ctggcecacg
gaaaccagcg
cagatcagcc
caactgggcg
ctgaccgcega
aacaaagacg
aaaaccgtca
gacaacgtct
gcggatgteg
accgacgagce
gaccagactt
ctggctcacg
gagaccagcg
cagatcagcecc
caactgggcg
ctgaccgega
aacaaagacg
aaaaccgtca
gacaacgtct

gcggacgteg

acctggtegt
cgccgtacac
tgggcatcaa
gtgccgegaa
ccecegteggt
gtctgccaat
tcaccgtgece
acgtcggcac
gcaagttcga
cgggcacccce
cggtggctga
acctggtcgt
cgccatacac
tgggcatcac
gtgeggcetac
ccectteggt
gcectgecgat
tcaccgtgee
acgttggcac
gcaagttcga
caggtacgcece
cggtggccga
acctggtegt
cgccatacac
tgggtatcaa
gtgcggctac
cccetteggt
gcctgecgat
tcaccgtgec
acgtcggcac

gtaagttcga
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gaccctgage
ccacgctgeg
ctcggeggtg
ggtggatgtc
caccgaaggc
caacaaccac
ggctaatgge
caacgaccct
gcaactgacg
aggcaacgaa
gaacgtcaaa
gaccctgage
ccacgctgeg
gtccgetgtg
cgttcaagtg
caccgaaggt
caacaaccac
ggctaatggc
caacgaccct
gcaactgaca
gggcaacgaa
gaacgtcaaa
gaccctgage
ccacgctgeg
ctecggeggta
cgttcaagtg
caccgaaggt
caacaaccac
ggccaacggc
caacgaccct

gcaactgaca

aacaacgccc
cagggtgatg
gacgccactg
accgacacca
ggcgagatca
agtgcattga
accgtgggta
gtgatcaaat
ctggacaaga
ggcgacttgg
ccgaccttca
aacaatgccc
caaggcgatg
gatgtagacg
accgatacca
ggcgagatca
agtgcattga
accgtgggta
gtgatcaaat
ctggacaaga
ggcgacctgg
ccgaccttca
aacaatgccce
cagggcgatg
gacgccactg
accgatacca
ggcgagatca
agtgcattga
accgtgggca
gtcgtgatgt

ctcgacaaaa
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aggtcaccat
acgtttacaa
gtgcgacctt
ccgacgaagt
cctacaccat
ccttcacget
ctgccactgt
cgatcgcaac
cceceggtecag
tcaaggtcac
ccgtgecacgt
aggtcaccat
acgtctacaa
gtcgcacctt
ccgacgaagt
cttacaccat
ccttecacget
ctgccaccegt
cgatcgcaac
cceceggteag
tcaaggtcac
ctgttcacgt
aggtcaccat
acgtttacaa
gcgctacgtt
ccgacgaagt
cttacaccat
ccttcacget
ctgctacegt
cgatcgcaac

ccceggtecag

caaggctggce
cgacgctggce
cgagaacctg
cgtggccaag
cacgctgacc
gagcgacggc
cactgecceceg
cgttgaaggt
cacgteggte
catcacagcc
caaccagccg
caaggceggt
cgacgctgge
cgaaaacctg
agtggccaag
caccctgacce
gagcgacgge
gactgccceg
cgttgaaggt
cacgtcggtt
catcacagcecce
caaccagccg
caaggccggce
cgatgectgge
cgagaacctg
agtggccaag
caccctgacce
gagtgacggc
cactgccecg
cgttggaggt

cacgtceggtce

16020

16080

16140

16200

16260

16320

16380

16440

16500

16560

16620

16680

16740

16800

16860

16920

16980

17040

17100

17160

17220

17280

17340

17400

17460

17520

17580

17640

17700

17760

17820



accgacgagc
gaccagactt
ctggctcacg
gaaaccagcg
cagatcagcece
gagctgggcyg
ctgaccgcga
aacaaagatg
aaaaccacca
gacaacgtct
gcggacgteg
accgacgagc
gaccagactt
ctggctcacg
gagaccagcg
cagatcagcece
gagctgggcyg
ctgaccgceccea
aacaaagacg
aaaaccgtcea
gacaacgtct
gcggatgteg
accgacgagc
gaccagacct
ctggcccacg
gaaaccagcg
cagatcagcece
gagctgggcyg
ctgactgega
aacaaagacg
aagaccgtcea

gacaacgtct

cgggtaccce
cggtggeega
acctggtcgt
cgccgtacac
tgggcatcaa
gtgcegegaa
ccectteggt
gtctgectat
tcaccatccc
acgtcggcecac
gtaagttecga
cgggtacccce
cggtagccga
acctggtcgt
cgccgtacac
tgggcatcac
gtgcegette
ccecetteggt
gtectgecegat
tcactgtgcee
acgtcggege
gcaagttcecga
caggtacgcc
cggtggeega
acctggtegt
cgccgtacac
tgggcatcac
gtgecggcette
ccecegteggt
gcctgecgat
tcacegtgee

acgtcggcag
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aggcaacgaa
gaacgtcaag
gaccctgagce
ccacgctgeg
ctcggeggtyg
ggtggatgte
aaccgaaggc
cgacaagcat
ggctaacggt
caacgaccct
gcaactgaca
aggcaacgaa
gaacgtcaaa
gaccctgagce
ccacgctgeg
gtecegetgtg
ggtccaagtg
gaccgaaggce
caacaaccac
ggccaacggc
taacgaccct
acagcttacg
gggcaacgaa
gaacgtcaag
gaccctgage
ccacgctgeg
ctcggeggtg
ggttcaagtg
caccgaaggce
caacaaccac
ggccaacggc

caacgaccct

ggcgacctgg
ccgaccttca
aacaacgccc
cagggcgatg
gacgccactg
accgacacca
ggcgagatca
gcggegetga
acaaccggca
gtcgtgatgt
ctcgacaaga
ggcgacctgg
ccgaccttca
aacaacgctc
cagggtgatg
gatgtagacg
accgacaccce
ggtgagatca
agtgcattga
accgtgggceca
gtcgtgatgt
ctggacaaga
ggcgacttgg
ccgaccttca
aacaacgccce
cagggtgatg
gacgccactg
accgacacca
ggcgagatca
agtgcattga
accgtgggceca

gtcgtgatgt
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tcaaggtcac
ccgtgecacgt
aggtcaccat
acgtctacaa
gtgcgacctt
ccgacgaagt
cctacaccat
cctttaccct
ctgccaccegt
cgatcgcaac
ccceggtceag
tcaaggtcac
ctgttcacgt
aggtcaccat
acgtctacaa
gtcgcecacctt
tcgacgaagt
cttacaccat
ccttcacget
ctgccaccgt
cgatcgcaac
cgcecggtcecag
tcaaggtcac
ccgtgecacgt
aggtcaccat
acgtttacaa
gtgcgacctt
ccgacgaagt
cctacaccat
ccttcacget
ctgcaaccgt

cgatcgctac

catcaccgee
caaccagccg
caaggccggce
cgatgctggce
cgagaacctce
ggtggccaag
cacgctgacc
ggacgatggc
gactgceccecg
cgttggaggt
cacgteggte
catcaccgece
caaccagccg
caaggctgge
cgatgcggge
cgaaaacctg
ggtggccaaa
cacgctgacce
gagcgacggce
gactgctceg
cgttgaggge
cacgteggtg
catcaccgee
caaccagccg
caaggctggce
cgacgctgge
cgagaacctg
ggtggccaag
caccctgace
gagcgacggce

gactgeccceeg

cgttggeggt

17880

17940

18000

18060

18120

18180

18240

18300

18360

18420

18480

18540

18600

18660

18720

18780

18840

18900

18960

19020

19080

19140

19200

19260

19320

19380

19440

19500

19560

19620

19680

19740



gcggacgtcg
accgacgagc
gaccagactt
ctggctcacg
gagaccagcg
cagatcagcc
caactgggcg
ctgactgecga
aacaaagacg
aaaaccgtca
gacaacgtct
gcggacgtcg
accgacgagce
gtcaccatca
cacgtcaacc
accatcaagg
tacaacgacg
accttcgaga
gaagtggtgg
accatcaccc
accctgageg
actgtcactg
gctaccegttg
gtcagcacgt
gtcaccatca
cacgtcaacc
accatcaagg
tacaacgatg
accttcgaga
gaagtagtgg

accattaccc

gtaagttcga
caggtaccce
cggtggcega
acctggtcgt
cgcegtacac
tgggcatcaa
gcaacgcttce
ccecegteggt
gtctgecaat
tcaccgtgee
acgtcggcac
gtaagttcga
ctggcaccce
cggccgacca
agccegetgge
ctggcgagac
ctggccagat
acctcgagcet
ccaagctgac
tgaccaacaa
acggcaaaac
cceccggataa
gcggtgcgga
cggttaccga
cggccgacca
agccgetgge
ccggtgaaac
ctggccagat
acctcgagcet
ccaagctgac

tgaccaacaa
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gcaactgacg
aggcaacgaa
gaacgtcaaa
gaccctgage
ccacgctgeg
ctcggeggta
ggttcaagtg
caccgaaggc
caacaaccac
ggccaacggce
caacgaccct
gcaactgacg
aggcaacccg
gacttegttg
ccacgacctg
cagcgcgccg
cagcetggge
gggcggtgeg
cgcgacgccet
agatggtctg
cgtcatcacce
cgtctacgte
tgtcggecaag
cgagccaggt
gacttecggta
tcacgacctg
cagcgcgccg
cagcctgggt
gggcggtgeg
tgcgacceeg

agacggtctg

ctggacaaga
ggcgacctgg
ccgacctteca
aacaatgccce
cagggcgatg
gacgccactg
accgacacca
ggcgagatca
agtgcattga
accgtgggca
gtcgtgatgt
ctggacaaga
ggcggcagca
gccgagaacg
gtegtgacce
tacacccacg
atcaactcgg
gctteggtte
tcggtgaccg
ccgatcaaca
gtgccggceta
ggcagcaacg
ttecgagcaac
acgccgggca
gccgagaacg
gtcgtgacce
tacacccacg
atcaactcgg
gctteggtcee
tcggtgacceg

ccgattaaca
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cgeceggteag
tcaaggtcac
ctgttcacgt
aggtcaccat
acgtttacaa
gtgcgacctt
ccgacgaagt
cctacaccat
ccttcacget
ctgctaccgt
cgatcgcaac
cceceggteag
acgaaggcga
tcaaaccgac
tgagcaacaa
ctgcgecaggg
cggtggacge
aagtgaccga
aaggtggtga
accacagtgc
atggcaccgt
accctgtegt
tgacactgga
acgaaggcga
tcaaaccgac
tgagcaacaa
ctgcgcaggg
cggtggacge
aagtgaccga
aaggcggtga

accacagtgce

cacgtcggtce
catcaccgcee
caaccagccg
caaggccggce
cgatgctgge
cgagaacctg
ggtggccaag
cacgctgacce
gagcgacggc
cactgceceg
cgttggaggt
cactaccgte
cctggtcaag
gttcaccgta
cgcccaggte
tgatgacgtt
cactggtgcg
taccaccgac
gatcacctac
attgaccttc
gggtactgce
gatgtcgatc
caagaccccg
cctggtcaag
cttcactgtt
tgceccaggte
tgatgacgte
cactggtgceg
caccaccgac
gatcacttac

attgaccttc

19800

19860

19920

19980

20040

20100

20160

20220

20280

20340

20400

20460

20520

20580

20640

20700

20760

20820

20880

20940

21000

21060

21120

21180

21240

21300

21360

21420

21480

21540

21600



accctgagcecg
actgtcactg
gctacegttg
gtcagcacgt
gtcaccatca
cacgtcaacc
accatcaagg
tacaacgacg
accttcgaga
gaagtcgtgg
accatcacgce
acgctgagcg
accgtcactg
gcaaccgttg
gtcagcacgt
gtcaccatca
cacatcaaca
atcatcaagg
tacaacgatg
accttcgaga
gaagtagtgg
accatcacgce
acgctgageg
accgtgactg
gctaccgttg
gtcagcactt
gtcaccatca
cacgtcaacc
accatcaagg
tacaacgatg

acattcgaga

gaagtagtgg

acggcaaaac
ccceggataa
gcggtgcgga
cggttaccga
ccgecgaccea
agccgcetgge
ctggcgaaac
ctggccagat
acctggagct
ccaagttgac
tgaccaacaa
acggcaaaac
cceccggacaa
aaggcgcgga
cggtgaccega
cggccgacca
ccgecttgge
ctggcgaaac
ctggccagat
acctgcaact
ccaagttgac
tgaccaacaa
acggcaaaac
ctceggacaa
aaggtgcgga
cggtcaccga
ccgccgacca
agccgetgge
ccggcgaaac
ctggccagat
acctggaact

ccaagctgac
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cgtcatcacc
cgtctacgtc
tgtcggcaag
cgagccaggt
gaccteggtg
ccacgacctg
cagcgcgcecg
cagcctgggt
gggcggtgece
cgccacceceg
agacggcctg
cgtcatcacc
tgtctacgte
cgttggcaag
cgagecegggt
gaccteggtg
tcacgacctg
cagcgcgeca
cagcctggge
gggcggcaac
cgcgacccecg
agacggcctg
cgtcatcacce
cgtctacgte
cgttggcaag
cgagccgggt
gacctcggtg
ccacgacctg
cagcgegecg
cagcctggge
gggtggtgceg

cgecgacccect

gtgcecggceta
ggcagcaacg
ttcgagcaac
acgccgggea
gccgagaacg
gtecgtgacce
tacacccacg
atcaactcegg
gcgaaggtgg
tcggtcaccg
ccgatcaaca
gtgccggeca
ggtaccaacg
ttcgagcaac
accccaggca
gccgagaacg
gtcgtgaccce
tacacccacg
attaattecgg
gcttcggttce
tcggtgacceg
ccgatcaaca
gtgceggeca
ggtaccaacg
ttcgagcaac
accccaggca
gccgagaacg
gtcgtgaccc
tacacccacg
atcaattcgg
gctteggtte

tcggtaacceg
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atggcaccgt
accctgtcgt
tgacgctgga
acgaaggcga
tcaagcegac
tgagcaacaa
ctgegecaggg
cggtggacgce
atgtcaccga
aaggcggcga
accacagtgce
acggcaccgt
accctgtegt
tgacgctgga
acgaaggcga
tcaagcecgac
tgagcaacaa
ctgcgcaagg
cagtggacgce
aagtgaccga
aaggcggcega
accacagtgce
acggcaccgt
accctgtegt
tgacactcga
acgaaggcga
tcaaaccgac
tgagcaacaa
acgcgcaagg
cggtagacge
aagtgaccga

aaggcggcega

gggtactgcc
gatgtcgatce
caagacgccyg
cctggtcaag
cttcacegtg
cgcccaggte
tgatgacgtce
cactggtgceg
caccaccgac
gattacctac
attgaccttc
gggcactgece
gatgtcgatce
caagacgccyg
cttggtcaag
gttcaccgtg
tgceccaggte
cgatgacgtce
cactggtgceg
caccaccgac
gattacctac
attgaccttc
gggtactgcce
gatgtcgatc
caagaccccg
cccggtcecaag
cttcactgtg
cgcccaggtce
cgatgacgtce
caccggcegcet
caccaccgac

gatcacctac

21660

21720

21780

21840

21900

21960

22020

22080

22140

22200

22260

22320

22380

22440

22500

22560

22620

22680

22740

22800

22860

22920

22980

23040

23100

23160

23220

23280

23340

23400

23460

23520



accatcacgce
accctggacg
accgtgactg
gcaaccgttg
gtcagcacgt
gtcaccatca
cacgtcaacc
accatcaagg
tacaacgatg
accttcgaaa
gaagtggtgg
accatcacgce
acgctgageg
accgtgactg
gcaaccgttg
gtcagcacgt
gtcaccatca
cacgtcaacc
accatcaagg
tacaacgacg
accttcgaaa
gaagtagtgg
accatcaccc
acgctgageg
accgtgactg
gcaaccgttg
gtcagcacgt
gtcaccatca
cacgtcaacc
accatcaagg

tacaacgatg

tgaccaacaa
atggcaaaac
ccccggacaa
gaggtgcgga
cggtcaccga
ccgcecgacca
agcecgetgge
ctggcgagac
cgggccagat
acctggagcet
ccaaactgac
tgaccaacaa
acggcaaaac
ctccggacaa
agggcgcgga
cggtgaccga
ccgeccgacca
agccgcetgge
ccggcgaaac
ctggccagat
acctgcaact
ccaagctgac
tgaccaacaa
acggcaaaac
ccccggacaa
aaggtgcgga
cggttaccga
cagccgacca
agcecgetgge
ccggcgagac

ctggccagat
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agatggtctg
caccatcacc
cgtctacgtce
cgtcggtaag
cgagccgggt
gacttcggta
tcacgacctg
cagcgcgecg
cagcctggge
gggcggtgee
cgccacccect
agacggtctg
cgtcatcact
cgtctacgtce
tgtcggcaag
cgagccaggt
gacctcggtg
ccacgacctg
cagcgcgcca
cagcctggge
gggcggtgeg
cgcgacccct
agacggcctg
cgtcatcacce
cgtectacgtt
tgtcggcaag
cgagccaggt
gacttcggtg
tcacgacctg
cagcgcgcca

cagcctgggt

cctatcgaca
atcccggcecta
ggcaccaacg
ttcgagcaac
accccaggca
gccgagaacg
gtecgtgacce
tacacccacg
atcacgtccg
gctteggtece
tcggtgaccg
ccgatcaaca
gtgcecggeca
ggcgctaacg
ttcgaacage
acgccgggcea
gccgagaacg
gtcgtgaccce
tacacccacg
atcacgtccg
gctacegtte
tcggtcaceg
ccgatcaaca
gtgceggceta
ggcaccaacg
ttcgagcaac
acgccgggca
gccgagaacg
gtegtgacce
tacacccacg

atcaactcgg
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agcatgcgge
acggtacaac
accctgtegt
tgacactcga
acgaaggcga
tcaaaccgac
tgagcaacaa
ctgcgecaggg
ctgtggatgt
aagtgaccga
aaggcggtga
accacagtgc
acggcaccgt
accctgtegt
ttacgctgga
acgaaggcga
tcaagcegac
tgagcaacaa
ctgcgcaagg
ctgtggatgt
aagtgaccga
aaggtggcga
accacagtgce
atggcaccgt
accetgtgat
tgacactgga
acgaaggcga
tcaaaccgac
tgagcaacaa
ctgcgcaggg

cggtagacge

gctgaccttt
cggcactgcece
gatgtcgatc
caagaccccg
cctggtcaag
cttcactgtt
cgctcaggtce
tgatgacgtc
agacggtcge
caccctcgac
gatcacttac
attgaccttce
gggcactgcece
gatgtcgatce
caagacgccg
cttggtcaag
cttcaccgtg
cgcccaggte
cgatgacgtc
agacggtcge
taccaccgac
gatcacttac
attgaccttce
gggtactgec
caaatcgatc
caagaccccyg
cctggtcaag
cttcactgtt
tgcccaggte
cgatgacgtt

cactggecgcet

23580

23640

23700

23760

23820

23880

23940

24000

24060

24120

24180

24240

24300

24360

24420

24480

24540

24600

24660

24720

24780

24840

24900

24960

25020

25080

25140

25200

25260

25320

25380



acgttcgaga
gaagtagtgg
accatcaccce
acgctgagtg
accgtcactg
gcaaccgttg
gtcagcacgt
gtcaccatca
cacgtcaacc
accatcaagg
tacaacgatg
accttcgaga
gaagtggtgg
accatcaccc
acgctgagcg
accgtcactg
gcaaccgttg
gtcagcaccg
gacgtcacca
tacaccctga
ggtaccgccce
agcacaggca
aacttcgtcg
agcagcaaat
ggcggcgcgg
gtcactgatg
ggcaacttgce
agccaggctg
gcggacaact
ttcaagcecga
ccggttgeceg

accaaggaag

acctgcaact
ccaagctgac
tgaccaacaa
acggcaaaac
cceccggacaa
gaggtgcgga
cggtcaccga
ccgecgacca
agccgctgge
ccggcgaaac
ctggccagat
acctcgagcet
ccaagctgac
tgaccaacaa
acggcaaaac
cceccggacaa
gcggcgcegga
ccgtgaccega
ccgteggtat
cgctgagcaa
aaaacggtga
cgacgttcaa
tgaagatcga
cgagcgtgac
tatttggcgt
ccgacggcaa
agttcttcaa
atatcactgce
acggtggtaa
acgatggcac
acaaaccgac

tctggaccag
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gggcggtgcg
cgcgacccct
agacggcectg
cgtcatcacc
cgtctacgtce
cgtcggtaag
cgagcegggt
gacttcggtg
tcacgacctg
cagcgcgecg
cagcctggge
gggcggtgec
cgcgaccect
agatggtctg
cgtcatcacc
cgtctacgte
tgttggcaag
cgaaccaggt
taccggcacg
cgcgtccaag
tgacttcacc
catecgctacce
aaccgccacg
gaccaccatt
tgaggacacc
cactaacctg
cggtactgea
caagaacctg
tggtgtgggt
caacctgggce
cctgagette

cctcaaaggce

gctaccgtte
tcggtcaccg
ccgatcaaca
gtgccggeca
ggcaccaacg
ttecgagcaac
accccaggca
gccgagaacg
gtegtgaccce
tacacccacg
atcaactcgg
gcgaaggtgg
tcggtaaccg
ccaatcaaca
gtgccggceca
ggtaccaacg
ttcgaacage
tcgggaactce
acttctcectga
tccgaagtca
ggtgttgega
ctcaacgaca
ggtggtaact
ctcgacaatg
gattacgtgt
tctgtgacca
tgggtgaatg
aagttcgttc
aaccagaagg
agcgaagtga
ggcagcgecg

ctgggtactg

48

aagtgaccga
aaggtggcga
accacagtgce
acggcaccgt
accctgtegt
tgacactcga
acgaaggcga
tcaagccgac
tgagcaacaa
ctgcgcaggyg
cggtggacgce
atgtcaccga
aaggcggcga
accacagtgc
acggcaccgt
accctgtgat
tgacactgga
caggcaccgg
ccgagggtga
ctatcaccct
ccgtgaagat
aactggtcga
tcgagaacct
accacctgcece
ttgcetggag
ttaccteget
tggccgttgg
cggccectcaa
ctgactacge
ccatgaaggt

atatcgagtc

gcggcaacgg

taccaccgac
gatcacttac
attgaccttc
gggcactgct
gatgtcgatce
caaaaccccg
cctggtcaag
cttcaccgtg
cgcccaggtce
cgatgacgtce
cactggtgeg
caccaccgac
gatcacctac
attgaccttc
gggcactgct
caaatcgatc
caagaccccg
caacaagggc
aaccggccag
tagctacagce
tcecggcecaac
aggtaccgag
gcaggtcgat
ggtttecgecet
tgatttcaaa
cceggecgece
ccaagtggtc
ccagtcgggt
ccagttcaag
cgatatcagc
caaagggctg

cattaccggce

25440

25500

25560

25620

25680

25740

25800

25860

25920

25980

26040

26100

26160

26220

26280

26340

26400

26460

26520

26580

26640

26700

26760

26820

26880

26940

27000

27060

27120

27180

27240

27300



ES2712 181 T3

gaggatctga agacggtctt tgccaactce ggcagecgega actccagcag caccactacce 27360
aacgtgcagt ccgatggcag cgtcaccget ggcaccggtt cgaaaacgte gggcctgatce 27420
tacctggaag ccggcaaggt ctatacctte agtggtttgg ccgacgacag cttegtggte 27480
accatcggtg gcaagactgt agtcacggcece acctggggag ccggtggegg ggtgtcegggt 27540
acctttacce caaataccag cggctactac ccgatcgagg tctaccatge caaccagtcce 27600
ggtccaggca gctatgacct gaacatccag gtaggetccg gtgeccgttac cgacctgage 27660
agctcgaacg tcaagatgta ccagaacgtt accgagatgg cgaacgcagg cctgggegtg 27720
tccgacctge acaccgtgaa tggtcagage tactacgacg gctacaagct caacgaaggg 27780
cctgagggtg gectcggtgaa actggtcggt atttccacecg ccctgaccga cactgacgge 27840
tccgaaagcee tgaacgtaac actcageggt atcccgaaag gtactgtgtt gagcgatggt 27900
gcaggccaca cggtcacggt aggtactgcc ccggtcgatg tgacaggctg gaaactcage 27960
agcctgacge tgaccccegcece ggcecctattac aaaggectegt tcgacatcac ggttacctceg 28020
actgccaccg aaagcctggg cggectcggec atcaccaccg gcaatatccece ggtgacggtt 28080
tacggcgega cctacaagge cagtgtgggt acctcgggta atgacacget gaccggtagt 28140
gaaggcaacg acatcttcgt cgctgacgta tccgggetga acgtggttca gggcaagaac 28200
tacaacatcg ccttcatggt cgatagctcg ggcagtatga gcgacaagtc gattgccgac 28260
gccaagacgc agttggcctc ggtgttcaac acgctcaagg ccagcctggg cteggacacc 28320
tcgggtaccg taaacatctt cctggtcgac ttcgatacce aggtaaacaa gaacgtggca 28380
gtgaaccttg ccgacccgga tgctttgage aagttgcagg cggtattgaa ctcecgatggtg 28440
ggcggctact acggtggcgg taccaactat gaagacgegt tcaagaccac gtccaacttce 28500
ttcaacagca ccatggccac cagcaacaaa ggtgcggaga acctgactta cttcattacc 28560
gacggtaagc caacctacta tcagagcaat gagtccacca accctagect gtggaagaat 28620
ggcaagagcc tggacgatgt agtcaacgtc aacaattaca agatgggtga cacgttcage 28680
gcctgggecg acgcgactca caaggtcgag atcagcagca gtggtgtggt caaagtgcetg 28740
acttataccg agaaccgccg aggtgagttg gtgctcgact ccaccaagac ggtaggcacc 28800
cttcacgcac agggtgatgg tacctatgaa ttctccagec tggacggtac cggctacgeg 28860
gattactgga actacgtcta ctcggccgca ggttctactg aaagtttcge agtattggge 28920
ggcaccaatg gcttgagcaa agtccaggct atcggcecctga acagcgatgt cacgctgaac 28980
gatctgaaac cttac 28995

<210> 35

<211> 202

<212> PRT

<213> Pseudomonas putida

<400> 35

49



Val

Tyr

Asn

Trp

Ala

65

Ser

Ile

Arg

Asp

Glu

145

Asn

Leu

Gln

<210> 36
<211>718
<212> PRT

Leu

Phe

Lys

Gly

50

Pro

Lys

Phe

Leu

Arg

130

Asp

Gln

Gln

Glu

His

Lys

Ala

35

Val

Ile

val

Ala

Asp

115

Leu

Arg

Ala

Asp

Leu
195

Lys

Gly

20

Leu

Ile

Asp

Gln

Lys

100

Glu

Ala

Pro

Ala

Glu

180

Arg

<213> Pseudomonas putida

<400> 36

Leu

Ser

Ile

Leu

Glu

Lys

85

Glu

Thr

Met

Leu

Ser

165

Ile

Glu
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Asp

Asp

Glu

Phe

Val

70

Ile

Gly

Arg

Ala

Ile

150

Glu

Gly

Tyr

Met

Ser

Asp

Phe

55

Thr

Gln

Gln

Phe

Leu

135

Ile

Glu

Gly

Ser

Gly

Leu

Ala

40

Val

Arg

Asn

Ile

Ala

120

Arg

Asp

Ser

Leu

Ser
200

50

Gln

Gly

25

Pro

Phe

Gly

Leu

Val

105

Ser

Val

Glu

Leu

Gln

185

Lys

Phe

10

Gly

Arg

Leu

Glu

Glu

90

Glu

Asn

Glu

Lys

Tyr

170

Gln

Arg

Lys

Gln

Val

Ile

Gly

75

Gly

Val

Val

Arg

Leu

155

Gln

Gln

Asp

Pro

Val

Val

60

Lys

Gly

Gly

Gly

Leu

140

Arg

Ser

Leu

Gly

Leu

Arg

45

Trp

Ala

Ile

Gln

Glu

125

Ser

Lys

Arg

Val

Leu

Pro

30

Leu

Ala

Ile

Val

Pro

110

Thr

Ala

Ala

Arg

Gln
190

Arg

15

Glu

Thr

Ser

Pro

Ala

95

Leu

Glu

Glu

Ala

Gln

175

Arg

Arg

Val

Ile

Val

Ser

80

Glu

Leu

Ala

Val

Pro

160

Gln

Gln



Val

Gln

His

Pro

Ala

65

Ser

val

Glu

Asp

Val

145

Thr

Leu

Val

Leu

Gly

225

Ile

Glu

His

Gln

Ala

50

Gly

Ile

Leu

Ser

Tyr

130

Asn

Leu

Val

Tyr

Ala

210

Leu

Ile

Ser

Asp

Lys

35

Gln

Leu

Ala

Leu

Asp

115

Ser

His

Leu

Ile

Asp

195

Ile

Arg

Ser

Glu

Asp

20

Pro

Arg

Gln

Met

Gly

100

Gly

Gly

Gly

Arg

Asn

180

Arg

Gly

Gly

Ala

Val

Pro

Ala

Leu

Gly

Pro

85

Trp

Gly

Arg

Asn

Ser

165

Leu

Val

Ile

Leu

Thr
245
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Ser

Leu

Ser

Ser

Arg

70

Ala

Glu

Glu

Val

Leu

150

Lys

Ile

Val

Ala

Cys

230

Leu

Arg

Leu

Arg

Pro

55

Leu

Met

Asn

Val

Phe

135

Ile

Trp

Ala

Pro

Gly

215

Leu

Phe

Val

Asp

Val

40

Glu

Leu

Leu

Asp

His

120

Phe

Pro

Leu

Leu

Asn

200

Ala

Asp

Glu

51

Gln

Ser

25

Met

Leu

Gln

Leu

Asp

105

Val

Ala

Arg

Tyr

Ala

185

Gln

Tyr

Leu

Arg

Leu

10

Leu

Leu

Leu

Arg

Leu

90

Thr

Ser

Gln

Ala

Ile

170

Ala

Ala

Ile

Ala

Ile
250

Ser

Leu

Thr

Pro

Lys

75

Lys

Ala

Arg

Pro

Lys

155

Asp

Pro

Thr

Phe

Gly

235

Val

His

Ser

Thr

Arg

60

Leu

Glu

Arg

Glu

Gln

140

Ser

Ala

Leu

Ser

Asp

220

Lys

Gly

Asp

Leu

Gly

45

Ala

Glu

Gly

Leu

Ala

125

His

Trp

Ile

Phe

Thr

205

Leu

Lys

Met

Pro

Cys

30

Leu

Ala

Gln

Arg

Leu

110

Leu

Lys

Phe

Ala

vVal

130

Leu

Ile

Thr

Ser

Arg

15

Val

Pro

Ala

Ile

Ser

95

Leu

Leu

Phe

Arg

Ala

175

Met

Trp

Leu

Asp

Met
255

Ser

Leu

Leu

Arg

Pro

80

Ala

Ser

Ser

Asp

Asp

160

Ser

Asn

val

Lys

Leu

240

Lys



Tyr

Gln

Asp

Gly

305

Ile

Met

Gly

Met

Lys

385

Leu

Gly

Arg

Gln

Pro

465

Gln

Gln

Arg

Gly

Leu

290

His

Gly

Ala

Leu

Trp

370

Val

Ala

Asn

Ala

Gln

450

Gln

Gly

Asn

Pro

Leu

275

Pro

Leu

Tyr

Leu

Asp

355

Glu

Leu

Gly

Leu

Leu

435

Ala

Glu

Ser

Leu

Ala

260

Arg

Phe

Val

Ala

Ala

340

Ala

Gln

Ser

val

Ser

420

Gly

Lys

Arg

val

Ala
500

Arg

Asp

Thr

Trp

Leu

325

Ser

val

Thr

Ser

Ala

405

Met

Pro

val

Asn

Glu

485

Leu
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val

Phe

Ile

Ile

310

Gln

Glu

Lys

Leu

Leu

390

Met

Gly

Leu

Thr

Phe

470

Phe

Lys

Gly

Leu

Leu

295

Pro

Arg

Arg

Val

Gly

375

Ala

Ile

Gly

Gly

Met

455

Glu

Arg

Asn

Ser

Ala

280

Ile

Ile

Pro

Gln

Asn

360

Thr

Met

Cys

Leu

Gln

440

Val

Glu

Gly

Ile

52

Phe

265

Ser

Leu

Ile

Leu

Ser

345

Asn

Leu

Asn

val

Val

425

Leu

Ser

Arg

val

Asn
505

Ala

Leu

Ile

Ala

Met

330

Ser

Ala

Ser

Ile

Gly

410

Ala

Asn

Thr

Pro

Asp

490

Leu

Gln

Thr

Val

Phe

315

Ala

Leu

Glu

Arg

Thr

395

Val

Cys

Gly

Asp

Leu

475

Phe

Thr

Asn

Leu

Ile

300

Pro

Thr

Ile

Ser

Leu

380

Leu

Tyr

Tyr

Leu

His

460

Ser

Thr

Ile

Ile

Thr

285

Ala

Leu

Met

Glu

Glu

365

Glu

Leu

Leu

Met

Leu

445

Met

Arg

Tyr

Arg

His

270

Ser

Ile

Ala

Glu

Thr

350

Arg

Leu

Ile

Ile

Leu

430

Ala

Met

Lys

Pro

Pro
510

Glu

Leu

Ile

Leu

Arg

335

Leu

Gln

Arg

Gln

Ile

415

Ser

Arg

Asp

val

Asn

495

Gly

Phe

Ile

Gly

Gly

320

Thr

Ala

Tyr

vVal

Gln

400

Asp

Gly

Tyr

Leu

Leu

480

Gln

Glu
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Lys Val Gly TIle Ile Gly Arg Ser Gly Ser Gly Lys Ser Ser Leu Ala
515 520 525

Lys Leu Ile Val Gly Leu Tyr Glu Ala Asp Gly Gly Ser Leu Leu Val
530 535 540

Asp Gly Val Asp Ile Arg Gln Ile Asp Val Ser Glu Leu Arg His Asn
545 550 555 560

Ile Gly Tyr Val Pro Gln Asp Ile Gln Leu Leu Ala Gly Thr Leu Arg
565 570 575

Asp Asn Leu Val Ser Gly Ala Arg Tyr Ile Glu Asp Glu Leu Ile Leu
580 585 590

Gln Ala Ala Glu Leu Ala Gly Val His Glu Phe Ala Arg Leu His Pro
595 600 605

Asp Gly Tyr Glu Leu Gln Val Gly Glu Arg Gly Gln Asn Leu Ser Gly
610 615 620

Gly Gln Arg Gln Asn Val Ala Leu Gly Arg Ala Leu Leu Leu Asn Pro
625 630 635 640

Gln Ile Leu Leu Leu Asp Glu Pro Thr Ser Ala Met Asp Asn Thr Gly
645 650 655

Glu Glu Arg Leu Lys Gln Arg Leu Gln Ala Val Val Glu Gly Lys Thr
660 665 670

Val Leu Leu Val Thr His Arg Ala Ser Leu Leu Ser Leu Val Asp Arg
675 680 685

Leu Ile Val Ile Asp Arg Gly Gln Ile Val Ala Asp Gly Pro Lys Ala
690 695 700

Ala Val Met Asp Ala Leu Lys Lys Gly Gln Ile Ser Val Ala
705 710 715

<210> 37

<211> 8422

<212> PRT

<213> Pseudomonas putida

<400> 37

Met Ser Ser Val Val Ala Ile Val Lys Ser Ile Val Gly Gln Val Ile
1 5 10 15

53



Ala

Leu

Leu

Trp

65

Ala

Gly

Ser

Glu

Gly

145

Asp

Ala

Gly

Leu

Gln

225

Tyr

Gly

Vval

Leu

Glu

50

Ser

Gln

val

Ala

Glu

130

Leu

Thr

Thr

Vval

Val

210

Thr

Ile

Gly

Ser

Ala

35

Leu

Ala

Ala

Asp

Gly

115

Thr

Gly

Asn

Glu

Ile

195

Ile

Ser

Asp

Gly

Pro

20

Gly

Ala

Asp

Ala

Pro

100

Gly

Ala

Phe

Gly

Leu

180

val

Thr

Gly

Gly

Leu

Glu

Glu

Asp

Ala

Pro

85

Thr

Gly

Gly

Ala

Asn

165

Thr

Tyr

Leu

Ser

Gly

245

Thr
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Gly

Glu

Gly

Pro

70

Ser

Thr

Ala

Arg

Gly

150

Asn

Leu

Thr

Ser

vVal

230

Gln

Val

Ile

Val

Arg

55

Asp

Val

Glu

Leu

Val

135

Val

Leu

Gly

Ala

Asn

215

Asn

Ile

Thr

Arg

Leu

40

Leu

Ser

Glu

Leu

Gly

120

Asp

Pro

Val

Ala

Thr

200

Gly

Val

Ser

Leu

54

Arg

25

Thr

Leu

Ser

Glu

Glu

105

Gly

Thr

Asp

Thr

Thr

185

Val

Ala

Ala

Ala

Pro

val

Gly

Asp

Thr

Leu

90

Ala

Gly

Thr

Asn

Thr

170

Pro

Gly

Vval

Val

Thr

250

Gln

Leu

Pro

Leu

Asp

75

Gln

Thr

His

Val

Gln

155

Pro

Ser

Gln

Ile

Pro

235

Val

Thr

Ile

Gly

Gly

Leu

Gln

Ala

Ser

Gly

140

Glu

Thr

Ile

Ala

Vval

220

Ala

Thr

Pro

Glu

Gly

45

Arg

Ser

Ala

Ala

Phe

125

Phe

Val

Asp

Ser

Pro

205

Ile

Asn

Gly

Ala

Gly

30

Ala

Asp

Gln

Ile

Gly

110

Vval

Pro

Gly

Thr

Glu

190

Thr

Pro

Asp

Ser

Vval

Asp

Val

Ser

Ala

Ala

95

Pro

Met

Thr

Leu

Thr

175

Ala

Thr

Ala

Thr

Thr

255

Thr

Arg

Thr

Gln

Ala

80

Ala

Ser

Leu

Asp

Leu

160

Val

Gly

Asn

Gly

Pro

240

Gly

Gln



Val

Ser

Pro

305

Thr

Ala

Asn

Ala

Thr

385

Thr

Gly

Phe

Val

Asn

465

Thr

Thr

Thr

vVal

290

Ala

val

Asn

Ala

Gln

370

Ala

Leu

Gln

Gln

Thr

450

Pro

Ala

Tyr

Asp

275

Thr

Gln

Glu

Asp

Thr

355

Thr

Ser

Ser

Thr

Thr

435

Ile

Thr

Thr

Thr

260

Thr

Glu

Thr

Ala

Val

340

Gly

Thr

Pro

Asn

Ile

420

Pro

Glu

Pro

Leu

Val
500

Ile

Gly

Pro

Gly

325

Tyr

Gly

Ile

Ser

Pro

405

Thr

Ala

Ser

Ala

Thr

485

Thr
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Asp

Gly

Val

310

Lys

Asn

Asn

Asn

Val

390

Ala

Val

Asn

Ala

Gln

470

Ala

Leu

Thr

Val

295

Thr

Thr

Asn

Phe

Asp

375

Thr

Gln

Glu

Asp

Thr

455

Thr

Ser

Ser

Thr

280

Ile

val

Gln

Gly

Glu

360

Ser

Glu

Thr

Ala

val

440

Gly

Thr

Pro

Asn

55

265

Thr

Thr

Thr

Gly

Ser

345

Gln

val

Gly

Pro

Gly

425

Tyr

Gly

Ile

Ser

Pro
505

Ala

Tyr

Leu

Ser

330

Thr

Leu

Asp

Gly

Val

410

Lys

Asn

Asn

Asn

Val

490

Ala

Thr

Thr

Ser

315

Val

Val

Thr

Thr

Val

395

Thr

Thr

Asn

Phe

Asp

475

Thr

Gln

Leu

Val

300

Asn

Asp

Ser

Pro

Thr

380

Ile

val

Gln

Gly

Glu

460

Ser

Glu

Thr

Thr

285

Thr

Gly

Phe

Val

Asn

365

Thr

Thr

Asn

Gly

Ser

445

Gln

vVal

Gly

Pro

270

Ala

Leu

Gln

Gln

Thr

350

Pro

Ala

Tyr

Leu

Ser

430

Thr

Leu

Asp

Gly

Val
510

Ser

Ser

Val

Thr

335

Ile

Thr

Thr

Thr

Ser

415

Val

val

Thr

Thr

val

495

Thr

Pro

Asn

Ile

320

Pro

Glu

Pro

Leu

Val

400

Asn

Asp

Ser

Pro

Thr

480

Ile

Vval



Thr

Gly

Ser

545

Gln

Val

Gly

Pro

Gly

625

Tyr

Gly

Ile

Ser

Pro

705

Thr

Ala

Asn

Leu

Ser

530

Thr

Leu

Asp

Gly

val

610

Lys

Asn

Asn

Asn

Val

690

Ala

val

Asn

Ala

Ser

515

Vval

val

Thr

Thr

val

595

Thr

Thr

Asn

Phe

Asp

675

Thr

Gln

Glu

Asp

Thr
755

Asn

Asp

Ser

Pro

Thr

580

Ile

vVal

Gln

Gly

Glu

660

Ser

Glu

Thr

Ala

Val

740

Gly

Gly

Phe

Val

Asn

565

Thr

Thr

Thr

Gly

Ser

645

Gln

val

Gly

Pro

Gly

725

Tyr

Gly
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Gln

Gln

Thr

550

Pro

Ala

Tyr

Leu

Ser

630

Thr

Leu

Asp

Gly

Val

710

Lys

Asn

Asn

Thr

Thr

535

Ile

Thr

Thr

Thr

Ser

615

Val

Val

Thr

Ala

Val

695

Thr

Thr

Asn

Phe

Ile

520

Pro

Glu

Pro

Leu

val

600

Asn

Asp

Ser

Pro

Thr

680

Ile

Val

Gln

Gly

Glu
760

56

Thr

Ala

Asn

Ala

Thr

585

Thr

Gly

Phe

Val

Asn

665

Thr

Thr

Thr

Gly

Ser

745

Gln

Val

Asn

Ala

Gln

570

Ala

Leu

Gln

Gln

Thr

650

Pro

Ala

Tyr

Leu

Ser

730

Thr

Leu

Glu

Asp

Thr

555

Thr

Ser

Ser

Thr

Thr

635

Ile

Thr

Thr

Thr

Ser

715

Val

val

Thr

Ala

Val

540

Gly

Thr

Pro

Asn

Ile

620

Pro

Glu

Pro

Leu

Val

700

Asn

Asp

Ser

Pro

Gly

525

Tyr

Gly

Ile

Ser

Pro

605

Thr

Ala

Asn

Ala

Thr

685

Thr

Gly

Phe

val

Asn
765

Lys

Asn

Asn

Asn

val

590

Ala

val

Asn

Ala

Gln

670

Ala

Leu

Gln

Gln

Thr

750

Pro

Thr

Asn

Phe

Asp

575

Thr

Gln

Glu

Asp

Thr

655

Thr

Ser

Ser

Thr

Thr

735

Ile

Thr

Gln

Gly

Glu

560

Ser

Glu

Thr

Ala

val

640

Gly

Thr

Pro

Asn

Ile

720

Pro

Glu

Pro
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Ala Gln Thr Thr Ile Asn Asp Ser Val Asp Ala Thr Thr Ala Thr Leu
770 775 780

Thr Ala Ser Pro Ser Val Thr Glu Gly Gly Val Ile Thr Tyr Thr Val
785 790 795 800

Thr Leu Ser Asn Pro Ala Gln Thr Pro Val Thr Val Thr Leu Ser Asn
805 810 815

Gly Gln Thr Ile Thr Val Glu Ala Gly Lys Thr Gln Gly Ser Val Asp
820 825 830

Phe Gln Thr Pro Ala Asn Asp Val Tyr Asn Asn Gly Ser Thr Val Ser
835 840 845

Val Thr Ile Glu Asn Ala Thr Gly Gly Asn Phe Glu Gln Leu Thr Pro
850 855 860

Asn Pro Thr Pro Ala Gln Thr Thr Ile Asn Asp Ser Val Asp Ala Thr
865 870 875 880

Thr Ala Thr Leu Thr Ala Ser Pro Ser Val Thr Glu Gly Gly Val Ile
885 890 895

Thr Tyr Thr Val Thr Leu Ser Asn Pro Ala Gln Thr Pro Val Thr Val
900 905 910

Thr Leu Ser Asn Gly Gln Val Ile Thr Val Glu Ala Gly Lys Thr Gln
915 920 925

Gly Ser Val Asp Phe Gln Thr Pro Ala Asn Asp Val Tyr Asn Asn Gly
930 935 940

Ser Thr Val Ser Val Thr Ile Glu Asn Ala Thr Gly Gly Asn Phe Glu
945 950 955 960

Gln Leu Thr Pro Asn Pro Thr Pro Ala Gln Thr Thr Ile Asn Asp Ser
965 970 975

Val Asp Ala Thr Thr Ala Thr Leu Thr Ala Ser Pro Ser Val Thr Glu
980 985 990

Gly Gly Val Ile Thr Tyr Thr Val 1Ile Leu Ser Asn Pro Ala Gln Thr
995 1000 1005

Pro Val Thr Val Thr Leu Ser Asn Gly Gln Thr Ile Thr Val Glu
1010 1015 1020

57



Ala

Asp

Ala

Ala

Leu

Thr

Leu

Gly

Gly

Phe

Asn

Asn

Gln

Thr

Ser

Leu

Gly
1025

Val
1040

Thr
1055

Gln
1070

Thr
1085

Val
1100

Ser
1115

Ser
1130

Ser
1145

Glu
1160

Asp
1175

Val
1190

Ala
1205

Val
1220

Val
1235

Ser

Lys

Tyr

Gly

Thr

Ala

Thr

Asn

val

Thr

His

Ser

Thr

Leu

Thr

Gln

val

Thr

Asn

Gly

Thr

Ser

Leu

Gly

Asp

Vval

Leu

Ile

Glu

Asp

Ile

Gly

Thr

Gln

Asn

Asn

Ile

Pro

Ser

Gln

Phe

Ser

Thr

Asp

Asp

Arg

Glu

Asp

Asp
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Gly

Gly

Phe

Thr

Ser

Asn

Thr

Gln

val

Pro

Thr

Gln

Pro

Ala

Asp

Ala

Ser
1030

Ser
1045

Glu
1060

Asp
1075

Val
1090

Pro
1105

Ile
1120

Thr
1135

Thr
1150

Asn
1165

Val
1180

Gln
1195

Leu
1210

Gly
1225

Val
1240

Thr

Val

Thr

Gln

Ser

Thr

Ala

Thr

Pro

Ile

Pro

Thr

Pro

Thr

Lys

Tyr

Val
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Asp

Val

Leu

Vval

Glu

Gln

Val

Ala

Glu

Thr

VvVal

Ser

Val

Thr

Leu

Pro

Phe

Ser

Thr

Asp

Gly

Thr

Glu

Asn

Ser

Pro

Ser

Phe

Thr

Glu

Asp

Gly

Gln

Val

Pro

Thr

Gly

Pro

Ala

Asp

Ala

Ala

Ile

Thr

Leu

Val

Ala

Ala

Thr
1035

Thr
1050

Asn
1065

Thr
1080

Val
1095

Val
1110

Gly
1125

val
1140

Thr
1155

Ser
1170

Vval
1185

Val
1200

Ser
1215

Glu
1230

Gly
1245

Thr

Pro

Ile

Pro

Thr

Ile

Thr

Lys

Tyr

Gly

Thr

Ser

Lys

Asn

Tyr

Ser

Phe

Ala

Glu

Thr

Ala

Thr

Val

Thr

Asn

Gly

Val

Asn

val

Gly

Lys

Ile

Glu

Asn

Asn

Pro

Thr

Tyr

Thr

Gln

Asn

Asn

Ile

Gly

Ser

Asp

Thr

Thr

Lys



Leu

Ser

Gly

Leu

Gly

Thr

val

Phe

Thr

Val

Pro

Val

Glu

Tyr

Asp

1250

Ala
1265

Glu
1280

Gly
1295

Pro
1310

Thr
1325

vVal
1340

val
1355

Glu
1370

Asp
1385

Thr
1400

Thr
1415

Val
1430

Thr
1445

Gln
1460

Ala
1475

Leu

VvVal

Glu

Ile

Thr

Ala

Asn

Asn

Glu

Ile

Phe

Thr

Ser

Asp

Thr

Gly

Val

Ile

Asn

Val

Ala

Ala

Leu

Pro

Thr

Thr

Leu

Ala

Ala

Gly

Gly

Ala

Thr

Asn

vVal

Pro

Ile

Asn

Gly

Ala

Val

Ser

Pro

Gly

Ala
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Pro

Lys

Tyr

His

vVal

Asp

Asp

Leu

Thr

Asp

His

Asn

Tyr

Gln

Ala

1255

Ala
1270

Leu
1285

Thr
1300

Ser
1315

Ala
1330

Asn
1345

Ala
1360

Asp
1375

Pro
1390

Gln
1405

Ile
1420

Asn
1435

Thr
1450

Ile
1465

Phe
1480

Thr

Thr

Ile

Glu

Ala

Val

Val

Lys

Gly

Thr

Asn

Ala

His

Ser

Glu
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Val

Ala

Thr

Leu

Asn

Tyr

Ser

Thr

Asn

Ser

Thr

Gln

Asp

Leu

Asn

Glu

Thr

Leu

Tyr

Ser

Val

Gly

Pro

Glu

Val

Ala

Val

Ala

Gly

Leu

Ile

Pro

Thr

Phe

Thr

Gly

Ala

Val

Gly

Ala

Leu

Thr

Gln

Ile

Glu

1260

Ser
1275

Ser
1290

Asn
1305

Lys
1320

Thr
1335

Thr
1350

Asp
1365

Ser
1380

Asp
1395

Glu
1410

Ala
1425

Ile
1440

Gly
1455

Asn
1470

Leu
1485

Asp

Val

Lys

Leu

Gly

Asn

Ala

Thr

Ile

Asn

His

Lys

Asp

Ser

Gly

Thr

Thr

Asp

Thr

Ser

Gln

Trp

Glu

vVal

Val

Asp

Ala

Asp

Ala

Gly

Ile

Glu

Gly

Asp

Ala

Pro

Lys

Val

Lys

Lys

Leu

Gly

Val

vVal

Ala



Ala

Leu

Thr

Ser

Ala

Asn

Ala

Asp

Pro

Gln

vVal

Asn

Thr

Ile

Phe

Asp

Lys
1490

Thr
1505

Ile
1520

Glu
1535

Ala
1550

Val
1565

vVal
1580

Lys
1595

Gly
1610

Thr
1625

Asn
1640

Ala
1655

His
1670

Ser
1685

Glu
1700

Thr
1715

Val

Ala

Thr

Leu

Asn

Tyr

Ser

Thr

Asn

Ser

Gln

Gln

Asp

Leu

Asn

Leu

Asp

Thr

Leu

Tyr

Ser

Val

Gly

Pro

Glu

Val

Pro

Val

Ala

Gly

Leu

Asp

Val

Pro

Thr

Phe

Thr

Gly

Ala

Val

Gly

Ala

Leu

Thr

Gln

Ile

Glu

Glu
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Thr

Ser

Asn

Lys

Thr

Thr

Asp

Ser

Asp

Glu

Ala

Ile

Gly

Asn

Leu

Val

Asp
1495

Val
1510

Lys
1525

Leu
1540

Gly
1555

Asn
1570

Ala
1585

Thr
1600

Ile
1615

Asn
1630

His
1645

Lys
1660

Asp
1675

Ser
1690

Gly
1705

Val
1720

Thr

Thr

Asp

Thr

Ser

Gln

Trp

Glu

Val

Val

Asp

Ala

Asp

Ala

Gly

Ala

60

Leu

Glu

Gly

Asp

Ala

Pro

Lys

val

Lys

Lys

Leu

Gly

Val

Val

Ala

Lys

Asp

Gly

Leu

Gly

Thr

Val

Phe

Thr

Val

Pro

Val

Glu

Tyr

Asp

Ala

Leu

Glu

Gly

Pro

Thr

val

Val

Glu

Asp

Thr

Thr

Val

Thr

Gln

Ala

Ser

Thr

Val
1500

Glu
1515

Ile
1530

Thr
1545

Ala
1560

Asn
1575

Asn
1590

Glu
1605

Ile
1620

Phe
1635

Thr
1650

Ser
1665

Asp
1680

Thr
1695

Val
1710

Ala
1725

vVal

Ile

Asn

Val

Ala

Ala

Leu

Pro

Thr

Thr

Leu

Ala

Ala

Gly

Gln

Thr

Ala

Thr

Asn

Val

Pro

Ile

Asn

Gly

Ala

Val

Ser

Pro

Gly

Ala

Val

Pro

Lys

Tyr

His

val

Asp

Asp

Leu

Thr

Asp

His

Asn

Tyr

Gln

Ala

Thr

Ser



vVal

Lys

Leu

Gly

Asn

Ala

Thr

Ile

Asn

His

Lys

Asp

Ser

Gly

Val

Ile

Thr
1730

Asp
1745

Thr
1760

Ser
1775

Ala
1790

Trp
1805

Glu
1820

Val
1835

Val
1850

Asp
1865

Ala
1880

Asp
1895

Ala
1910

Gly
1925

Ala
1940

Thr
1955

Glu

Gly

Asp

Ala

Pro

Lys

val

Lys

Lys

Leu

Gly

Val

Val

Ser

Lys

Tyr

Gly

Leu

Gly

Thr

val

Phe

Thr

Val

Pro

Vval

Glu

Tyr

Asp

Ala

Leu

Thr

Gly

Pro

Thr

Ala

Ile

Glu

Asp

Thr

Thr

vVal

Thr

Gln

Ala

Ser

Thr

Ile
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Glu

Ile

Thr

Thr

Asn

Asn

Glu

Ile

Phe

Thr

Ser

Asp

Thr

val

Ala

Thr

Ile
1735

Asn
1750

val
1765

Ala
1780

Ala
1795

Leu
1810

Pro
1825

Thr
1840

Thr
1855

Leu
1870

Ala
1885

Ala
1900

Gly
1915

Gln
1930

Thr
1945

Leu
1960

Thr

Asn

val

Pro

Ile

Asn

Gly

Ala

Val

Ser

Pro

Gly

Ala

val

Pro

Thr
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Tyr

His

val

Asp

Asp

Leu

Thr

Asp

His

Asn

Tyr

Gln

Ala

Thr

Ser

Asn

Thr

Ser

Ala

Asn

Ala

Asp

Pro

Gln

Val

Asn

Thr

Ile

Phe

Asp

Val

Lys

Ile

Glu

Ala

Val

val

Lys

Gly

Thr

Asn

Ala

His

Ser

Glu

Thr

Thr

Asp

Thr
1740

Leu
1755

Asn
1770

Tyr
1785

Ser
1800

Thr
1815

Asn
1830

Ser
1845

Gln
1860

Gln
1875

Asp
1890

Leu
1905

Asn
1920

Leu
1935

Glu
1950

Gly
1965

Leu

Tyr

Ser

Val

Gly

Pro

Glu

Vval

Pro

Val

Ala

Gly

Leu

Asp

Gly

Leu

Thr

Phe

Thr

Gly

Ala

Val

Gly

Ala

Leu

Thr

Gln

Ile

Glu

Glu

Gly

Pro

Asn

Lys

Thr

Thr

Asp

Ser

Asp

Glu

Ala

Ile

Gly

Asn

Leu

val

Glu

Ile



Asn

vVal

Ala

Ala

Leu

Pro

Thr

Thr

Leu

Ala

Ala

Gly

Gln

Thr

Leu

Tyr

Asn
1970

Val
1985

Pro
2000

Ile
2015

Asn
2030

Gly
2045

Ala
2060

Val
2075

Ser
2090

Pro
2105

Gly
2120

His
2135

Val
2150

Pro
2165

Thr
2180

Phe

His

Val

Asp

Asp

Leu

Thr

Asp

His

Asn

Tyr

Gln

Thr

Thr

Ser

Asn

Lys

Ser

Ala

Asn

Ala

Asp

Pro

Gln

Val

Asn

Thr

Ile

Phe

Asp

Val

Lys

Leu

Glu

Ala

vVal

val

Lys

Gly

Ala

Asn

Ala

His

Ser

Glu

Thr

Thr

Asp

Thr
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Leu

Asn

Tyr

Ser

Thr

Asn

Ser

Gln

Gln

Asp

Leu

Asn

Leu

Glu

Gly

Asp

Tyr
1975

Ser
1990

val
2005

Gly
2020

Pro
2035

Glu
2050

Val
2065

Pro
2080

val
2095

Ala
2110

Gly
2125

Leu
2140

Asp
2155

Gly
2170

Leu
2185

Gly

Phe

Thr

Gly

Ala

Val

Gly

Ala

Leu

Thr

Gln

Ile

Gln

Glu

Gly

Pro

Thr
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Lys

Thr

Thr

Asp

Ser

Asp

Glu

Ala

Ile

Gly

Thr

Leu

Val

Glu

Ile

Thr

Leu

Gly

Asn

Ala

Thr

Ile

Asn

His

Lys

Asp

Ser

Gly

Val

Ile

Asn

Vval

Thr

Ser

Ala

Trp

Glu

Val

Val

Asp

Ala

Asp

Ala

Gly

Ala

Thr

Asn

Vval

Asp
1980

Ala
1995

Pro
2010

Lys
2025

Val
2040

Lys
2055

Lys
2070

Leu
2085

Gly
2100

vVal
2115

val
2130

Asn
2145

Lys
2160

Tyr
2175

His
2190

Val

Gly

Thr

Vval

Phe

Thr

Val

Pro

Val

Glu

Tyr

Asp

Ala

Leu

Thr

Ser

Ala

Thr

Ala

Val

Glu

Asp

Thr

Thr

Val

Thr

Gln

Val

Ser

Thr

Ile

Glu

Ala

Thr

Thr

Asn

Asn

Glu

Ile

Phe

Thr

Ser

Asp

Asp

val

Ala

Thr

Leu

Asn



Ser

Val

Gly

Pro

Glu

Val

Pro

Val

Ala

Gly

Leu

Asp

Gly

Leu

Gly

2195

Thr
2210

Gly
2225

Ala
2240

val
2255

Gly
2270

Ala
2285

Leu
2300

Thr
2315

Gln
2330

Ile
2345

Gln
2360

Glu
2375

Gly
2390

Pro
2405

Thr
2420

Thr

Thr

Asp

Ser

Asp

Glu

Ala

Ile

Gly

Asn

Leu

val

Glu

Ile

Thr

Gly

Asn

Ala

Thr

Ile

Asn

His

Lys

Asp

Ser

Gly

val

Ile

Asn

Val

Ser

Ala

Trp

Thr

Val

Val

Asp

Ala

Asp

Ala

Gly

Ala

Thr

Asn

val
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Ala

Pro

Lys

val

Lys

Lys

Leu

Gly

val

val

Asn

Lys

Tyr

His

Val

2200

Thr
2215

Val
2230

Phe
2245

Thr
2260

Val
2275

Pro
2290

Ile
2305

Glu
2320

Tyr
2335

Asp
2350

Ala
2365

Leu
2380

Thr
2395

Ser
2410

Ala
2425

Ala

Val

Glu

Asp

Thr

Thr

Val

Thr

Gln

Ala

Ser

Thr

Ile

Glu

Ala
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Thr

Asn

Asn

Glu

Ile

Phe

Thr

Ser

Asp

Thr

Val

Ala

Thr

Leu

Asn

Ala

Ala

Leu

Pro

Thr

Thr

Leu

Ala

Ala

Gly

Gln

Thr

Leu

Tyr

Ser

Pro

Ile

Asn

Gly

Ala

vVal

Ser

Pro

Gly

Ala

Val

Pro

Thr

Phe

Thr

2205

Asp
2220

Asp
2235

Leu
2250

Thr
2265

Asp
2280

His
2295

Asn
2310

Tyr
2325

Gln
2340

Ala
2355

Thr
2370

Ser
2385

Asn
2400

Lys
2415

Thr
2430

Asn

Ala

Asp

Pro

Gln

vVal

Asn

Thr

Ile

Phe

Asp

Val

Lys

Leu

Gly

Val

Val

Lys

Gly

Thr

Asn

Ala

His

Ser

Glu

Thr

Thr

Asp

Thr

Ser

Tyr

Ser

Thr

Asn

Ser

Gln

Gln

Asp

Leu

Asn

Leu

Glu

Gly

Asp

Ala



Thr

Val

Phe

Thr

Val

Pro

Val

Glu

Tyr

Asp

Ala

Leu

Thr

Ser

Ala

Asn

Val
2435

vVal
2450

Glu
2465

Asp
2480

Thr
2495

Thr
2510

Val
2525

Thr
2540

Gln
2555

Vval
2570

Ser
2585

Thr
2600

Ile
2615

Glu
2630

Ala
2645

val
2660

Ala

Asn

Asn

Glu

Ile

Phe

Thr

Ser

Asp

Asp

Val

Ala

Thr

Leu

Asn

Tyr

Ala

Ala

Leu

Pro

Thr

Thr

Leu

Ala

Ala

Gly

Gln

Thr

Leu

Tyr

Ser

val
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Pro

Ile

Asn

Gly

Ala

val

Ser

Pro

Gly

His

Val

Pro

Thr

Phe

Thr

Gly

Asp

Asp

Leu

Thr

Asp

His

Asn

Tyr

Gln

Thr

Thr

Ser

Asn

Lys

Thr

Thr

Asn
2440

Ala
2455

Asp
2470

Pro
2485

Gln
2500

val
2515

Asn
2530

Thr
2545

Ile
2560

Phe
2575

Asp
2590

val
2605

Lys
2620

Leu
2635

Gly
2650

Asn
2665

Val

vVal

Lys

Gly

Thr

Asn

Ala

His

Ser

Glu

Thr

Thr

Asp

Thr

Ser

Ala
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Tyr

Ser

Thr

Asn

Ser

Gln

Gln

Asp

Leu

Asn

Leu

Glu

Gly

Asp

Ala

Pro

Val

Gly

Pro

Glu

Vval

Pro

Val

Ala

Gly

Leu

Asp

Gly

Leu

Gly

Thr

val

Gly

Ala

Val

Gly

Ala

Leu

Thr

Gln

Ile

Gln

Glu

Gly

Pro

Thr

Ala

val

Thr
2445

Asp
2460

Ser
2475

Asp
2490

Glu
2505

Ala
2520

Ile
2535

Gly
2550

Thr
2565

Leu
2580

Val
2595

Glu
2610

Ile
2625

Thr
2640

Thr
2655

Asn
2670

Asn

Ala

Thr

Ile

Asn

His

Lys

Asp

Ser

Gly

val

Ile

Asn

val

Ala

Ala

Ala

Trp

Thr

val

vVal

Asp

Ala

Asp

Ala

Gly

Ala

Thr

Asn

val

Pro

Ile

Pro

Lys

vVal

Lys

Lys

Leu

Gly

Val

vVal

Asn

Lys

Tyr

His

val

Asp

Asp



Ala

Asp

Pro

Gln

Ile

Asn

Thr

Ile

Phe

Asp

Val

Lys

Leu

Val

Thr

Asp

Val
2675

Lys
2690

Gly
2705

Thr
2720

Asn
2735

Ala
2750

His
2765

Ser
2780

Glu
2795

Thr
2810

Thr
2825

Asp
2840

Ser
2855

Gly
2870

Asn
2885

Val
2900

Ser

Thr

Asn

Ser

Thr

Gln

Ala

Leu

Asn

Thr

Glu

Gly

Asp

Thr

Asp

Gly

Gly

Pro

Glu

val

Ala

Vval

Ala

Gly

Leu

Asp

Gly

Leu

Gly

Ala

Pro

Lys

Ala

Val

Gly

Ala

Leu

Thr

Gln

Ile

Ala

Glu

Gly

Pro

Lys

Thr

Val

Phe
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Asp

Ser

Asp

Glu

Ala

Ile

Gly

Thr

Leu

val

Glu

Ile

Thr

val

Ile

Glu

Ala
2680

Thr
2695

Ile
2710

Asn
2725

His
2740

Lys
2755

Asp
2770

Ser
2785

Gly
2800

Vval
2815

Ile
2830

Asn
2845

Val
2860

Thr
2875

Lys
2890

Gln
2905

Trp

Glu

val

Val

Asp

Ala

Asp

Ala

Gly

Ala

Thr

Asn

Ile

Ala

Ser

Leu
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Lys

val

Lys

Lys

Leu

Gly

Val

Val

Ala

Lys

Tyr

His

Thr

Pro

Ile

Thr

Phe

Thr

val

Pro

vVal

Glu

Tyr

Asp

Ala

Leu

Thr

Ser

Val

Asp

Ala

Leu

Glu

Asp

Thr

Thr

vVal

Thr

Asn

Ala

Lys

Thr

Ile

Ala

Pro

Asn

Thr

Asp

Asn
2685

Glu
2700

Ile
2715

Phe
2730

Thr
2745

Ser
2760

Asp
2775

Thr
2790

Val
2805

Ala
2820

Thr
2835

Leu
2850

Ala
2865

Val
2880

Val
2895

Lys
2910

Leu

Pro

Thr

Thr

Leu

Ala

Ala

Gly

Asp

Thr

Leu

Thr

Asn

Tyr

Glu

Thr

Asn

Gly

Ala

val

Ser

Pro

Gly

Ala

Val

Pro

Thr

Phe

Gly

val

Gly

Pro

Leu

Thr

Asp

His

Asn

Tyr

Gln

Thr

Thr

Ser

Asn

Thr

Thr

Gly

Ala

val



Ser

Asp

Glu

Ala

Ile

Gly

Thr

Leu

vVal

Glu

Ile

Thr

Val

Ile

Glu

Asp

Thr
2915

Leu
2930

Asn
2945

His
2960

Lys
2975

Asp
2990

Ser
3005

Gly
3020

Val
3035

Ile
3050

Asn
3065

Val
3080

Thr
3095

Lys
3110

Gln
3125

Glu

Ser

Val

Val

Asp

Ala

Asp

Ala

Gly

Ala

Thr

Asn

Ile

Ala

Ser

Leu

Pro

Val

Lys

Lys

Leu

Gly

Val

Val

Ala

Lys

Tyr

His

Thr

Pro

Ile

Thr

Gly

Thr

Val

Pro

Val

Glu

Tyr

Asp

Ala

Leu

Thr

Ser

val

Asp

Ala

Leu

Thr
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Asp

Thr

Thr

Val

Thr

Asn

Ala

Lys

Thr

Ile

Ala

Pro

Asn

Thr

Asp

Pro

Glu
2920

Ile
2935

Phe
2950

Thr
2965

Ser
2980

Asp
2995

Thr
3010

vVal
3025

Ala
3040

Thr
3055

Leu
3070

Ala
3085

val
3100

val
3115

Lys
3130

Gly

Pro

Thr

Thr

Leu

Ala

Ala

Gly

Asp

Thr

Leu

Thr

Asn

Tyr

Glu

Thr

Asn
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Gly

Ala

Val

Ser

Pro

Gly

Ala

Val

Pro

Thr

Phe

Gly

Val

Gly

Pro

Pro

Thr

Asp

His

Asn

Tyr

Gln

Thr

Thr

Ser

Asn

Thr

Thr

Gly

Ala

Val

Gly

Pro

Gln

Val

Asn

Thr

Ile

Phe

Asp

Val

Lys

Leu

Val

Thr

Asp

Ser

Gly

Gly
2925

Thr
2940

Asn
2955

Ala
2970

His
2985

Ser
3000

Glu
3015

Thr
3030

Thr
3045

Asp
3060

Ser
3075

Gly
3090

Asn
3105

Val
3120

Thr
3135

Ser

Asn

Ser

Gln

Gln

Ala

Leu

Asn

Thr

Glu

Gly

Asp

Thr

Asp

Gly

Thr

Asn

Glu

Val

Pro

Val

Ala

Gly

Leu

Asp

Gly

Leu

Gly

Ala

Pro

Lys

val

Glu

Gly

Ala

Leu

Thr

Gln

Ile

Glu

Glu

Gly

Pro

Lys

Thr

Val

Phe

Thr

Gly



Asp

Glu

Ala

Ile

Gly

Asn

Leu

vVal

Glu

Ile

Thr

Val

Ile

Glu

Asp

3140

Leu
3155

Asn
3170

His
3185

Lys
3200

Asp
3215

Ser
3230

Gly
3245

val
3260

Ile
3275

Asn
3290

vVal
3305

Thr
3320

Lys
3335

Gln
3350

Glu
3365

Val

Val

Asp

Ala

Asp

Ala

Gly

Ala

Thr

Asn

Ile

Ala

Ser

Leu

Pro

Lys

Lys

Leu

Gly

val

vVal

Ala

Lys

Tyr

His

Thr

Pro

Ile

Thr

Gly

Val

Pro

Val

Glu

Tyr

Asp

Ala

Leu

Thr

Ser

val

Asp

Ala

Leu

Thr
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Thr

Thr

val

Thr

Asn

Ala

Lys

Thr

Ile

Ala

Pro

Asn

Thr

Asp

Pro

3145

Ile
3160

Phe
3175

Thr
3190

Ser
3205

Asp
3220

Thr
3235

Val
3250

Ala
3265

Thr
3280

Leu
3295

Ala
3310

Val
3325

Val
3340

Lys
3355

Gly
3370

Thr

Thr

Leu

Ala

Ala

Gly

Asp

Thr

Leu

Thr

Asn

Tyr

Glu

Thr

Asn
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Ala

Val

Ser

Pro

Gly

Ala

Val

Pro

Thr

Phe

Gly

Val

Gly

Pro

Pro

Asp

His

Asn

Tyr

Gln

Thr

Thr

Ser

Asn

Thr

Thr

Gly

Ala

Val

Gly

Gln

Val

Asn

Thr

Ile

Phe

Asp

Val

Lys

Leu

Val

Thr

Asp

Ser

Gly

3150

Thr
3165

Asn
3180

Ala
3195

His
3210

Ser
3225

Glu
3240

Thr
3255

Thr
3270

Asp
3285

Ser
3300

Gly
3315

Asn
3330

Val
3345

Thr
3360

Ser
3375

Ser

Gln

Gln

Ala

Leu

Asn

Thr

Glu

Gly

Asp

Thr

Asp

Gly

Thr

Asn

vVal

Pro

vVal

Ala

Gly

Leu

Asp

Gly

Leu

Gly

Ala

Pro

Lys

Val

Glu

Ala

Leu

Thr

Gln

Ile

Glu

Glu

Gly

Pro

Lys

Thr

Val

Phe

Thr

Gly



Asp

Glu

Ala

Ile

Gly

Thr

Leu

val

Glu

Ile

Thr

Val

Ile

Glu

Asp

Asp

Leu
3380

Asn
3395

His
3410

Lys
3425

Asp
3440

Ser
3455

Gly
3470

val
3485

Ile
3500

Asn
3515

Val
3530

Thr
3545

Lys
3560

Gln
3575

Glu
3590

Leu
3605

Val

Val

Asp

Ala

Asp

Ala

Gly

Ala

Thr

Asn

Ile

Ala

Ser

Leu

Pro

val

Lys

Lys

Leu

Gly

Val

Val

Ala

Lys

Tyr

His

Thr

Pro

Ile

Thr

Gly

Lys

Val

Pro

Val

Glu

Tyr

Asp

Ala

Leu

Thr

Ser

Val

Asp

Ala

Leu

Thr

Vval
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Thr

Thr

Val

Thr

Asn

val

Ser

Thr

Ile

Ala

Pro

Asn

Thr

Asp

Pro

Thr

Ile
3385

Phe
3400

Thr
3415

Ser
3430

Asp
3445

Asp
3460

val
3475

Ala
3490

Thr
3505

Leu
3520

Ala
3535

vVal
3550

val
3565

Lys
3580

Gly
3595

Ile
3610

Thr

Thr

Leu

Ala

Ala

Gly

Gln

Thr

Leu

Thr

Asn

Tyr

Glu

Thr

Asn

Thr
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Ala

Val

Ser

Pro

Gly

Arg

Val

Pro

Thr

Phe

Gly

Val

Gly

Pro

Pro

Ala

Asp

His

Asn

Tyr

Gln

Thr

Thr

Ser

Asn

Thr

Thr

Gly

Ala

Val

Gly

Asp

Gln

Val

Asn

Thr

Ile

Phe

Asp

vVal

Lys

Leu

Val

Thr

Asp

Ser

Gly

Gln

Thr
3390

Asn
3405

Ala
3420

His
3435

Ser
3450

Glu
3465

Thr
3480

Thr
3495

Asp
3510

Ser
3525

Gly
3540

Asn
3555

Val
3570

Thr
3585

Ser
3600

Thr
3615

Ser

Gln

Gln

Ala

Leu

Asn

Thr

Glu

Gly

Asp

Thr

Asp

Gly

Thr

Asn

Ser

val

Pro

vVal

Ala

Gly

Leu

Asp

Gly

Leu

Gly

Ala

Pro

Lys

val

Glu

Val

Ala

Leu

Thr

Gln

Ile

Glu

Glu

Gly

Pro

Lys

Thr

Val

Phe

Thr

Gly

Ala



Glu

Ala

Ile

Gly

Asn

Leu

Val

Glu

Ile

Thr

Val

Ile

Glu

Asp

Thr

Ile

Asn
3620

His
3635

Lys
3650

Asp
3665

Ser
3680

Gly
3695

Val
3710

Ile
3725

Asn
3740

Val
3755

Thr
3770

Lys
3785

Gln
3800

Glu
3815

Ile
3830

Phe
3845

val

Asp

Ala

Asp

Ala

Gly

Ala

Thr

Asn

Ile

Ala

Ser

Leu

Pro

Thr

Thr

Lys

Leu

Gly

Val

vVal

Asn

Lys

Tyr

His

Thr

Pro

Ile

Thr

Gly

Ala

Vval

Pro

Val

Glu

Tyr

Asp

Ala

Leu

Thr

Ser

val

Asp

Ala

Leu

Thr

Asp

His
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Thr

Val

Thr

Asn

Ala

Ser

Thr

Ile

Ala

Pro

Asn

Thr

Asp

Pro

Gln

Val

Phe
3625

Thr
3640

Ser
3655

Asp
3670

Thr
3685

Val
3700

Ala
3715

Thr
3730

Leu
3745

Ala
3760

Val
3775

vVal
3790

Lys
3805

Gly
3820

Thr
3835

Asn
3850

Thr

Leu

Ala

Ala

Gly

Gln

Thr

Leu

Thr

Asn

Tyr

Glu

Thr

Asn

Ser

Gln
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Val

Ser

Pro

Gly

Ala

Val

Pro

Thr

Phe

Gly

Val

Gly

Pro

Glu

Val

Pro

His

Asn

Tyr

Gln

Thr

Thr

Ser

Asn

Thr

Thr

Gly

Ala

Val

Gly

Ala

Leu

Val

Asn

Thr

Ile

Phe

Asp

Val

Lys

Leu

Val

Thr

Asp

Ser

Asp

Glu

Ala

Asn
3630

Ala
3645

His
3660

Ser
3675

Glu
3690

Thr
3705

Thr
3720

Asp
3735

Ser
3750

Gly
3765

Asn
3780

Val
3795

Thr
3810

Leu
3825

Asn
3840

His
3855

Gln

Gln

Ala

Leu

Asn

Thr

Glu

Gly

Asp

Thr

Asp

Gly

Ser

Val

Val

Asp

Pro

Val

Ala

Gly

Leu

Asp

Gly

Leu

Gly

Ala

Pro

Lys

Val

Lys

Lys

Leu

Leu

Thr

Gln

Ile

Gln

Glu

Gly

Pro

Lys

Thr

Val

Phe

Thr

Val

Pro

Val



Val

Thr

Asn

Val

Ser

Thr

Ile

Ala

Pro

Asn

Thr

Asp

Pro

Thr

Thr

Val

Thr
3860

Ser
3875

Asp
3890

Asp
3905

val
3920

Ala
3935

Thr
3950

Leu
3965

Ala
3980

vVal
3995

Val
4010

Lys
4025

Gly
4040

Ile
4055

Phe
4070

Thr

Leu

Ala

Ala

Gly

Gln

Thr

Leu

Thr

Asn

Tyr

Gly

Thr

Asn

Thr

Thr

Leu

Ser

Pro

Gly

Arg

Val

Pro

Thr

Phe

Gly

vVal

Gly

Pro

Pro

Ala

Val

Ser

Asn

Tyr

Gln

Thr

Thr

Ser

Asn

Thr

Thr

Gly

Ala

val

Gly

Asp

His

Asn
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Asn

Thr

Ile

Phe

Asp

Val

Lys

Leu

Val

Thr

Asp

Ser

Gly

Gln

Val

Asn

Ala
3865

His
3880

Ser
3895

Glu
3910

Thr
3925

Thr
3940

Asp
3955

Ser
3970

Gly
3985

Asn
4000

vVal
4015

Thr
4030

Ser
4045

Thr
4060

Asn
4075

Ala

Gln

Ala

Leu

Asn

Thr

Glu

Gly

Asp

Thr

Asp

Gly

Thr

Asn

Ser

Gln

Gln
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Val

Ala

Gly

Leu

Asp

Gly

Leu

Gly

Ala

Pro

Lys

vVal

Glu

Val

Pro

val

Thr

Gln

Ile

Gln

Glu

Gly

Pro

Lys

Thr

vVal

Phe

Thr

Gly

Ala

Leu

Thr

Ile

Gly

Thr

Leu

Val

Glu

Ile

Thr

Val

Val

Glu

Asp

Asp

Glu

Ala

Ile

Lys
3870

Asp
3885

Ser
3900

Gly
3915

Val
3930

Ile
3945

Asn
3960

Val
3975

Thr
3990

Met
4005

Gln
4020

Glu
4035

Leu
4050

Asn
4065

His
4080

Lys

Ala

Asp

Ala

Gly

Ala

Thr

Asn

Ile

Ala

Ser

Leu

Pro

Val

val

Asp

Ala

Gly

Val

vVal

Asn

Lys

Tyr

His

Thr

Pro

Ile

Thr

Gly

Lys

Lys

Leu

Gly

Glu

Tyr

Asp

Ala

Leu

Thr

Ser

vVal

Asp

Ala

Leu

Thr

vVal

Pro

val

Glu



Thr

Asn

Ala

Lys

Thr

Ile

Ala

Pro

Asn

Thr

Asp

Pro

Gln

val

Asn

4085

Ser
4100

Asp
4115

Thr
4130

VvVal
4145

Ala
4160

Thr
4175

Leu
4190

Ala
4205

vVal
4220

val
4235

Lys
4250

Gly
4265

Thr
4280

Asn
4295

Ala
4310

Ala

Ala

Gly

Asp

Thr

Leu

Thr

Asn

Tyr

Glu

Thr

Asn

Ser

Gln

Gln

Pro

Gly

Ala

VvVal

Pro

Thr

Phe

Gly

Vval

Gly

Pro

Glu

val

Pro

val

Tyr

Gln

Thr

Thr

Ser

Asn

Thr

Thr

Gly

Ala

val

Gly

Ala

Leu

Thr
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Thr

Ile

Phe

Asp

Val

Lys

Leu

Val

Thr

Asp

Ser

Asp

Glu

Ala

Ile

4090

His
4105

Ser
4120

Glu
4135

Thr
4150

Thr
4165

Asp
4180

Ser
4195

Gly
4210

Asn
4225

val
4240

Thr
4255

Leu
4270

Asn
4285

His
4300

Lys
4315

Ala

Leu

Asn

Thr

Glu

Gly

Asp

Thr

Asp

Gly

Ser

Val

Val

Asp

Ala
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Ala

Gly

Leu

Asp

Gly

Leu

Gly

Ala

Pro

Lys

val

Lys

Lys

Leu

Gly

Gln

Ile

Ala

Glu

Gly

Pro

Lys

Thr

Val

Phe

Thr

Val

Pro

VvVal

Glu

Gly

Asn

Leu

Vval

Glu

Ile

Thr

Val

Ile

Glu

Asp

Thr

Thr

val

Thr

4095

Asp
4110

Ser
4125

Gly
4140

Val
4155

Ile
4170

Asn
4185

val
4200

Thr
4215

Lys
4230

Gln
4245

Glu
4260

Ile
4275

Phe
4290

Thr
4305

Ser
4320

Asp

Ala

Gly

Ala

Thr

Asn

Ile

Ala

Ser

Leu

Pro

Thr

Thr

Leu

Ala

val

val

Ala

Lys

Tyr

His

Thr

Pro

Ile

Thr

Gly

Ala

vVal

Ser

Pro

Tyr

Asp

Ala

Leu

Thr

Ser

val

Asp

Ala

Leu

Thr

Asp

His

Asn

Tyr



Thr

Ile

Phe

Asp

Val

Lys

Leu

Val

Thr

Asp

Ser

Asp

Glu

Ala

Ile

Gly

His
4325

Ser
4340

Glu
4355

Thr
4370

Thr
4385

Asp
4400

Ser
4415

Gly
4430

Asn
4445

val
4460

Thr
4475

Leu
4490

Asn
4505

His
4520

Lys
4535

Asp
4550

Ala

Leu

Asn

Thr

Glu

Gly

Asp

Thr

Asp

Gly

Ser

val

val

Asp

Ala

Asp

Ala

Gly

Leu

Asp

Gly

Leu

Gly

Ala

Pro

Lys

val

Lys

Lys

Leu

Gly

Val

Gln

Ile

Gln

Glu

Gly

Pro

Lys

Thr

val

Phe

Thr

val

Pro

Val

Glu

Tyr
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Gly

Thr

Leu

Val

Glu

Ile

Thr

val

Ile

Glu

Asp

Thr

Thr

Val

Thr

Asn

Asp
4330

Ser
4345

Gly
4360

Vval
4375

Ile
4390

Asn
4405

val
4420

Thr
4435

Lys
4450

Gln
4465

Glu
4480

Ile
4495

Phe
4510

Thr
4525

Ser
4540

Asp
4555

Asp

Ala

Gly

Ala

Thr

Asn

Ile

Ala

Ser

Leu

Pro

Thr

Thr

Leu

Ala

Ala
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Val

Val

Ala

Lys

Tyr

His

Thr

Pro

Ile

Thr

Gly

Ala

Val

Ser

Pro

Gly

Tyr

Asp

Ala

Leu

Thr

Ser

Vval

Asp

Ala

Leu

Thr

Asp

His

Asn

Tyr

Gln

Asn

Val

Thr

Thr

Ile

Ala

Pro

Asn

Thr

Asp

Pro

Gln

Val

Asn

Thr

Ile

Asp
4335

Asp
4350

Val
4365

Ala
4380

Thr
4395

Leu
4410

Ala
4425

Val
4440

val
4455

Lys
4470

Gly
4485

Thr
4500

Asn
4515

Ala
4530

His
4545

Ser
4560

Ala

Gly

Gln

Thr

Leu

Thr

Asn

Tyr

Glu

Thr

Asn

Ser

Gln

Gln

Ala

Leu

Gly

Arg

Val

Pro

Thr

Phe

Gly

Val

Gly

Pro

Glu

val

Pro

Val

Ala

Gly

Gln

Thr

Thr

Ser

Asn

Thr

Thr

Gly

Ala

val

Gly

Ala

Leu

Thr

Gln

Ile



Asn

Leu

Val

Glu

Ile

Thr

Val

vVal

Glu

Asp

Thr

Thr

Vval

Thr

Asn

Ala

Ser
4565

Gly
4580

Val
4595

Ile
4610

Asn
4625

Val
4640

Thr
4655

Met
4670

Gln
4685

Glu
4700

Ile
4715

Phe
4730

Thr
4745

Ser
4760

Asp
4775

Thr
4790

Ala

Gly

Ala

Thr

Asn

Ile

Ala

Ser

Leu

Pro

Thr

Thr

Leu

Ala

Ala

Gly

Val

Ala

Lys

Tyr

His

Thr

Pro

Ile

Thr

Gly

Ala

Val

Ser

Pro

Gly

Ala
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Asp

Ala

Leu

Thr

Ser

Val

Asp

Ala

Leu

Thr

Asp

His

Asn

Tyr

Gln

Thr

Ala

Thr

Thr

Ile

Ala

Pro

Asn

Thr

Asp

Pro

Gln

Val

Asn

Thr

Ile

Phe

Thr
4570

vVal
4585

Ala
4600

Thr
4615

Leu
4630

Ala
4645

val
4660

Val
4675

Lys
4690

Gly
4705

Thr
4720

Asn
4735

Ala
4750

His
4765

Ser
4780

Glu
4795

Gly

Gln

Thr

Leu

Thr

Asn

Tyr

Gly

Thr

Asn

Ser

Gln

Gln

Ala

Leu

Asn
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Ala

Val

Pro

Thr

Phe

Gly

Val

Gly

Pro

Glu

Val

Pro

Val

Ala

Gly

Leu

Thr

Thr

Ser

Asn

Thr

Thr

Gly

Ala

Val

Gly

Ala

Leu

Thr

Gln

Ile

Glu

Phe

Asp

Val

Lys

Leu

Val

Thr

Asp

Ser

Asp

Glu

Ala

Ile

Gly

Asn

Leu

Glu
4575

Thr
4590

Thr
4605

Asp
4620

Ser
4635

Gly
4650

Asn
4665

val
4680

Thr
4695

Leu
4710

Asn
4725

His
4740

Lys
4755

Asp
4770

Ser
4785

Gly
4800

Asn

Thr

Glu

Gly

Asp

Thr

Asp

Gly

Ser

Val

val

Asp

Ala

Asp

Ala

Gly

Leu

Asp

Gly

Leu

Gly

Ala

Pro

Lys

Val

Lys

Lys

Leu

Gly

Val

Val

Ala

Gln

Glu

Gly

Pro

Lys

Thr

Val

Phe

Thr

Val

Pro

Val

Glu

Tyr

Asp

Ala



Lys

Thr

Ile

Ala

Pro

Asn

Thr

Asp

Pro

Gln

val

Asn

Thr

Ile

Phe

Asp

vVal
4805

Ala
4820

Thr
4835

Leu
4850

Ala
4865

Val
4880

Val
4895

Lys
4910

Gly
4925

Thr
4940

Asn
4955

Ala
4970

His
4985

Ser
5000

Glu
5015

Thr

Asp

Thr

Leu

Thr

Asn

Tyr

Gly

Thr

Asn

Ser

Gln

Gln

Ala

Leu

Asn

Leu

val

Pro

Thr

Phe

Gly

Val

Gly

Pro

Glu

vVal

Pro

Val

Ala

Gly

Leu

Asp

Thr

Ser

Asn

Thr

Thr

Gly

Ala

Val

Gly

Ala

Leu

Thr

Gln

Ile

Glu

Glu
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Asp

vVal

Lys

Leu

Thr

Thr

Asp

Ser

Asp

Glu

Ala

Ile

Gly

Thr

Leu

Val

Thr
4810

Thr
4825

Asp
4840

Asp
4855

Gly
4870

Asn
4885

Val
4900

Thr
4915

Leu
4930

Asn
4945

His
4960

Lys
4975

Asp
4990

Ser
5005

Gly
5020

vVal

Thr

Glu

Gly

Asp

Thr

Asp

Gly

Ser

Val

Val

Asp

Ala

Asp

Ala

Gly

Ala
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Asp

Gly

Leu

Gly

Ala

Pro

Lys

Val

Lys

Lys

Leu

Gly

Val

Val

Ala

Lys

Glu

Gly

Pro

Lys

Thr

Val

Phe

Thr

Val

Pro

Val

Glu

Tyr

Asp

Ala

Leu

val

Glu

Ile

Thr

Val

Val

Glu

Asp

Thr

Thr

Vval

Thr

Asn

Vval

Ser

Thr

vVal
4815

Ile
4830

Asp
4845

Thr
4860

Thr
4875

Met
4890

Gln
4905

Glu
4920

Ile
4935

Phe
4950

Thr
4965

Ser
4980

Asp
4995

Asp
5010

Val
5025

Ala

Ala

Thr

Lys

Ile

Ala

Ser

Leu

Pro

Thr

Thr

Leu

Ala

Ala

Gly

Gln

Thr

Lys

Tyr

His

Thr

Pro

Ile

Thr

Gly

Ala

Val

Ser

Pro

Gly

Arg

Val

Pro

Leu

Thr

Ala

Ile

Asp

Ala

Leu

Thr

Asp

His

Asn

Tyr

Gln

Thr

Thr

Ser



Val

Lys

Leu

val

Ala

Asp

Ser

Asp

Glu

Ala

Ile

Gly

Thr

Leu

Val

5030

Thr
5045

Asp
5060

Ser
5075

Gly
5090

Asn
5105

Val
5120

Thr
5135

Leu
5150

Asn
5165

His
5180

Lys
5195

Asp
5210

Ser
5225

Gly
5240

Val
5255

Glu

Gly

Asp

Thr

Asp

Gly

Ser

Val

val

Asp

Ala

Asp

Ala

Gly

Ala

Gly

Leu

Gly

Ala

Pro

Lys

Val

Lys

Lys

Leu

Gly

val

val

Ala

Lys

Gly

Pro

Lys

Thr

Val

Phe

Thr

val

Pro

Vval

Glu

Tyr

Asp

Ala

Leu
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Glu

Ile

Thr

val

Val

Glu

Asp

Thr

Thr

Val

Thr

Asn

Ala

Ser

Thr

5035

Ile
5050

Asn
5065

val
5080

Thr
5095

Met
5110

Gln
5125

Glu
5140

Ile
5155

Phe
5170

Thr
5185

Ser
5200

Asp
5215

Thr
5230

Val
5245

Ala
5260

Thr

Asn

Ile

Ala

Ser

Leu

Pro

Thr

Thr

Leu

Ala

Ala

Gly

Gln

Thr

75

Tyr

His

Thr

Pro

Ile

Thr

Gly

Ala

vVal

Ser

Pro

Gly

Ala

Val

Pro

Thr

Ser

Val

Asp

Ala

Leu

Thr

Asp

His

Asn

Tyr

Gln

Thr

Thr

Ser

Ile

Ala

Pro

Asn

Thr

Asp

Pro

Gln

val

Asn

Thr

Ile

Phe

Asp

Val

5040

Thr
5055

Leu
5070

Ala
5085

Val
5100

Val
5115

Lys
5130

Gly
5145

Thr
5160

Asn
5175

Ala
5190

His
5205

Ser
5220

Glu
5235

Thr
5250

Thr
5265

Leu

Thr

Asn

Tyr

Glu

Thr

Asn

Ser

Gln

Gln

Ala

Leu

Asn

Thr

Glu

Thr

Phe

Gly

val

Gly

Pro

Glu

Val

Pro

Val

Ala

Gly

Leu

Asp

Gly

Asn

Thr

Thr

Gly

Ala

Val

Gly

Ala

Leu

Thr

Gln

Ile

Glu

Glu

Gly



Glu

Ile

Thr

Val

val

Glu

Asp

Thr

Thr

Val

Thr

Asn

Ala

Ser

Thr

Ile

Ile
5270

Asn
5285

Val
5300

Thr
5315

Met
5330

Gln
5345

Glu
5360

Ile
5375

Phe
5330

Thr
5405

Ser
5420

Asp
5435

Thr
5450

Val
5465

Ala
5480

Thr
5495

Thr

Asn

Ile

Ala

Ser

Leu

Pro

Thr

Thr

Leu

Ala

Ala

Gly

Gln

Thr

Leu

Tyr

His

Thr

Pro

Ile

Thr

Gly

Ala

Val

Ser

Pro

Gly

Ala

val

Pro

Thr

Thr

Ser

Val

Asp

Ala

Leu

Thr

Asp

His

Asn

Tyr

Gln

Thr

Thr

Ser

Asn
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Ile

Ala

Pro

Asn

Thr

Asp

Pro

Gln

val

Asn

Thr

Ile

Phe

Asp

Val

Lys

Thr
5275

Leu
5290

Ala
5305

Val
5320

val
5335

Lys
5350

Gly
5365

Thr
5380

Asn
5395

Ala
5410

His
5425

Ser
5440

Glu
5455

Thr
5470

Thr
5485

Asp
5500

Leu

Thr

Asn

Tyr

Gly

Thr

Asn

Ser

Gln

Gln

Ala

Leu

Asn

Thr

Glu

Gly
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Thr

Phe

Gly

Val

Gly

Pro

Glu

val

Pro

Val

Ala

Gly

Leu

Asp

Gly

Leu

Asn

Thr

Thr

Gly

Ala

Val

Gly

Ala

Leu

Thr

Gln

Ile

Gln

Glu

Gly

Pro

Lys

Leu

Val

Ser

Asp

Ser

Asp

Glu

Ala

Ile

Gly

Asn

Leu

Val

Glu

Tle

Asp
5280

Ser
5295

Gly
5310

Asn
5325

val
5340

Thr
5355

Leu
5370

Asn
5385

His
5400

Lys
5415

Asp
5430

Ser
5445

Gly
5460

Val
5475

Ile
5490

Asn
5505

Gly

Asp

Thr

Asp

Gly

Ser

val

Val

Asp

Ala

Asp

Ala

Gly

Ala

Thr

Asn

Leu

Gly

Ala

Pro

Lys

val

Lys

Lys

Leu

Gly

Val

val

Asn

Lys

Tyr

His

Pro

Lys

Thr

Val

Phe

Thr

val

Pro

Val

Glu

Tyr

Asp

Ala

Leu

Thr

Ser



Ala

Pro

Asn

Thr

Asp

Pro

Thr

Thr

Val

Thr

Asn

Ala

Ser

Thr

Ile

Ala

Leu
5510

Ala
5525

vVal
5540

Val
5555

Lys
5570

Gly
5585

Ile
5600

Phe
5615

Thr
5630

Ser
5645

Asp
5660

Thr
5675

vVal
5690

Ala
5705

Thr
5720

Leu
5735

Thr

Asn

Tyr

Gly

Thr

Asn

Thr

Thr

Leu

Ala

Ala

Gly

Gln

Thr

Leu

Thr

Phe

Gly

Vval

Gly

Pro

Pro

Ala

val

Ser

Pro

Gly

Ala

val

Pro

Thr

Phe

Thr

Thr

Gly

Ala

Val

Gly

Asp

His

Asn

Tyr

Gln

Thr

Thr

Ser

Asn

Thr
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Leu

vVal

Thr

Asp

Ser

Gly

Gln

Val

Asn

Thr

Ile

Phe

Asp

val

Lys

Leu

Ser
5515

Gly
5530

Asn
5545

val
5560

Thr
5575

Ser
5590

Thr
5605

Asn
5620

Ala
5635

His
5650

Ser
5665

Glu
5680

Thr
5695

Thr
5710

Asp
5725

Ser
5740

Asp

Thr

Asp

Gly

Thr

Asn

Ser

Gln

Gln

Ala

Leu

Asn

Thr

Glu

Gly

Asp

77

Gly

Ala

Pro

Lys

Val

Glu

Leu

Pro

Val

Ala

Gly

Leu

Asp

Gly

Leu

Gly

Lys

Thr

Val

Phe

Thr

Gly

Ala

Leu

Thr

Gln

Ile

Glu

Glu

Gly

Pro

Lys

Thr

Val

Val

Glu

Asp

Asp

Glu

Ala

Ile

Gly

Asn

Leu

val

Glu

Ile

Thr

Val
5520

Thr
5535

Met
5550

Gln
5565

Glu
5580

Leu
5595

Asn
5610

His
5625

Lys
5640

Asp
5655

Ser
5670

Gly
5685

Val
5700

Ile
5715

Asn
5730

Val
5745

Ile

Ala

Ser

Leu

Pro

Val

val

Asp

Ala

Asp

Ala

Gly

Ala

Thr

Asn

Ile

Thr

Pro

Ile

Thr

Gly

Lys

Lys

Leu

Gly

val

Val

Ala

Lys

Tyr

His

Thr

vVal

Asp

Ala

Leu

Thr

Val

Pro

Val

Glu

Tyr

Asp

Ala

Leu

Thr

Ser

val



Pro

Asn

Thr

Asp

Pro

Gln

val

Asn

Thr

Ile

Phe

Asp

Val

Lys

Leu

Val

Ala
5750

Val
5765

Val
5780

Lys
5795

Gly
5810

Thr
5825

Asn
5840

Ala
5855

His
5870

Ser
5885

Glu
5900

Thr
5915

Thr
5930

Asp
5945

Ser
5960

Gly

Asn

Tyr

Gly

Thr

Asn

Ser

Gln

Gln

Ala

Leu

Asn

Thr

Glu

Gly

Asp

Thr

Gly

Val

Gly

Pro

Glu

vVal

Pro

Val

Ala

Gly

Leu

Asp

Gly

Leu

Gly

Ala

Thr

Gly

Ala

Val

Gly

Ala

Leu

Thr

Gln

Ile

Glu

Glu

Gly

Pro

Lys

Thr
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Val

Ser

Asp

Ser

Asp

Glu

Ala

Ile

Gly

Asn

Leu

vVal

Glu

Ile

Thr

val

Gly
5755

Asn
5770

Val
5785

Thr
5800

Leu
5815

Asn
5830

His
5845

Lys
5860

Asp
5875

Ser
5890

Gly
5905

Val
5920

Ile
5935

Asn
5950

Val
5965

Thr

Thr

Asp

Gly

Ser

vVal

vVal

Asp

Ala

Asp

Ala

Gly

Ala

Thr

Asn

Ile

Ala
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Ala

Pro

Lys

Val

Lys

Lys

Leu

Gly

Val

Val

Ala

Lys

Tyr

His

Thr

Pro

Thr

val

Phe

Thr

val

Pro

vVal

Glu

Tyr

Asp

Ala

Leu

Thr

Ser

Vval

Asp

Val

Val

Glu

Asp

Thr

Thr

vVal

Thr

Asn

Ala

Ser

Thr

Ile

Ala

Pro

Asn

Thr
5760

Met
5775

Gln
5790

Glu
5805

Ile
5820

Phe
5835

Thr
5850

Ser
5865

Asp
5880

Thr
5895

Val
5910

Ala
5925

Thr
5940

Leu
5955

Ala
5970

Val

Ala

Ser

Leu

Pro

Thr

Thr

Leu

Ala

Ala

Gly

Gln

Thr

Leu

Thr

Asn

Tyr

Pro

Ile

Thr

Gly

Ala

Val

Ser

Pro

Gly

Ala

Val

Pro

Thr

Phe

Gly

Val

Asp

Ala

Leu

Thr

Asp

His

Asn

Tyr

Gln

Thr

Thr

Ser

Asn

Thr

Thr

Gly



Ser

Asp

Ser

Asp

Glu

Ala

Ile

Gly

Asn

Leu

val

Glu

Ile

Thr

Val

5975

Asn
5990

Val
6005

Thr
6020

Leu
6035

Asn
6050

His
6065

Lys
6080

Asp
6095

Ser
6110

Gly
6125

vVal
6140

Ile
6155

Asn
6170

VvVal
6185

Thr
6200

Asp

Gly

Ser

Val

Val

Asp

Ala

Asp

Ala

Gly

Ala

Thr

Asn

Ile

Ala

Pro

Lys

val

Lys

Lys

Leu

Gly

val

Val

Ala

Lys

Tyr

His

Thr

Pro

Vval

Phe

Thr

Val

Pro

Val

Glu

Tyr

Asp

Ala

Leu

Thr

Ser

Vval

Asp
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val

Glu

Asp

Thr

Thr

val

Thr

Asn

Ala

Lys

Thr

Ile

Ala

Pro

Asn

5980

Met
5995

Gln
6010

Glu
6025

Ile
6040

Phe
6055

Thr
6070

Ser
6085

Asp
6100

Thr
6115

Val
6130

Ala
6145

Thr
6160

Leu
6175

Ala
6190

Val
6205

Ser

Leu

Pro

Thr

Thr

Leu

Ala

Ala

Gly

Asp

Thr

Leu

Thr

Asn

Tyr
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Ile

Thr

Gly

Ala

Val

Ser

Pro

Gly

Ala

vVal

Pro

Thr

Phe

Gly

Val

Ala

Leu

Thr

Asp

His

Asn

Tyr

Gln

Thr

Thr

Ser

Asn

Thr

Thr

Gly

Thr

Asp

Pro

Gln

Val

Asn

Thr

Ile

Phe

Asp

Val

Lys

Leu

val

Thr

5985

Val
6000

Lys
6015

Gly
6030

Thr
6045

Asn
6060

Ala
6075

His
6090

Ser
6105

Glu
6120

Thr
6135

Thr
6150

Asp
6165

Ser
6180

Gly
6195

Asn
6210

Gly

Thr

Asn

Ser

Gln

Gln

Ala

Leu

Asn

Thr

Glu

Gly

Asp

Thr

Asp

Gly

Pro

Glu

Val

Pro

val

Ala

Gly

Leu

Asp

Gly

Leu

Gly

Ala

Pro

Ala

val

Gly

Ala

Leu

Thr

Gln

Ile

Glu

Glu

Gly

Pro

Lys

Thr

Val



Val

Glu

Asp

Thr

Thr

Val

Thr

Asn

Ala

Ser

Thr

Ile

Ala

Pro

Asn

Thr

Met
6215

Gln
6230

Glu
6245

Ile
6260

Phe
6275

Thr
6290

Ser
6305

Asp
6320

Thr
6335

Val
6350

Ala
6365

Thr
6380

Leu
6395

Ala
6410

val
6425

Val
6440

Ser

Leu

Pro

Thr

Thr

Leu

Ala

Ala

Gly

Gln

Thr

Leu

Thr

Asn

Tyr

Glu

Ile

Thr

Gly

Ala

Val

Ser

Pro

Gly

Ala

Val

Pro

Thr

Phe

Gly

Vval

Gly

Ala

Leu

Thr

Asp

His

Asn

Tyr

Gln

Thr

Thr

Ser

Asn

Thr

Thr

Gly

Ala
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Thr

Asp

Pro

Gln

Ile

Asn

Thr

Ile

Phe

Asp

val

Lys

Leu

Val

Thr

Asp

Val
6220

Lys
6235

Gly
6250

Thr
6265

Asn
6280

Ala
6295

His
6310

Ser
6325

Glu
6340

Thr
6355

Thr
6370

Asp
6385

Ser
6400

Gly
6415

Asn
6430

Vval
6445

Glu

Thr

Asn

Ser

Thr

Gln

Ala

Leu

Asn

Thr

Glu

Gly

Asp

Thr

Asp

Gly
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Gly

Pro

Glu

Val

Ala

Val

Ala

Gly

Leu

Asp

Gly

Leu

Gly

Ala

Pro

Lys

Ala

Val

Gly

Ala

Leu

Ile

Gln

Ile

Gln

Glu

Gly

Pro

Lys

Thr

Val

Phe

Asp

Ser

Asp

Glu

Ala

Ile

Gly

Asn

Leu

Vval

Glu

Ile

Thr

Val

Val

Glu

val
6225

Thr
6240

Leu
6255

Asn
6270

His
6285

Lys
6300

Asp
6315

Ser
6330

Gly
6345

Vval
6360

Ile
6375

Asn
6390

Vval
6405

Thr
6420

Met
6435

Gln
6450

Gly

Ser

Val

vVal

Asp

Ala

Asp

Ala

Gly

Ala

Thr

Asn

Ile

Ala

Ser

Leu

Lys

Val

Lys

Lys

Leu

Gly

Val

Val

Asn

Lys

Tyr

His

Thr

Pro

Ile

Thr

Phe

Thr

Val

Pro

Val

Glu

Tyr

Asp

Ala

Leu

Thr

Ser

Val

Asp

Ala

Leu



Asp

Pro

Gln

vVal

Asn

Thr

Ile

Phe

Asp

Val

Lys

Leu

Thr

Thr

Asp

Ser

Lys
6455

Gly
6470

Thr
6485

Asn
6500

Ala
6515

His
6530

Ser
6545

Glu
6560

Thr
6575

Thr
6590

Asp
6605

Asp
6620

Gly
6635

Asn
6650

Val
6665

Thr
6680

Thr

Asn

Ser

Gln

Gln

Asp

Leu

Asn

Thr

Glu

Gly

Asp

Thr

Asp

Gly

Ser

Pro

Glu

Val

Pro

Val

Ala

Gly

Leu

Asp

Gly

Leu

Gly

Ala

Pro

Lys

val

Vval

Gly

Ala

Leu

Thr

Gln

Ile

Glu

Glu

Gly

Pro

Lys

Thr

Val

Phe

Thr
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Ser

Asp

Glu

Ala

Ile

Gly

Asn

Leu

Val

Glu

Ile

Thr

vVal

Val

Glu

Asp

Thr
6460

Pro
6475

Asn
6490

His
6505

Lys
6520

Asp
6535

Ser
6550

Gly
6565

Vval
6580

Ile
6595

Asp
6610

Thr
6625

Thr
6640

Met
6655

Gln
6670

Glu
6685

Ser

Val

Val

Asp

Ala

Asp

Ala

Gly

Ala

Thr

Lys

Ile

Ala

Ser

Leu

Pro

81

Val

Lys

Lys

Leu

Gly

Val

Val

Ala

Lys

Tyr

His

Thr

Pro

Ile

Thr

Gly

Thr

Val

Pro

Val

Glu

Tyr

Asp

Ala

Leu

Thr

Ala

Ile

Asp

Ala

Leu

Thr

Asp

Thr

Thr

Val

Thr

Asn

Ala

Ser

Thr

Ile

Ala

Pro

Asn

Thr

Asp

Pro

Glu
6465

Ile
6480

Phe
6495

Thr
6510

Ser
6525

Asp
6540

Thr
6555

Val
6570

Ala
6585

Thr
6600

Leu
6615

Ala
6630

vVal
6645

Val
6660

Lys
6675

Gly
6690

Pro

Thr

Thr

Leu

Ala

Ala

Gly

Gln

Thr

Leu

Thr

Asn

Tyr

Gly

Thr

Asn

Gly

Ala

Val

Ser

Pro

Gly

Ala

val

Pro

Thr

Phe

Gly

val

Gly

Pro

Glu

Thr

Asp

His

Asn

Tyr

Gln

Thr

Thr

Ser

Asn

Thr

Thr

Gly

Ala

Val

Gly



Asp

Glu

Ala

Ile

Gly

Thr

Leu

val

Glu

Ile

Thr

vVal

val

Glu

Asp

Thr

Leu
6695

Asn
6710

His
6725

Lys
6740

Asp
6755

Ser
6770

Gly
6785

Val
6800

Ile
6815

Asn
6830

Val
6845

Thr
6860

Met
6875

Gln
6890

Glu
6905

Ile

Val

Val

Asp

Ala

Asp

Ala

Gly

Ala

Thr

Asn

Ile

Ala

Ser

Leu

Pro

Thr

Lys

Lys

Leu

Gly

Val

Val

Ala

Lys

Tyr

His

Thr

Pro

Ile

Thr

Gly

Ala

Val

Pro

Val

Glu

Tyr

Asp

Ala

Leu

Thr

Ser

Val

Asp

Ala

Leu

Thr

Asp
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Thr

Thr

val

Thr

Asn

val

Ser

Thr

Ile

Ala

Pro

Asn

Thr

Asp

Pro

Gln

Ile
6700

Phe
6715

Thr
6730

Ser
6745

Asp
6760

Asp
6775

Val
6790

Ala
6805

Thr
6820

Leu
6835

Ala
6850

Val
6865

val
6880

Lys
6895

Gly
6910

Thr

Thr

Thr

Leu

Ala

Ala

Gly

Gln

Thr

Leu

Thr

Asn

Tyr

Glu

Thr

Asn

Ser

82

Ala

Val

Ser

Pro

Gly

Arg

Val

Pro

Thr

Phe

Gly

Val

Gly

Pro

Glu

Val

Asp

His

Asn

Tyr

Gln

Thr

Thr

Ser

Asn

Thr

Thr

Gly

Ala

Val

Gly

Ala

Gln

Val

Asn

Thr

Ile

Phe

Asp

val

Lys

Leu

Vval

Ala

Asp

Ser

Asp

Glu

Thr
6705

Asn
6720

Ala
6735

His
6750

Ser
6765

Glu
6780

Thr
6795

Thr
6810

Asp
6825

Ser
6840

Gly
6855

Asn
6870

vVal
6885

Thr
6900

Leu
6915

Asn

Ser

Gln

Gln

Ala

Leu

Asn

Leu

Glu

Gly

Asp

Thr

Asp

Gly

Ser

vVal

Val

Val

Pro

Val

Ala

Gly

Leu

Asp

Gly

Leu

Gly

Ala

Pro

Lys

Val

Lys

Lys

Ala

Leu

Thr

Gln

Ile

Glu

Glu

Gly

Pro

Lys

Thr

Val

Phe

Thr

Val

Pro



Thr

val

Thr

Asn

vVal

Thr

Thr

Ile

Ala

Pro

Asn

Thr

Asp

Pro

Gln

6920

Phe
6935

Thr
6950

Ser
6965

Asp
6980

Asp
6995

Val
7010

Ala
7025

Thr
7040

Leu
7055

Ala
7070

Val
7085

val
7100

Lys
7115

Gly
7130

Thr
7145

Thr

Leu

Ala

Ala

Gly

Gln

Thr

Leu

Thr

Asn

Tyr

Glu

Thr

Asn

Ser

Val

Ser

Pro

Gly

Arg

vVal

Pro

Thr

Phe

Gly

vVal

Gly

Pro

Glu

val

His

Asn

Tyr

Gln

Thr

Thr

Ser

Asn

Thr

Thr

Gly

Ala

vVal

Gly

Ala
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Val

Asn

Thr

Ile

Phe

Asp

Val

Lys

Leu

Val

Thr

Asp

Ser

Asp

Glu

6925

Asn
6940

Ala
6955

His
6970

Ser
6985

Glu
7000

Thr
7015

Thr
7030

Asp
7045

Ser
7060

Gly
7075

Asn
7090

val
7105

Thr
7120

Leu
7135

Asn
7150

Gln

Gln

Ala

Leu

Asn

Thr

Glu

Gly

Asp

Thr

Asp

Gly

Ser

Val

Val

83

Pro

Vval

Ala

Gly

Leu

Asp

Gly

Leu

Gly

Ala

Pro

Lys

val

Lys

Lys

Leu

Thr

Gln

Ile

Gln

Glu

Gly

Pro

Lys

Thr

Val

Phe

Thr

Val

Pro

Ala

Ile

Gly

Thr

Leu

val

Glu

Ile

Thr

Val

Ile

Glu

Asp

Thr

Thr

6930

His
6945

Lys
6960

Asp
6975

Ser
6990

Gly
7005

Val
7020

Ile
7035

Asn
7050

Val
7065

Thr
7080

Lys
7095

Gln
7110

Glu
7125

Ile
7140

Phe
7155

Asp

Ala

Asp

Ala

Gly

Ala

Thr

Asn

Ile

Ala

Ser

Leu

Pro

Thr

Thr

Leu

Gly

Val

vVal

Ala

Lys

Tyr

His

Thr

Pro

Ile

Thr

Gly

Ala

Val

Val

Glu

Tyr

Asp

Ala

Leu

Thr

Ser

Val

Asp

Ala

Leu

Thr

Asp

His



Val

Asn

Thr

Ile

Phe

Asp

Val

Lys

Leu

Val

Thr

Asp

Ser

Asp

Glu

Ala

Asn
7160

Ala
7175

His
7190

Ser
7205

Glu
7220

Thr
7235

Thr
7250

Asp
7265

Ser
7280

Gly
7295

Asn
7310

Val
7325

Thr
7340

Leu
7355

Asn
7370

His
7385

Gln

Gln

Ala

Leu

Asn

Thr

Glu

Gly

Asp

Thr

Asp

Gly

Ser

Val

Val

Asp

Pro

Val

Ala

Gly

Leu

Asp

Gly

Leu

Gly

Ala

Pro

Lys

Vval

Lys

Lys

Leu

Leu

Thr

Gln

Ile

Gln

Glu

Gly

Pro

Lys

Thr

Val

Phe

Thr

Val

Pro

val
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Ala

Ile

Gly

Asn

Leu

val

Glu

Ile

Thr

Val

vVal

Glu

Asp

Thr

Thr

Val

His
7165

Lys
7180

Asp
7195

Ser
7210

Gly
7225

val
7240

Ile
7255

Asn
7270

val
7285

Thr
7300

Met
7315

Gln
7330

Glu
7345

Ile
7360

Phe
7375

Thr
7390

Asp

Ala

Asp

Ala

Gly

Ala

Thr

Asn

Ile

Ala

Ser

Leu

Pro

Thr

Thr

Leu

84

Leu

Gly

Val

Val

Ala

Lys

Tyr

His

Thr

Pro

Ile

Thr

Gly

Ala

Val

Ser

Val

Glu

Tyr

Asp

Ala

Leu

Thr

Ser

Val

Asp

Ala

Leu

Thr

Asp

His

Asn

Val

Thr

Asn

Ala

Thr

Thr

Ile

Ala

Pro

Asn

Thr

Asp

Pro

Gln

Val

Asn

Thr
7170

Ser
7185

Asp
7200

Thr
7215

Val
7230

Ala
7245

Thr
7260

Leu
7275

Ala
7290

Val
7305

vVal
7320

Lys
7335

Gly
7350

Thr
7365

Asn
7380

Ala
7395

Leu

Ala

Ala

Gly

Gln

Thr

Leu

Thr

Asn

Tyr

Gly

Thr

Asn

Ser

Gln

Gln

Ser

Pro

Gly

Ala

Val

Pro

Thr

Phe

Gly

Val

Gly

Pro

Glu

Val

Pro

Val

Asn

Tyr

Gln

Thr

Thr

Ser

Asn

Thr

Thr

Gly

Ala

Val

Gly

Ala

Leu

Thr



Ile

Gly

Asn

Leu

Val

Glu

Ile

Thr

Val

Ile

Glu

Asp

val

Glu

Glu

Asp

Lys
7400

Asp
7415

Ser
7430

Gly
7445

Val
7460

Ile
7475

Asn
7490

Val
7505

Thr
7520

Lys
7535

Gln
7550

Glu
7565

Thr
7580

Thr
7595

Val
7610

Asp
7625

Ala

Asp

Ala

Gly

Ala

Thr

Asn

Ile

Ala

Ser

Leu

Pro

Thr

Gly

Thr

Phe

Gly

Val

Val

Ala

Lys

Tyr

His

Thr

Pro

Ile

Thr

Gly

val

Gln

Ile

Thr

Glu

Tyr

Asp

Ala

Leu

Thr

Ser

Val

Asp

Ala

Leu

Ser

Gly

Tyr

Thr

Gly
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Thr

Asn

Ala

Lys

Thr

Ile

Ala

Pro

Asn

Thr

Asp

Gly

Ile

Thr

Leu

val

Ser
7405

Asp
7420

Thr
7435

val
7450

Ala
7465

Thr
7480

Leu
7495

Ala
7510

Val
7525

val
7540

Lys
7555

Thr
7570

Thr
7585

Leu
7600

Ser
7615

Ala
7630

Ala

Ala

Gly

Asp

Thr

Leu

Thr

Asn

Tyr

Gly

Thr

Pro

Gly

Thr

Tyr

Thr

85

Pro

Gly

Ala

Val

Pro

Thr

Phe

Gly

Val

Gly

Pro

Gly

Thr

Leu

Ser

val

Tyr

Gln

Thr

Thr

Ser

Asn

Thr

Thr

Gly

Ala

Val

Thr

Thr

Ser

Gly

Lys

Thr

Ile

Phe

Asp

Val

Lys

Leu

Val

Thr

Asp

Ser

Gly

Ser

Asn

Thr

Ile

His
7410

Ser
7425

Glu
7440

Thr
7455

Thr
7470

Asp
7485

Ser
7500

Gly
7515

Asn
7530

Val
7545

Thr
7560

Asn
7575

Leu
7590

Ala
7605

Ala
7620

Pro
7635

Ala

Leu

Asn

Thr

Glu

Gly

Asp

Thr

Asp

Gly

Ala

Lys

Thr

Ser

Gln

Ala

Ala

Gly

Leu

Asp

Gly

Leu

Gly

Ala

Pro

Lys

Val

Gly

Glu

Lys

Asn

Asn

Gln

Ile

Glu

Glu

Gly

Pro

Lys

Thr

Val

Phe

Thr

Asp

Gly

Ser

Gly

Ser
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Thr Gly Thr Thr Phe Asn Ile Ala Thr Leu Asn Asp Lys Leu Val
7640 7645 7650

Glu Gly Thr Glu Asn Phe Val Val Lys Ile Glu Thr Ala Thr Gly
7655 7660 7665

Gly Asn Phe Glu Asn Leu Gln Val Asp Ser Ser Lys Ser Ser Val
7670 7675 7680

Thr Thr Thr Ile Leu Asp Asn Asp His Leu Pro Val Ser Pro Gly
7685 7690 7695

Gly Ala Val Phe Gly Val Glu Asp Thr Asp Tyr Val Phe Ala Trp
7700 7705 7710

Ser Asp Phe Lys Val Thr Asp Ala Asp Gly Asn Thr Asn Leu Ser
7715 7720 7725

Val Thr TIle Thr Ser Leu Pro Ala Ala Gly Asn Leu Gln Phe Phe
7730 7735 7740

Asn Gly Thr Ala Trp Val Asn Val Ala Val Gly Gln Val Val Ser
7745 7750 7755

Gln Ala Asp Ile Thr Ala Lys Asn Leu Lys Phe Val Pro Ala Leu
7760 7765 7770

Asn Gln Ser Gly Ala Asp Asn Tyr Gly Gly Asn Gly Val Gly Asn
7775 7780 7785

Gln Lys Ala Asp Tyr Ala Gln Phe Lys Phe Lys Pro Asn Asp Gly
7790 7795 7800

Thr Asn Leu Gly Ser Glu Val Thr Met Lys Val Asp Ile Ser Pro
7805 7810 7815

Val Ala Asp Lys Pro Thr Leu Ser Phe Gly Ser Ala Asp Ile Glu
7820 7825 7830

Ser Lys Gly Leu Thr Lys Glu Val Trp Thr Ser Leu Lys Gly Leu
7835 7840 7845

Gly Thr Gly Gly Asn Gly Ile Thr Gly Glu Asp Leu Lys Thr Val
7850 7855 7860

Phe Ala Asn Ser Gly Ser Ala Asn Ser Ser Ser Thr Thr Thr Asn

86



Val

Ser

Gly

Val

Phe

Ala

Gly

Tyr

Asp

Leu

Ser

Thr

Gly

Trp

Gly

7865

Gln
7880

Gly
7895

Leu
7910

Vval
7925

Thr
7940

Asn
7955

Ser
7970

Gln
7985

Leu
8000

Asn
8015

Thr
8030

Leu
8045

His
8060

Lys
8075

Ser
8090

Ser

Leu

Ala

Thr

Pro

Gln

Gly

Asn

His

Glu

Ala

Ser

Thr

Leu

Phe

Asp

Ile

Asp

Ala

Asn

Ser

Ala

val

Thr

Gly

Leu

Gly

Val

Ser

Asp

Gly

Tyr

Asp

Thr

Thr

Gly

Val

Thr

Val

Pro

Thr

Ile

Thr

Ser

Ile
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Ser

Leu

Ser

Trp

Ser

Pro

Thr

Glu

Asn

Glu

Asp

Pro

Val

Leu

Thr

7870

Vval
7885

Glu
7900

Phe
7915

Gly
7930

Gly
7945

Gly
7960

Asp
7975

Met
7990

Gly
8005

Gly
8020

Thr
8035

Lys
8050

Gly
8065

Thr
8080

Val
8095

Thr

Ala

Val

Ala

Tyr

Ser

Leu

Ala

Gln

Gly

Asp

Gly

Thr

Leu

Thr

87

Ala

Gly

val

Gly

Tyr

Tyr

Ser

Asn

Ser

Ser

Gly

Thr

Ala

Thr

Ser

Gly

Lys

Thr

Gly

Pro

Asp

Ser

Ala

Tyr

Val

Ser

Val

Pro

Pro

Thr

Thr

Val

Ile

Gly

Ile

Leu

Ser

Gly

Tyr

Lys

Glu

Leu

Val

Pro

Ala

7875

Gly
7890

Tyr
7905

Gly
7920

Val
7935

Glu
7950

Asn
7965

Asn
7980

Leu
7995

Asp
8010

Leu
8025

Ser
8040

Ser
8055

Asp
8070

Ala
8085

Thr
8100

Ser

Thr

Gly

Ser

Val

Ile

Val

Gly

Gly

Val

Leu

Asp

Val

Tyr

Glu

Lys

Phe

Lys

Gly

Tyr

Gln

Lys

Val

Tyr

Gly

Asn

Gly

Thr

Tyr

Ser

Thr

Ser

Thr

Thr

His

Val

Met

Ser

Lys

Ile

vVal

Ala

Gly

Lys

Leu



Gly

Gly

Leu

Gly

vVal

Lys

Gly

Asp

Asp

Gly

Thr

Ala

Tyr

Lys

Asp

Ser

Gly
8105

Ala
8120

Thr
8135

Leu
8150

Asp
8165

Thr
8180

Ser
8195

Thr
8210

Ala
8225

Tyr
8240

Ser
8255

Glu
8270

Gln
8285

Ser
8300

Thr
8315

Ser
8330

Ser

Thr

Gly

Asn

Ser

Gln

Asp

Gln

Leu

Tyr

Asn

Asn

Ser

Leu

Phe

Ser

Ala

Tyr

Ser

Vval

Ser

Leu

Thr

val

Ser

Gly

Phe

Leu

Asn

Asp

Ser

Gly

Ile

Lys

Glu

val

Gly

Ala

Ser

Asn

Lys

Gly

Phe

Thr

Glu

Asp

Ala

Val
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Thr

Ala

Gly

Gln

Ser

Ser

Gly

Lys

Leu

Gly

Asn

Tyr

Ser

val

Trp

Val

Thr
8110

Ser
8125

Asn
8140

Gly
8155

Met
8170

Val
8185

Thr
8200

Asn
8215

Gln
8230

Thr
8245

Ser
8260

Phe
8275

Thr
8290

vVal
8305

Ala
8320

Lys
8335

Gly

val

Asp

Lys

Ser

Phe

vVal

val

Ala

Asn

Thr

Ile

Asn

Asn

Asp

Val

88

Asn

Gly

Ile

Asn

Asp

Asn

Asn

Ala

Val

Tyr

Met

Thr

Pro

Val

Ala

Leu

Ile

Thr

Phe

Tyr

Lys

Thr

Ile

Val

Leu

Glu

Ala

Asp

Ser

Asn

Thr

Thr

Pro

Ser

Val

Asn

Ser

Leu

Phe

Asn

Asn

Asp

Thr

Gly

Leu

Asn

His

Tyr

Val
8115

Gly
8130

Ala
8145

Ile
8160

Ile
8175

Lys
8190

Leu
8205

Leu
8220

Ser
8235

Ala
8250

Ser
8265

Lys
8280

Trp
8295

Tyr
8310

Lys
8325

Thr
8340

Thr

Asn

Asp

Ala

Ala

Ala

val

Ala

Met

Phe

Asn

Pro

Lys

Lys

Val

Glu

Val

Asp

val

Phe

Asp

Ser

Asp

Asp

val

Lys

Lys

Thr

Asn

Met

Glu

Asn

Tyr

Thr

Ser

Met

Ala

Leu

Phe

Pro

Gly

Thr

Gly

Tyr

Gly

Gly

Ile

Arg



Arg

His

Thr

Ser

Lys

Leu

<210> 38

<211> 1461
<212> ADN

Gly
8345

Ala
8360

Gly
8375

Thr
8390

Val
8405

Lys
8420

Glu

Gln

Tyr

Glu

Gln

Pro

<213> Pseudomonas putida

<400> 38

Leu

Gly

Ala

Ser

Ala

Tyr

Val

Asp

Asp

Phe

Ile
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Leu

Gly

Tyr

Ala

Gly

Asp
8350

Thr
8365

Trp
8380

Val
8395

Leu
8410

Ser

Tyr

Asn

Leu

Asn

89

Thr Lys Thr

Glu Phe Ser

Tyr Val Tyr

Gly Gly Thr

Ser Asp Val

Val
8355

Ser
8370

Ser
8385

Asn
8400

Thr
8415

Gly

Leu

Ala

Gly

Leu

Thr

Asp

Ala

Leu

Asn

Leu

Gly

Gly

Ser

Asp
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ctgggcctge cgecggctaga tgggatagtg acgcgggccg tgetggaggg tgacccageg 60
caactgggtg aactgatcga tggccgtgeg gctgeccgaag ctgeccatage cgctggactt 120
gaccccgecca aacggcatct gegettcatc gtgaacggtce gggceccgttga tatggcagat 180
acccgactcc acccgttggg ccaaggccag ggcgcggctg gtgtcgegge tgaaaatgge 240
cgatgacaga ccgaactccg agtcgttgge cagctgcage aaggettegt cgecttegge 300
gcgcagtacc accgccaccg ggccgaagga ctcctegegg tacaggcgca tgcectggceatce 360
gacgttgtcg agcaaggtcg gttgcaggat gctgeccttcce agetggccge cgctgaccag 420
gcgegegece ttggeccacgg catcegtcegat cagtgecttg atgegetege cggecgetge 480
gctgaccage gagccgagca ccgaggtget ggecttgcecgga tcacctgcac gcagcecccegge 540
gatcttcacc gccagecttgt cgacgaaagc gtcggcaata cagctgtcca ccacaaggcg 600
ctcggtggac atgcagatct gecccctggtt gaagtaggca ccgaaggccg ccgcettcegac 660
cgtggegtee aggtcecggcat cgtcgagcac cagcaaaggt geccttgeccge ccagttcecgag 720
cagggccggce ttgagatgge gggccgccag ttcgeccgacg atgcgeccga cgtgegtcega 780
accggtgaag ttgacccgge gtaccgcagg gttggegatce ageccgctecga cgatggeggg 840
ggcatcctge ggcgcattge tgatgacatt gaccacgccg tcecgecgatge ctgcatcegtg 900
cagcacctgg ccgatcagcce gatggaccge cgggctcage tccgaggcect tgagcaccac 960
ggtgttgeccg caggccageg gcatggcaat ggcacgcgtg geccagtatca ccggggegtt 1020
ccacggtgceg atgcccaaca ccacgccgca gggcgcegegce agggccattg cgaagcetgece 1080
gggaacgtcc gaggggatca cttcaccggt gatctgcecgtg gtcatggetg cagectcegeg 1140
cagcatgttg gcggccaact tcacgttgaa gccataccag ttggccatgg ccceggttte 1200
accggceggceg gcgatgaact cggcggccct cgcecctgcaac agatcagcgce ctgccagcaa 1260
gcggctgege cgctcegeceg gtgccaggge ggcccaggcc ggaaacgccg cgctggcage 1320
agccaccgeg gcatcggecat cggeccagtgt ggecggeggca gectgcgaca ccacctcegece 1380
agtcaccggg ttacagcget cgaaggttcg tccatcgetg gecggggegeg actgecccgec 1440
aatcagcaaa ggcacctgca a 1461

<210> 39

<211> 482

<212> PRT

<213> Pseudomonas putida

<400> 39

90



Met

Asp

Ser

Ala

Arg

65

Ala

Tyr

Ala

Gly

Ile

Leu

Gly

Gln

Ala

50

Arg

Glu

Gly

Met

Ser

130

Ala

Gln

Arg

Ala

35

Ser

Ser

Phe

Phe

Thr

115

Phe

Pro

Val

Thr

20

Ala

Ala

Arg

Ile

Asn

100

Thr

Ala

Trp

Pro

Phe

Ala

Ala

Leu

Ala

85

Val

Gln

Met

Asn
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Leu

Glu

Ala

Phe

Leu

70

Ala

Lys

Ile

Ala

Ala

Leu

Arg

Thr

Pro

55

Ala

Ala

Leu

Thr

Leu

135

Pro

Ile

Cys

Leu

40

Ala

Gly

Gly

Ala

Gly

120

Arg

Val

91

Gly

Asn

25

Ala

Trp

Ala

Glu

Ala

105

Glu

Ala

Ile

Gly

10

Pro

Asp

Ala

Asp

Thr

90

Asn

Val

Pro

Leu

Gln

val

Ala

Ala

Leu

75

Gly

Met

Ile

Cys

Ala

Ser

Thr

Asp

Leu

60

Leu

Ala

Leu

Pro

Gly

140

Thr

Arg

Gly

Ala

45

Ala

Gln

Met

Arg

Ser

125

Val

Arg

Pro

Glu

30

Ala

Pro

Ala

Ala

Glu

110

Asp

vVal

Ala

Ala

15

Val

Val

Gly

Arg

Asn

95

Ala

Vval

Leu

Ile

Ser

Val

Ala

Glu

Ala

80

Trp

Ala

Pro

Gly

Ala



145

Met

Ser

Ile

Pro

Asn

225

Ala

Leu

Ala

Ala

305

Ser

Ala

Gly

Asp

Val
385

Pro

Pro

Gly

Ala

210

Phe

Arg

Leu

Phe

Leu

290

Val

vVal

Leu

Gln

Ala

370

vVal

Leu

Ala

Asp

195

Ile

Thr

His

Val

Gly

275

Val

Lys

Leu

Ile

Leu

355

Ser

Leu

Ala

Val

180

Gly

Val

Gly

Leu

Leu

260

Ala

Val

Ile

Gly

Asp

340

Glu

Met

Arg

Cys

165

His

vVal

Glu

Ser

Lys

245

Asp

Tyr

Asp

Ala

Ser

325

Asp

Gly

Arg

Ala

ES2712 181 T3

150

Gly

Arg

Val

Arg

Thr

230

Pro

Asp

Phe

Ser

Gly

310

Leu

Ala

Ser

Leu

Glu
390

Asn

Leu

Asn

Leu

215

His

Ala

Ala

Asn

Cys

295

Leu

Val

Val

Ile

Tyr

375

Gly

Thr

Ile

vVal

200

Ile

Val

Leu

Asp

Gln

280

Ile

Arg

Ser

Ala

Leu

360

Arg

Asp

92

vVal

Gly

185

Ile

Ala

Gly

Leu

Leu

265

Gly

Ala

Ala

Ala

Lys

345

Gln

Glu

Glu

Val

170

Gln

Ser

Asn

Arg

Glu

250

Asp

Gln

Asp

Gly

Ala

330

Gly

Pro

Glu

Ala

155

Leu

Val

Asn

Pro

Ile

235

Leu

Ala

Ile

Ala

Asp

315

Ala

Ala

Thr

Ser

Leu
395

Lys

Leu

Ala

Ala

220

Val

Gly

Thr

Cys

Phe

300

Pro

Gly

Arg

Leu

Phe

380

Leu

Ala

His

Pro

205

Vval

Gly

Gly

Val

Met

285

Val

Gln

Glu

Leu

Leu

365

Gly

Gln

Ser

Asp

190

Gln

Arg

Glu

Lys

Glu

270

Ser

Asp

Ala

Arg

Val

350

Asp

Pro

Leu

Glu

175

Ala

Asp

Arg

Leu

Ala

255

Ala

Thr

Lys

Ser

Ile

335

Ser

Asn

Val

Ala

160

Leu

Gly

Ala

Val

Ala

240

Pro

Ala

Glu

Leu

Thr

320

Lys

Gly

Val

Ala

Asn
400



ES2712 181 T3

Asp Ser Glu Phe Gly Leu Ser

405

Ala Ala

420

Arg Leu Leu Ala Gln

Pro Thr Val His

435

Asn Gly Asp

Ser
455

Ser Ser

450

Lys Gly Tyr Gly

Phe
465

Thr Gln Leu Arg Trp Val

470

Pro Ile

<210> 40

<211> 5225

<212> ADN

<213> Pseudomonas putida

<400> 40

agccattgge
gcacccatgg
ctgggcgecce
ttcegegeceg
gcgceccgatg
gtgggcgeeg
agctgcectge
caggccgaac
accgtggaag
tatgaagccg
accttegege
ggtatcggeg
atcggcacgg
ctggacagcg
cgcggcatca
ttccegetgg

agtgatttca

ccgaccgecg
cgggggcgac
tgccectgege
gctgcccggg
ccgagcgcga
atttcacggce
tggtcgaage
tgctgecageg
aagcggectg
gtggccatcg
tcgtaccgea
accaccgegg
cttacctgtt
cgcctgecag
acaatcgect

cgggcggggce

gcaatctgtg

tatcctcaac
cggcteggece
catgctcagce
gcgeccegetg
tgcgegetgg
gcccacgecg
gttgecgececeg
ggtaaaggcce
gctggagege
cggcatgttc
ggtggccgat
gctgttggeg
ctgcececgag
cgacaccgcec
catgcgcgag
attgatgcct

gtcggggcag

Ser Ala

Ile

Phe Ser

410

Val
425

Arg

Glu
440

Ala

Phe Gly

Thr Leu

ctgectgggceca
atggccatcg
ggcgaacagg
aacctgaact
aagcaggcac
gtgtccaacc
gaggtggtga
agcggtgeca
aatggctgceg
ctcagecgatg
gcegtcggeg
gcactggcce
gccaaggtgt
ctgaccaacc
ctggggecga

ttacgggcga

gcgttacgge

93

Glu

Gln

Ser

Gln

Ser Gly

Met Pro

Arg

Ile

Phe

Thr
415

Asp

Cys His

430

Gly Gly

445

Thr
460

Arg

His
475

Gly

tcgagetgee
ctgtgggecca
tgcgegecga
tcttetgeca
ttgagcctta
gtgecgeettt
gcttccattt
aggtactgtc
atgcgatcat
acatcaccag
tgceggtgat
tgggtgceccte
cgccagcgcea
tgttcaccgg
tgagcgagcet
tcaccgatcc

taggccggceca

Ala

Pro

Ile Asp

Arg His

cattctgcag
ggcaggtggg
gatcgctgca
ccagccgceca
ttacagcgaa
cgacgagcag
cggcctgecg
cagcgccacg
cgccatgggg
ccagataggce
tgcegeeggt
ggcagtgcag
tcgeccaggeg
ccgeccggeg
tgcaccgege
gcagggtaag

catgceggeg

Ser

Ile

Val

Gln

Tyr
480

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020



ggtgagctga
tgacaggcag
acgataacct
cctggecage
agccaacttc
caaactgatc
accgttcgaa
ggaaaccgta
gaaggaaggc
gtccategece
gctgaagctc
cttccagttce
caaggacggc
gatccgccag
ggtcgaatac
ctgatgccac
ctgaccacce
cgctettgge
acggtgatcg
acccaggcgce
acggtgtact
cagcgceccccece
gtggtgctge
acggtgggcg
gtggtttcgg
ctggeceggtyg
cgcggcaaag
acgcgacgac
gttcggecac
ggccgecage

cttccaggeca

cccgggagat
gcatggcecctce
caaggagctg
ctgectegget
acagcccctg
gcggcectacg
gtgttcctcg
cctggctcac
tacgtagatg
aacccgaaag
accgaggcca
gtctccaccg
aaggtaaccc
gacgccgtca
ctcaaaggcc
tcgatgcecag
tgatcctgcet
tgcgegggece
gtttttacct
taggcctggg
ccatgcegtt
tggaagtcgce
cgctggeecg
agtttggcegt
tgcagatttt
ccatgetggt
ctggctggag
tttaccctgg
tctggctecg
gcctatatceg

ccgcacctge

ES2712 181 T3

tgccggtaag
ttcacggcca
tcttcatgeg
tcaacactgce
tccaggccecat
gcgccaccgg
ccgctgacga
gctttaccta
ccaagggtga
cggcacctta
ccaaaggcaa
gcaacgccga
atggctcgge
tcctcaacaa
cgaaagccgc
tgacctggge
gatcatcggce
ggtgggtgeg
gttgatecgce
cagtgtggtg
cgtggtgcaa
cgctactcectg
ccctggette
cgtactgatg
cgatcacgte
gttctettte
ctgaaatgac
acgtcaacct
gcaagaccag
aagtcaacgg

gcceggtggg

gcattggcag
atggcttatc
tatccgctceg
ctgggcecgac
cgccaaggac
gcagttctac
ctccacccce
cgccategge
agtgctgaaa
cggecctggece
gatcgtcgaa
gctgggette
atggatcgtg
aggcaaggac
agcggtgatc
gccatctgge
acacccgtceg
gtggtggcac
cttggceecge
ttcagcttca
ccectgecaga
cgagccagcce
gtcactgecca
atcggcggca
gaagccatgg
ctggtgetge
cgcatcgatt
gcacctgecece
ctgecectgege
cgaagtctgg

ctacgtgttce

94

tgatcggtca
gctatatagt
ccccagetgg
gaagtccagg
ttcgagaaag
gcgcagatca
aagaagctgg
accctggect
aagaacgaat
gccacccagg
ggccagaaca
gtcgececettt
ccgtccaacce
aatgcggcecg
aaatcctatg
tgaccgtaaa
cctggtgget
tgcegetggt
acggctgget
caggcctggt
atgcctttgg
catgggatac
gcatcctegg
acatccecega
agtattcgea
tcctgetgta
gtggcgeacce
gggcgcggcea
tgecetggeeg
gaagacagca

caggaagcca

ccaggcattc
taaggctata
tcatcactgce
tecgeggtege
acaccggcca
agaacggtgce
aagcagaaag
tgtggtcetge
acaaacacct
tactggacgg
tcacccagge
cgcagatcta
tgcacgaccc
ccaaggcact
gttatgaacg
actggccage
cgcgcgcacyg
actgccaccg
tggtcaggcce
gattggctceg
cgcgatecgge
cttegttcecat
ctttgcecac
caagactcge
ggcccactgg
cgctggacge
tgaaactgge
tcagcgeget
ggctggaacg
cccgaggcta

gcetgttece

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880



gcacctgtcg
caaggtcagce
cccggcaace
cagcccgcegg
cgagatactg
cagccacgcece
ccgggegatce
ccagggcgac
cggectgetg
ggcgcaggtg
actggcggeg
ctgceceggeg
gcttgecacge
gttegeeccag
cattgatcag
cctgcactac
catctacctg
cgcattggtg
cctgcaagec
gcgcgaactg
aaagctgcge
catggecgetg
cctgcgegat
aggcagcact
caacgaccgg
gtttcagtac
gtttctgeag
cagcagcctg
acgccaggte
gtgecggege
caatttgceg

gtttcttecag

gtgcgcggea
ctcgaccagg
ctgtcgggtyg
ctgttgttga
ccettectgg
caggatgaag
gccagcggcece
gacgccggeg
gacctgegece
atgggcagca
gatagcgecat
gccaacccgg
atcacccget
atcaagtcgg
tgacctgatc
gttgacgaca
gatgccgatg
atcecceceecgg
accggccgeg
cgcgaccagce
acacagctgg
gtggtgagcce
aaccggtcgt
atccgettee
cgettggeca
ctggatgaag
cagttgaccg
gcattgaacc
gcecgecaatag
tgctacatcce
aaaaaccgtg

gcacttgagg
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acctgacgtt
cgtgccaact
gcgaggcgca
tggacgagcce
agcgcectgeca
tcgegegget
cgatcggcga
tegtgttega
tgcccggecag
ccctgegegt
cgagcatcct
cgcatgtgct
tcteggcaga
tggcecetttt
gaggcccgcece
gtcagccggg
gccaacgggt
cctacacgga
atgccegtgg
acaaatacgg
aagcccactt
tgctggacca
acggattgac
agttcecgegg
acctactcaa
atggccagcg
gtgcecgactt
tgctaaagcc
tcegecaggt
acccggecagt
tgcgcaaagg

aacaggagga

cggctggege
gctgggtate
gcgggtgggt
gctggcagcece
cgacgaactg
ggccgaccac
aaccctggcet
aggtagggtg
cagcgggceceg
caaggtgcag
caaccgectg
ggtcagcctg
ccagctegge
gggttgagca
gcccatgett
cctgaccegt
acgcgacagc
tgtgtggatc
ccgcaagcag
gcgcatgett
ggcgcggeca
caccctgate
caccctgege
caagcgcggce
acgctgcecatg
ccatagtgtc
tactgccaag
cttggcetgg
agccacgege
tctggagcac
cctggaccceg

ccattgagcet

95

cgggtagcege
ggccacttge
attgcecegeg
ctcgacagcece
gatatccctce
ctggtgttge
cgeccettgacce
gttgggcacg
ctgctgegea
gcccgggatg
ccggtgegtg
gatgctggeg
ttgcacacag
tcctecagege
gactgccccee
cggegetgge
gaaacccttg
tgcgecgatce
taccgctacce
gcgttegece
gggctggacc
cgcatcggea
aatcgccatg
gtcgaacaca
gaactgcctg
ggctccagceg
gactatcgca
gagccggaga
ctgggcaata
tatgeccttgg
gaggaagtgg

tgtctattca

ccgctgaacg
tggacecgeeg
ccctgetcag
cgcgcaagceg
tgatatatgt
tggaacaagg
tgtcgetggce
acccgcatta
tcacccacge
tcagcctggce
tgecgegagag
gcaatgccect
ggcagatact
gcegtattgte
tgccgegeac
gcgaccgttt
cgcgecatcge
cgcaaggcca
acgcacagtg
aagccctgece
gggaaaaagt
accagcgcta
tgcaggtcaa
acgtcaccct
ggcaggcact
aggtcaatca
cctgggecgg
gtgaagccaa
cgececggeagt
ggcgectgge
ccttgetgtt

gcccatgatg

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800
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cgaagaaatt tcccattagc cgccaaccecce cctattettg ccagecgagca ccecttggecga 4860
caaaccgttg acggtttget ttggcacctg caactgaaga cacgcaacag aatttgtctg 4920
tcggggaatt actatccgcce gaaagcecgtct ttaatgagaa ggaagaggga caagctccceg 4980
ccgecgegge aactagccca gecggacttat acatcaccaa ggagaactac atgctgatac 5040
tcacccgtaa ggttggcgaa agcatcgtca tcaacgatga catcaaagtc accattctgg 5100
gcgtcaaagg gatgcaggtg aggatcggta tcgatgcacc gaaagatgtt caggtccatc 5160
gagaagagat tttcaaacgc atccaggccg gcagcccggce tccggagaaa cacgaagaca 5220
cacac 5225

<210> 41

<211> 252

<212> PRT

<213> Pseudomonas putida

<400> 41

96



Met Arg Ile

Leu Gly Phe

Ala Asn Phe
35

Asp Thr Gly
50

Tyr Ala Gln
65

Asp Asp Ser

Gly Ser Arg

Lys Glu Gly
115

Tyr Lys His
130

Ala Ala Thr
145

Gly Lys Ile

Ser Thr Gly

Lys Asp Gly
195

Leu His Asp
210

Asp Asn Ala
225

Ala Ala Ala

<210> 42

<211> 226

<212> PRT

<213> Pseudomonas putida

Arg

Asn

20

Thr

His

Ile

Thr

Phe

100

Tyr

Leu

Gln

Val

Asn

180

Lys

Pro

Ala

Val

Ser

Thr

Ala

Lys

Lys

Pro

85

Thr

val

Ser

val

Glu

165

Ala

val

Ile

Ala

Ile
245
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Pro

Ala

Pro

Leu

Asn

70

Lys

Tyr

Asp

Ile

Leu
150

Gly

Glu

Thr

Arg

Lys

230

Lys

Gln

Trp

Val

Ile

55

Gly

Lys

Ala

Ala

Ala

135

Asp

Gln

Leu

His

Gln

215

Ala

Ser

Leu

Ala

Gln

40

Ala

Ala

Leu

Ile

Lys

120

Asn

Gly

Asn

Gly

Gly

200

Asp

Leu

Tyr

97

Val

Asp

25

Ala

Ala

Pro

Glu

Gly

105

Gly

Pro

Leu

Ile

Phe

185

Ser

Ala

Val

Gly

Ile

10

Glu

Ile

Tyr

Phe

Ala

90

Thr

Glu

Lys

Lys

Thr

170

Val

Ala

Val

Glu

Tyr
250

Thr

val

Ala

Gly

Glu

75

Glu

Leu

val

Ala

Leu
155

Gln

Ala

Trp

Ile

Tyr

235

Glu

Ala

Gln

Lys

Ala

60

Val

Arg

Ala

Leu

Ala

140

Thr

Ala

Leu

Ile

Leu

220

Leu

Arg

Leu

Val

Asp

45

Thr

Phe

Glu

Leu

Lys

125

Pro

Glu

Phe

Ser

Vval

205

Asn

Lys

Ala

Ala

30

Phe

Gly

Leu

Thr

Trp

110

Lys

Tyr

Ala

Gln

Gln

190

Pro

Lys

Gly

Ser

15

Val

Glu

Gln

Ala

Val

95

Ser

Asn

Gly

Thr

Phe

175

Ile

Ser

Gly

Pro

Leu

Ala

Lys

Phe

Ala

Pro

Ala

Glu

Leu

Lys
160

Val

Tyr

Asn

Lys

Lys
240



<400> 42

Met

Leu

Ala

Ala

Tyr

65

Gln

Ile

Asn

Pro

Ala

Trp

Val

50

Leu

Ala

Gly

Ala

Leu

Ser

Trp

35

Val

Leu

Leu

Ser

Phe
115

Asp

Leu

20

Leu

Ala

Ile

Gly

Thr

100

Gly

Leu Arg Ala Ser

130

Ala Arg

145

val

Lys

Glu

Phe

Trp
225

<210> 43
<211> 363
<212> PRT

Gly

Thr

Tyr

Leu

210

Ser

Pro

Glu

Arg

Ser

195

vVal

Gly

Phe

Val

180

Gln

Leu

<213> Pseudomonas putida

Ala

Thr

Ala

Leu

Ala

Leu

85

Val

Ala

Pro

Phe

Gly

165

Val

Ala

Leu
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Ser Asp

Thr Leu

Arg Thr

Pro Leu
55

Leu Gly
70

Gly Ser

Tyr Ser

Ile Gly

Trp Asp
135

Val Thr

150

Val Vval

Ser Val

His Trp

Leu Leu
215

Leu

Ile

Arg

40

Val

Pro

Val

Met

Gln
120

Thr

Ala

Leu

Gln

Leu

200

Tyr

98

Gly

Leu

25

Ser

Leu

His

Val

Pro

105

Arg

Phe

Ser

Met

Ile

185

Ala

Ala

Ala

10

Leu

Trp

Pro

Gly

Phe

90

Phe

Pro

Val

Ile

Ile

170

Phe

Gly

Gly

Ile

Ile

Leu

Pro

Trp

75

Ser

Val

Leu

His

Leu

155

Gly

Asp

Ala

Arg

Trp Leu

Ile Gly

Arg Gly
45

Thr Val
60

Leu Gly

Phe Thr

Val Gln

Glu Val
125

Val val
140

Gly Phe

Gly Asn

His Val

Met Leu

205

Arg Gly
220

Thr

Thr

30

Pro

Ile

Gln

Gly

Pro

110

Ala

Leu

Ala

Ile

Glu

190

Val

Lys

Val

15

Pro

Val

Gly

Ala

Leu

95

Leu

Ala

Pro

His

Pro

175

Ala

Phe

Ala

Lys

Val

Gly

Phe

Thr

80

val

Gln

Thr

Leu

Thr

160

Asp

Met

Ser

Gly



<400> 43

Met

Thr

Phe

Gly

Trp

65

Val

Arg

Thr

Leu

Gly

Leu

50

Glu

Gly

Gly

Ala

Asp

His

35

Glu

Asp

Tyr

Asn

Ser

Val

20

Ser

Arg

Ser

Val

Leu
100

Ile

Asn

Gly

Ala

Thr

Phe

85

Thr
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Val

Leu

Ser

Ala

Arg

70

Gln

Phe

Ala

His

Gly

Ser

55

Gly

Glu

Gly

His

Leu

Lys

40

Ala

Tyr

Ala

Trp

99

Leu

Pro

25

Thr

Tyr

Phe

Ser

Arg
105

Lys

10

Gly

Ser

Ile

Gln

Leu

90

Arg

Leu

Arg

Cys

Glu

Ala

75

Phe

Val

Ala

Gly

Leu

vVal

60

Pro

Pro

Ala

Arg

Ile

Arg

45

Asn

His

His

Pro

Asp

Ser

30

Cys

Gly

Leu

Leu

Ala
110

Asp

15

Ala

Leu

Glu

Arg

Ser

95

Glu

Phe

Leu

Ala

Val

Pro

80

Val

Arg



Lys

Leu

Gly

145

Glu

Phe

Ser

Leu

Ala

225

Phe

Leu

Ala

Val

Leu

305

Val

Thr

Phe

Val

Asp

130

Ile

Pro

Leu

His

Glu

210

Glu

Arg

Gln

Ser

290

Pro

Leu

Arg

Ala

Ser

115

Arg

Ala

Leu

Glu

Ala

195

Gln

Leu

Gly

Leu

Val

275

Leu

Val

Val

Phe

Gln

Leu

Arg

Arg

Ala

Arg

180

Gln

Gly

Asp

Arg

Pro

260

Met

Ala

Arg

Ser

Ser

340

Ile

Asp

Pro

Ala

Ala

165

Leu

Asp

Arg

Leu

Val

245

Gly

Gly

Leu

Val

Leu

325

Ala

Lys
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Gln

Ala

Leu

150

Leu

His

Glu

Ala

Ser

230

Val

Ser

Ser

Ala

Arg

310

Asp

Asp

Ser

355

Ala

Thr

135

Leu

Asp

Asp

Val

Ile

215

Leu

Gly

Ser

Thr

Ala

295

Glu

Ala

Gln

Val

Cys

120

Leu

Ser

Ser

Glu

Ala

200

Ala

Ala

His

Gly

Leu

280

Asp

Ser

Gly

Leu

Ala

100

Gln

Ser

Ser

Pro

Leu

185

Arg

Ser

Gln

Asp

Pro

265

Arg

Ser

Cys

Gly

Gly

345

Leu

Leu

Gly

Pro

Arg

170

Asp

Leu

Gly

Gly

Pro

250

Leu

Val

Ala

Pro

Asn

330

Leu

Leu

Leu

Gly

Arg

155

Lys

Ile

Ala

Pro

Asp

235

His

Leu

Lys

Ser

Ala

315

Ala

His

Gly

360

Gly

Glu

140

Leu

Arg

Pro

Asp

Ile

220

Asp

Tyr

Arg

Val

Ser

300

Ala

Leu

Thr

Ile

125

Ala

Leu

Glu

Leu

His

205

Gly

Ala

Gly

Ile

Gln

285

Ile

Asn

Leu

Gly

Gly

Gln

Leu

Ile

Ile

190

Leu

Glu

Gly

Leu

Thr

270

Ala

Leu

Pro

Ala

Gln
350

His

Arg

Met

Leu

175

Tyr

Val

Thr

Val

Leu

255

His

Arg

Asn

Ala

Arg

335

Ile

Leu

val

Asp

160

Pro

vVal

Leu

Leu

val

240

Asp

Ala

Asp

Arg

His

320

Ile

Leu
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<210> 44

<211> 1479

<212> ADN

<213> Pseudomonas putida

<400> 44
atctacgcac aacccggaac tccaggcgec gtcgtatcet tcaaaccecceg ttatggcecaac 60
ttcatcggtg gecgagttegt gcagecgttg getggecagt acttcatcaa cagetcecgecg 120
gtcaatggce agccgattge cgaattcceg cgetccacgg cccaggacgt cgagegegece 180
ctggacgeecg cgcatgecge cgceccgaagcec tggggcaaga cctcggtgeca agaccgtgeg 240
cgggtactge tgaaaattgce cgaccgcatc gaacagaacce tggaagtgcet ggecggttacce 300
gaaagctggg acaacggcaa ggccatacgce gaaaccttga atgccgacgt geccgetggcea 360
gcggaccact tccgctattt tgeccggttge atcegegece aggagggtgg cgtaggcgag 420
atcaacgaag gcaccgtggc ttatcacatt cacgagccgce tgggtgtggt ggggcagatc 480
atcccgtgga acttcceget gectgatggec gectggaage tcgecccecgge cttggecget 540
ggcaactgceg tggtgctcaa gcccgeggag cagacgceccgce tgtcgattac cgtcectttgece 600
gaactgatcg ccgacctgtt geccggcagge gtactgaaca tcgtccaggg ctttggecegt 660
gaggccggtg aggcgectgge caccagcaag cgcattgcca agatcgegtt caccgggtcce 720
accceggtgg gcectcgcacat catgaagtge gecggccgaga acatcatccce gtccaccegte 780
gaactgggtg gcaagtcgcc gaacattttc ttcgaagaca tcatgcagge cgagccggeg 840
ttcatcgaga aggctgccga aggcctggtg ctggegttet tcaaccaggg cgaggtgtge 900
acctgeccegt cacgggeget gatccaggag tcgatctacg aaccgttcat ggeccgaggtg 960
atgaagaaga tcgccaagat cacccgeggce aacccgetgg ataccgaaac catggtgggt 1020
gctcaggegt ccgagcaaca gtacgacaag atcctttegt acctggaaat tgeccegggag 1080
gagggcgcge agctgctcac cggeggtggt geccgagcecgge tgcagggtga cctggccage 1140
ggttactaca ttcagccaac cctgctcaag ggcaacaaca agatgcgegt gttccaggaa 1200
gaaatctteg ggccagtggt gggcgtgacce accttcaagg acgaagccga agcgcetggeg 1260
atcgccaacg acagtgaatt cggcctggge geccggectgt ggacccgecga catcaaccge 1320
gcttaccgca tgggcecgegg gatcaaggcec gggcgagtgt ggaccaactg ctaccacctg 1380
tacccggege atgecggegtt cggggggtac aagaagtcecg gtgttggecg tgagacccac 1440
aagatgatgc ttgaccatta tcagcagacc aagaacctg 1479

<210> 45

<211> 494

<212> PRT

<213> Pseudomonas putida

<400> 45
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Met

Pro

Gly

Glu

Ala

65

Ala

vVal

Thr

Ala

Gly

145

Ile

Pro

Thr

Pro

Glu
225

Ile

Arg

Gln

Phe

50

His

Arg

Leu

Leu

Gly

130

Thr

Ile

Ala

Pro

Ala

210

Ala

Tyr

Tyr

Tyr

35

Pro

Ala

val

Ala

Asn

115

Cys

val

Pro

Leu

Leu

195

Gly

Leu

Ala

Gly

20

Phe

Arg

Ala

Leu

vVal

100

Ala

Ile

Ala

Trp

Ala

180

Ser

Val

Ala

Gln

Asn

Ile

Ser

Ala

Leu

85

Thr

Asp

Arg

Tyr

Asn

165

Ala

Ile

Leu

Thr
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Pro

Phe

Asn

Thr

Glu

70

Lys

Glu

vVal

Ala

His

150

Phe

Gly

Thr

Asn

Ser
230

Gly

Ile

Ser

Ala

55

Ala

Ile

Ser

Pro

Gln

135

Ile

Pro

Asn

val

Ile

215

Lys

Thr

Gly

Ser

40

Gln

Trp

Ala

Trp

Leu

120

Glu

His

Leu

Cys

Phe

200

Val

Arg

102

Pro

Gly

25

Pro

Asp

Gly

Asp

Asp

105

Ala

Gly

Glu

Leu

Val

185

Ala

Gln

Ile

Gly

10

Glu

Val

Val

Lys

Arg

90

Asn

Ala

Gly

Pro

Met

170

Val

Glu

Gly

Ala

Ala

Phe

Asn

Glu

Thr

75

Ile

Gly

Asp

val

Leu

155

Ala

Leu

Leu

Phe

Lys
235

Val

val

Gly

Arg

60

Ser

Glu

Lys

His

Gly

140

Gly

Ala

Lys

Ile

Gly

220

Ile

Val

Gln

Gln

45

Ala

Val

Gln

Ala

Phe

125

Glu

Val

Trp

Pro

Ala

205

Arg

Ala

Ser

Pro

30

Pro

Leu

Gln

Asn

Ile

110

Arg

Ile

Val

Lys

Ala

190

Asp

Glu

Phe

Phe

15

Leu

Ile

Asp

Asp

Leu

95

Arg

Tyr

Asn

Gly

Leu

175

Glu

Leu

Ala

Thr

Lys

Ala

Ala

Ala

Arg

80

Glu

Glu

Phe

Glu

Gln

160

Ala

Gln

Leu

Gly

Gly
240



<210> 46

Ser

Ile

Glu

Gly

Ser

305

Val

Glu

Leu

Gly

Ile

385

Glu

Ala

Gly

Ile

His

465

His

<211> 1465

<212> ADN

Thr

Pro

Asp

Leu

290

Arg

Met

Thr

Ser

Gly

370

Gln

Glu

Glu

Leu

Lys

450

Ala

Lys

Pro

Ser

Ile

275

Vval

Ala

Lys

Met

Tyr

355

Gly

Pro

Ile

Ala

Trp

435

Ala

Ala

Met

Val

Thr

260

Met

Leu

Leu

Lys

val

340

Leu

Ala

Thr

Phe

Leu

420

Thr

Gly

Phe

Met

Gly

245

val

Gln

Ala

Ile

Ile

325

Gly

Glu

Glu

Leu

Gly

405

Ala

Arg

Arg

Gly

Leu
485
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Ser

Glu

Ala

Phe

Gln

310

Ala

Ala

Ile

Arg

Leu

390

Pro

Ile

Asp

Val

Gly

470

Asp

His

Leu

Glu

Phe

295

Glu

Lys

Gln

Ala

Leu

375

Lys

Val

Ala

Ile

Trp

455

Tyr

His

Tle

Gly

Pro

280

Asn

Ser

Ile

Ala

Arg

360

Gln

Gly

Vval

Asn

Asn

440

Thr

Lys

Tyr

103

Met

Gly

265

Ala

Gln

Ile

Thr

Ser

345

Glu

Gly

Asn

Gly

Asp

425

Arg

Asn

Lys

Gln

Lys

250

Lys

Phe

Gly

Tyr

Arg

330

Glu

Glu

Asp

Asn

Val

410

Ser

Ala

Cys

Ser

Gln
490

Cys

Ser

Ile

Glu

Glu

315

Gly

Gln

Gly

Leu

Lys

395

Thr

Glu

Tyr

Tyr

Gly

475

Thr

Ala

Pro

Glu

Vval

300

Pro

Asn

Gln

Ala

Ala

380

Met

Thr

Phe

Arg

His

460

Val

Lys

Ala

Asn

Lys

285

Cys

Phe

Pro

Tyr

Gln

365

Ser

Arg

Phe

Gly

Met

445

Leu

Gly

Asn

Glu

Ile

270

Ala

Thr

Met

Leu

Asp

350

Leu

Gly

vVal

Lys

Leu

430

Gly

Tyr

Arg

Leu

Asn

255

Phe

Ala

Cys

Ala

Asp

335

Lys

Leu

Tyr

Phe

Asp

415

Gly

Arg

Pro

Glu

Ile

Phe

Glu

Pro

Glu

320

Thr

Ile

Thr

Tyr

Gln

400

Glu

Ala

Gly

Ala

Thr
480
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<213> Pseudomonas putida

<400> 46
gctgatagtg atccagcatc atcttgtgeg tctcacgecc aacccccgac ttettgtace 60
cgccgaacgce ggcatgecgec gggtacaggt ggtagcagtt ggtccacaca cggccagect 120
tgatgcceeg geccatgegg taggcacggt tgatgtegeg ggtccacacg cecggegecca 180
ggccgaacte ggtgtegttg gcaattgecca gegettegge ttegteecttg aaggtggtga 240
cgctgaccac cgggccgaag atttcttcecet ggaacacgeg catcttgttg ttgeccttga 300
gcagggtcgg ctggatgtag taaccggtag ccagcgaacce ttccagettce tcgaccttge 360
cgcecggtgag cagctcecggeg ccttettecet gggcaatctg caggtacgag aggatctttt 420
cgaactgcectg ctgcgaggcce tgggcgccga ccatggtgte ggtgtccaac gggtegecge 480
gcttgatctg cagcacctte ttcatcacca cttccatgaa ctgecggatag atcgactcett 540
gcaccagggc acgcgacggg caggtgcaca cttcaccectg gttgaagaac gccagcacca 600
tgcecttetge cgectteteg atgaagettg gttcggectg catgatgtet tcgaagtaca 660
cgttecggega cttgeccacce agttcgacgg tggacgggat gatgttctcg gecggegeatt 720
tcatgatgtg cgagcccacc ggggtagagc cggtgaaggc gatcttggeg atgegtttge 780
tggtggccag ggcttcaccg gettegegge catagecttg cactacgttg agcacgceccag 840
gtggcaacag gtcgccaatg acttcgagca gtacggtgat acccagecgge gtetgttegg 900
caggcttgag caccacgcag ttaccagctg ccagtgeccgg ggcaagctte caggcagceca 960
tcaggatcgg gaagttccag gggatgatct gecccgaccac gecccagtgge tegtggatgt 1020
ggtaggccac ggtgccttca ttgatttecgg cagcgceccgec ttecctgggeg cggatgcage 1080
cagcgaaata gcggaagtgg tcgaccgcca gcggaatgtc ggcgttgagg gtttcgegga 1140
tcggettgee gttgtcccag gttteggtaa tggccagcag ttcecgaggttce tgetcgatge 1200
ggtcggcgat cttcagcage acgttggaac gatcctgcac tgaagtgegg ccccaggegt 1260
cggccgecage atgggcggca tccagggett tgtcgatgte ttecggecagta gagecggggga 1320
actcagcgat cagcttgcca ttcaccgggg aggtattttce gaagtactge cccectttaceg 1380
gagtaacgaa ctcaccaccg atgtagttgc cgtagcgget cttgaaggaa accttegege 1440
ctteggtace gggatgtgeca taacg 1465

<210> 47

<211> 506

<212> PRT

<213> Pseudomonas putida

<400> 47
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Met

Ser

Gly

Glu

Ala

65

Ser

Leu

Thr

Ala

Gly

145

Ile

Pro

Thr

Pro

Glu
225

Arg

Arg

Gln

Phe

50

His

Asn

Leu

Leu

Gly

130

Thr

Ile

Ala

Pro

Pro

210

Ala

Tyr

Tyr

Tyr

35

Pro

Ala

Val

Ala

Asn

115

Cys

val

Pro

Leu

Leu

195

Gly

Leu

Ala

Gly

20

Phe

Arg

Ala

Leu

Ile

100

Ala

Ile

Ala

Trp

Ala

180

Gly

Val

Ala

His

Asn

Glu

Ser

Ala

Leu

85

Thr

Asp

Arg

Tyr

Asn

165

Ala

Ile

Leu

Thr
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Pro

Tyr

Asn

Thr

Asp

70

Lys

Glu

Ile

Ala

His

150

Phe

Gly

Thr

Asn

Ser
230

Gly

Ile

Thr

Ala

55

Ala

Ile

Thr

Pro

Gln

135

Ile

Pro

Asn

Val

Val

215

Lys

Thr

Gly

Ser

40

Glu

Trp

Ala

Trp

Leu

120

Glu

His

Ile

Cys

Leu

200

Val

Arg

105

Glu

Gly

25

Pro

Asp

Gly

Asp

Asp

105

Ala

Gly

Glu

Leu

Val

185

Leu

Gln

Ile

Gly

Glu

val

Ile

Arg

Arg

90

Asn

Val

Gly

Pro

Met

170

vVal

Glu

Gly

Ala

Ala

Phe

Asn

Asp

Thr

75

Ile

Gly

Asp

Ala

Leu

155

Ala

Leu

Val

Tyr

Lys
235

Lys

Val

Gly

Lys

60

Ser

Glu

Lys

His

Ala

140

Gly

Ala

Lys

Ile

Gly

220

Ile

Val

Thr

Lys

45

Ala

Val

Gln

Pro

Phe

125

Glu

val

Trp

Pro

Gly

205

Arg

Ala

Ser

Pro

30

Leu

Leu

Gln

Asn

Ile

110

Arg

Ile

Val

Lys

Ala

190

Asp

Glu

Phe

Phe

15

Val

Ile

Asp

Asp

Leu

95

Arg

Tyr

Asn

Gly

Leu

175

Glu

Leu

Ala

Thr

Lys

Lys

Ala

Ala

Arg

80

Glu

Glu

Phe

Glu

Gln

160

Ala

Gln

Leu

Gly

Gly
240



Ser

Ile

Glu

Gly

Ser

305

Val

Asp

Leu

Gly

Ile

385

Glu

Ala

Gly

Ile

His

465

His

Thr

Pro

Asp

Met

290

Arg

Met

Thr

Ser

Gly

370

Gln

Glu

Glu

val

Lys

450

Ala

Lys

Pro Val

Ser Thr
260

Ile Met
275

vVal Leu

Ala Leu

Lys Lys

Met Val

340

Tyr Leu
355

Lys Val

Pro Thr

Ile Phe

Ala Leu

420

Trp Thr

435

Ala Gly

Ala Phe

Met Met

Gly

245

val

Gln

Ala

Val

Val

325

Gly

Gln

Glu

Leu

Gly

405

Ala

Arg

Arg

Gly

Leu
485
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Ser His Ile

Glu Leu Gly

Ala Glu Pro
280

Phe Phe Asn
295

Gln Glu Ser
310

Leu Gln Ile

Ala Gln Ala

Ile Ala Gln
360

Lys Leu Glu
375

Leu Lys Gly
390

Pro Val val

Ile Ala Asn

Asp Ile Asn
440

Val Trp Thr
455

Gly Tyr Lys
470

Asp His Tyr

Ser Tyr Asp Ile Asn

500

106

Met

Gly

265

Ser

Gln

Ile

Lys

Ser

345

Glu

Gly

Asn

Ser

Asp

425

Arg

Asn

Lys

Gln

Pro

Lys

250

Lys

Phe

Gly

Tyr

Arg

330

Gln

Glu

Ser

Asn

val

410

Thr

Ala

Cys

Ser

Gln
490

Cys

Ser

Ile

Glu

Pro

315

Gly

Gln

Gly

Leu

Lys

395

Thr

Glu

Tyr

Tyr

Gly

475

Thr

Ala

Pro

Glu

Val

300

Gln

Asp

Gln

Ala

Ala

380

Met

Thr

Phe

Arg

His

460

Val

Lys

Ala

Asn

Lys

285

Cys

Phe

Pro

Phe

Glu

365

Thr

Arg

Phe

Gly

Met

445

Leu

Gly

Asn

Glu

val

270

Ala

Thr

Met

Leu

Glu

350

Leu

Gly

val

Lys

Leu

430

Gly

Tyr

Arg

Leu

Leu Gly Phe Phe
505

Asn

255

Tyr

Ala

Cys

Glu

Asp

335

Lys

Leu

Tyr

Phe

Asp

415

Gly

Arg

Pro

Glu

Leu
495

Ile

Phe

Glu

Pro

Val

320

Thr

Ile

Thr

Tyr

Gln

400

Glu

Ala

Gly

Ala

Thr

480

val
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<210> 48

<211> 1473

<212> ADN

<213> Pseudomonas putida

<400> 48
gcggtatttg ccagtgacte ttttggccag ctgaaagtgg agaaaattat gactgcecccag 60
tggaaccact acattaacgg ggaatacgta tcacccgaat ctgaagagta tatccacgag 120
ttcatcccaa ccacggettt gececgggtgac tcaatcgcaa ggggctecgge agctgacgtt 180
gataaggctg ttcegtgeccge ggcagegget cagectgect ggaatgcacg caagccaatt 240
gagcggggtce gtatccttcet cgeccataget cgtttggtte geogeccaacge ageggettte 300
tgcgccaaag aagcggaaga aactggcaag cctctgaaga tggecgectt tgagatcgag 360
gcatgtgctc agtactttga gtattacggc ggtttggcga cagccatcca gggcgaaacc 420
atcaacctcg gccccagecta ccacgcectat accacccgag agceccatttgg agtggtgggg 480
gtcatcctge cgtggaatte gecactgaac caagectggge gagccattge cccggeattg 540
gttagcggga acaccgtggt ggtcaaacct tcagagttca cctcggtgac gatgctccag 600
ttcgcggaac tggttgtgaa agaggcaggg ttgccaccag gcecgtattgaa cgtggttacce 660
ggcaccggta aggaaaccgg tgagcctctg gttaaacacce ctctgatccg aaaggttget 720
ttcaccggtt ctgtcecgtge cggacgggag atcggcaagce tcgccgcaga tcgcatcatt 780
ccgetgtege tcgaattggg cggcaaatcce ccgaacattg tecttcgaaga cgcagatcectg 840
gatcgagctg tcgegggtag cgtetttgec ttcaccgtca acactggtca agtctgtcectce 900
gcecgggaccee gttgectggt gecatgagtcg atttttgaaa aattctccaa gaagettgece 960
ggtgctgtag aggcgcttca gttcagecgac ggcgaaaget tcecggtctegg ccccectaacg 1020
accaaggctc agtttgagca ggttcatcgt tacaacgagc tggccatcca ggagggggcect 1080
cattgettgg tcggtgggga agctccaagt gacaaaaccg gctggtacgt acgacccacce 1140
gtctacacca acgtcaacaa ctcgatgecgg attgctcggg aagaaatttt cggaccegtt 1200
ctggtactga ttccgttcaa ggacgaaaac gaggcggtgg ccatcgcgaa tgactcggac 1260
tacgggcteg cggectggegt atggaccacc gatctggete gegegcaceg cgtatceceget 1320
caaatcgaag cgggccaggt gtacgtcaac gaatatccat caggtggcgt tgagactcca 1380
ttcggcggtt tcaagcaaag cggccatggg cgcgagaagg gcattgaagc actccaccat 1440
tacacccaaa caaagacgac catcatccge att 1473

<210> 49

<211> 492

<212> PRT

<213> Pseudomonas putida

<400> 49
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Met

Ile

Pro

Pro

Val

65

Ile

Asn

Leu

Tyr

Gly

145

Gly

Ile

Glu

Glu

Lys

Ala

Met

Glu

Gly

50

Arg

Glu

Ala

Lys

Tyr

130

Pro

Val

Ala

Phe

Ala

210

Glu

Val

Thr

Ser

35

Asp

Ala

Arg

Ala

Met

115

Gly

Ser

Ile

Pro

Thr

195

Gly

Thr

Phe

Ala

20

Glu

Ser

Ala

Gly

Ala

100

Ala

Gly

Tyr

Leu

Ala

180

Ser

Leu

Gly

Ala

Gln

Glu

Ile

Ala

Arg

85

Phe

Ala

Leu

His

Pro

165

Leu

Val

Pro

Glu
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Ser

Trp

Tyr

Ala

Ala

70

Ile

Cys

Phe

Ala

Ala

150

Trp

Val

Thr

Pro

Pro

Asp

Asn

Ile

Arg

55

Ala

Leu

Ala

Glu

Thr

135

Tyr

Asn

Ser

Met

Gly

215

Leu

Ser

His

His

40

Gly

Gln

Leu

Lys

Ile

120

Ala

Thr

Ser

Gly

Leu

200

Val

vVal

108

Phe

Tyr

25

Glu

Ser

Pro

Ala

Glu

105

Glu

Ile

Thr

Pro

Asn

185

Gln

Leu

Lys

Gly

10

Ile

Phe

Ala

Ala

Ile

90

Ala

Ala

Gln

Arg

Leu

170

Thr

Phe

Asn

His

Gln

Asn

Ile

Ala

Trp

75

Ala

Glu

Cys

Gly

Glu

155

Asn

Val

Ala

Val

Pro

Leu

Gly

Pro

Asp

60

Asn

Arg

Glu

Ala

Glu

140

Pro

Gln

Val

Glu

Val

220

Leu

Lys

Glu

Thr

45

Val

Ala

Leu

Thr

Gln

125

Thr

Phe

Ala

Val

Leu

205

Thr

Ile

val

Tyr

30

Thr

Asp

Arg

Val

Gly

110

Tyr

Ile

Gly

Gly

Lys

190

val

Gly

Arg

Glu

15

Val

Ala

Lys

Lys

Arg

Lys

Phe

Asn

Val

Arg

175

Pro

Val

Thr

Lys

Lys

Ser

Leu

Ala

Pro

80

Ala

Pro

Glu

Leu

Val

160

Ala

Ser

Lys

Gly

vVal



225

Ala

Ala

Asn

vVal

Arg

305

Ala

Leu

Asn

Ala

Asn

385

val

Ala

Leu

Tyr

Phe
465

Phe

Asp

Ile

Phe

290

Cys

Gly

Gly

Glu

Pro

370

Vval

Leu

Asn

Ala

Val

450

Lys

Thr

Arg

Val

275

Ala

Leu

Ala

Pro

Leu

355

Ser

Asn

val

Asp

Arg

435

Asn

Gln

Gly

Ile

260

Phe

Phe

vVal

val

Leu

340

Ala

Asp

Asn

Leu

Ser

420

Ala

Glu

Ser

Ser

245

Ile

Glu

Thr

His

Glu

325

Thr

Ile

Lys

Ser

Ile

405

Asp

His

Tyr

Gly
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230

vVal

Pro

Asp

Val

Glu

310

Ala

Thr

Gln

Thr

Met

390

Pro

Tyr

Arg

Pro

His
470

His Tyr Thr Gln

Arg

Leu

Ala

Asn

295

Ser

Leu

Lys

Glu

Gly

375

Arg

Phe

Gly

val

Ser

455

Gly

Thr
485

Ala

Ser

Asp

280

Thr

Ile

Gln

Ala

Gly

360

Trp

Ile

Lys

Leu

Ser

440

Gly

Arg

Lys

109

Gly

Leu

265

Leu

Gly

Phe

Phe

Gln

345

Ala

Tyr

Ala

Asp

Ala

425

Ala

Gly

Glu

Thr

Arg

250

Glu

Asp

Gln

Glu

Ser

330

Phe

His

val

Arg

Glu

410

Ala

Gln

val

Lys

235

Glu

Leu

Arg

VvVal

Lys

315

Asp

Glu

Cys

Arg

Glu

395

Asn

Gly

Ile

Glu

Gly
475

Ile

Gly

Ala

Cys

300

Phe

Gly

Gln

Leu

Pro

380

Glu

Glu

val

Glu

Thr

460

Ile

Gly

Gly

Val

285

Leu

Ser

Glu

Val

Val

365

Thr

Ile

Ala

Trp

Ala

445

Pro

Glu

Lys

Lys

270

Ala

Ala

Lys

Ser

His

350

Gly

Vval

Phe

val

Thr

430

Gly

Phe

Ala

Leu

255

Ser

Gly

Gly

Lys

Phe

335

Arg

Gly

Tyr

Gly

Ala

415

Thr

Gln

Gly

Leu

Thr Ile Ile Arg Ile

490

240

Ala

Pro

Ser

Thr

Leu

320

Gly

Tyr

Glu

Thr

Pro

400

Ile

Asp

Val

Gly

His
480



ES2712 181 T3

<210> 50

<211> 1487

<212> ADN

<213> Pseudomonas putida

<400> 50
atggtatatc tccttcgaat tctgtttcet gtgtgaaatt gttatccget cacaattcca 60
cacattatac gagccgatga ttaattgtca acagctcatt tcagaatatt tgccagaacc 120
gttatgatgt cggcgcaaaa aacattatcc agaacgggag tgcgccttga gcgacacgaa 180
ttatgcagtg atttacgacc tgcacagcca taccacagct tccgatggcet gectgacgcece 240
agaagcattg gtgcaccgtg cagtcgataa gcccggatca gettgcaatt cgegegegaa 300
ggcgaagcegg catttacgtt gacaccatcg aatggtgcaa aacctttcge ggtatggcecat 360
gatagcgeccce ggaagagagt caattcaggg tggtgaatgt gaaaccagta acgttatacg 420
atgtcgcaga gtatgccggt gtctcecttatc agaccgttte ccgegtggtg aaccaggceca 480
gccacgttte tgcgaaaacg cgggaaaaag tggaagcggc gatggcggag ctgaattaca 540
ttcccaaccg cgtggcacaa caactggcgg gcaaacagtc gttgetgatt ggegttgceca 600
cctccagtcect ggccectgcac gecgecgtcecge aaattgtcecge ggegattaaa tetcgegecg 660
atcaactggg tgccagcegtg gtggtgtcga tggtagaacg aagcggegtc gaagcectgta 720
aagcggceggt gcacaatctt ctcgegcaac gegtcagtgg getgatcatt aactatceccge 780
tggatgacca ggatgccatt gctgtggaag ctgcctgcac taatgttcecg gegttattte 840
ttgatgtctc tgaccagaca cccatcaaca gtattatttt ctcccatgaa gacggtacge 900
gactgggcegt ggagcatctg gtcgecattgg gtcaccagca aatcgegetg ttagegggcece 960
cattaagttc tgtctcggeg cgtectgegtce tggetggetg gcataaatat ctcactegea 1020
atcaaattca gccgatageg gaacgggaag gcgactggag tgccatgtcce ggttttcaac 1080
aaaccatgca aatgctgaat gagggcatcg ttcccactge gatgctggtt gccaacgatc 1140
agatggcgcet gggcgcaatg cgecgcecatta ccgagtececgg getgegegtt ggtgeggata 1200
tcteggtagt gggatacgac gataccgaag acagctcatg ttatatcceg ccgttaacca 1260
ccatcaaaca ggattttcge ctgetgggge aaaccagegt ggaccgettg ctgcaactcet 1320
ctcagggcca ggcggtgaag ggcaatcage tgttgeccegt ctcactggtg aaaagaaaaa 1380
ccaccctgge gcccaatacg caaaccgect ctcecececgege gttggeccgat tcattaatge 1440
agctggcacg acaggtttcce cgactggaaa gcgggcagtg acaatte 1487

<210> 51

<211> 2934

<212> ADN

<213> Pseudomonas putida

<400> 51

110



gcaacggcgt
agccgaggaa
acgcctggat
actgcaggaa
gcaccttggce
cgccagcegtce
ccccatcgece
cgtagatcat
agccatagcecc
aggccgcectt
caggctcgac
gcatccceccte
ggatcgggtce
gctccaggge
ggccaacatg
gctggcctat
ggatgcccag
gccatttegg
gggccaacac
gcttgttgee
agcgcaacag
tggcaccact
tcaggcacag
cgaacagcat
ccggggegea
atccgtcegg
tgttcaaagg
ccaggtcgag
gccagtgttg

tcegggtcag

ggcggccgeg
gaacccaacg
gcagcgegeg
gtcgectgeg
cagcgctgcce
cgcagcggcece
caataccttg
cgcgatgegg
acccaacacc
gacgatgggg
ggcggcegteg
ggtacgcacc
ggcgccctgg
atagtcgcegg
cagacgcgcg
caaccagccc
cttatgttce
caccagcaac
caggtggagt
actgaccgceg
gctgagatcg
gacgatgccc
gtaggcaccg
ctcttgcaag
tgccagcgac
ggtgcgtacc
ggccagcacce
gtcgacgteg
caggacgaac

gcaacgaaat

ES2712 181 T3

tcgatggeeg
cttteetget
ctgegggcecece
gcgceggtacg
tccagcgtgt
tcggtacgcea
cgcagcatca
ctgtegegea
tgcaaggcct
gtcaacagcg
gcgatatcca
cgcaactcca
gcgeccccect
gcectgttgece
gaattcatca
cgggccccct
aggccgtcge
agcgagagcc
atgtcgcggg
tagccaccegt
ctgceggect
ggcagatagc
tgggcgatge
gcegectcececa
ggccagccac
tcceegecect
tgctegecaga
gcatatgceg
tgcatgtcge

gagggttttc

ccacctgeceg
tttececeggeg
aggcgaaggc
gaaattcggg
cgcacgcact
actcactcaa
ggtegttgge
aggtctgcectce
tgcttgeccag
ccgccaatgt
gccactgggce
gcaagacccg
tggcecegecece
aggcggectce
tcacgaacat
ccaggcgtag
agtacagtgt
cgcggttgece
tcaggtcgtg
cgccaccgte
ggggttcggt
gcgcctgcag
cggtgtacat
gcactaacgg
cgtcgacata
ccatctggca
aacgggccge
gtaattgcgce
gcaggggcgce

gatcagcagc

111

gtcgaggteg
ctgegecgece
ctgcagcacc
atcgececgeg
gcccaacgcg
cagcagggcg
ctgtatttceg
gatggcaaac
gctgaacccc
cgcagccttce
cgtccagtag
acgcatggcece
cggggcactc
agcatgcccecc
cgccgccagg
tgcacaggtg
attgcgctgg
gggcggcgea
ttecgeegececa
gcccaggggce
caggcacatg
ctcggcggat
ggcccagecg
cagcccttgg
ggcgcgataa
gccctggega
ctcttecagt
ccaggcctga
cttccaggtc

gccatgecett

ggcagcaggt
cccactggceca
gttgcgcaca
gtcatcgaca
gcggcggcgg
aaaccttccce
ttggtgceccett
tcctgggtgt
tgctecggtga
gceegttgtg
gccagcgcgce
gggtgcaggt
atctggcgec
agcccttgea
ccgeccatggg
gcgctgeccee
ccatcctcca
tcecggcecaace
gagatgaaca
acggcgcegge
gtaggcaggg
gcatgggctt
tggttgctge
ccgccaageg
gccgeeggga
tcgceccgaac
acctgggcecg
tcggcecccgea
atcggatacc

ggccaccgec

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800



gatgcatgcce
gtggaccagg
gacattgagce
ctgggcecteg
cagcaaggta
cgtggccatc
ggctgecgee
gtgcaccggg
gctgacctceca
cagtgcctge
cagggcccgce
ggcacgggcec
ggcttecccag
ttcataggce
ggcgccactg
gcgctgecace
tggcagcatg
cgcctgaggg

gatgggcgag

gctgegatge
cgcagacctg
ttgtccacat
ttgatttcca
atggccggceg
agcaagcgcg
gcgccatcga
cgcagteggg
ctcacgccac
gcggtgacgce
tgatggctgce
aggtttteceg
agaaagtcct
gcgatcggat
cgcagctgtt
gccagtgeceg
taggcgtcga
gcggecagetg

atcgcggcecca

<210> 52

<211> 396
<212> PRT
<213> Pseudomonas putida

<400> 52

Met Val Arg Thr
1

Ser Pro Ile Asp
20

Ala Ala Ala Ala
35

Ala Gln Ala Ser
50

Pro

Leu

Pro

Phe
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catagcgcaa
tagcggccaa
cgagttcgag
ggcggtcgat
ccggeccgat
ccaaaggcgg
ccaccgcgca
ccagtgecgge
gcggcaatge
tgacgatttce
gcagggccca
cagtaccgat
tgaacccgac
tgcgcgacat
caccggcectg
gtaccgectg
agctggcectg
cacgtgccag

atgcgccacce

55

gttgecegteg
tgggtgacca
cgecetgggece
ctgctccagg
gcccatgagg
atgagtgcaa
actgttgcca
cgcegteggta
aatgccgegt
ctcgtcgaac
cgcgtccacce
catgtccacg
cggcgecccee
cgactcegeg
acgcaacagt
cggcacgcca
agccatgetg
caccgcgcegyg

caggtcgacc

10

25

40

112

cgcaattgac
agggcgatag
accgccagca
cgcaggccgce
ccgggeggea
tcggagtage
gcegtetgea
ggccgtgggt
ggctggcagce
cagccctgea
gtttcacgceg
ccggcagcecg
aggcgaaaac
cccacgcaca
tcaaggcceg
cagtagaggc
ccggcgagcea
ccggcctgaa

cagggcgtgce

60

gggccaaggt
cgcecgeceatg
cttgggcgge
tgcgctegag
cgccaacagce
gcgtgaccaa
cgccaccggce
ggctgtecetg
cttctaccte
cctgggettg
ccaggccata
ggtcgtacag
cgcecececggtg
gcacctggeg
tgccacagat
cgacatggcg
cactgtctac
tgcccaggtce

gcac

15

30

45

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2934

Trp Val Asp Leu Gly Gly 2la Leu Ala Ala Ile

Gly Ile Gln Ala Gly Arg Ala Val Leu Ala Arg

Gln Ala Val Asp Ser Val Leu Ala Gly Ser Met

Asp Ala Tyr Met lLeu Pro Arg His Val Gly Leu



Tyr

65

Cys

Ser

Asn

Pro

Ala

145

Gly

Arg

Ser

Ile

Arg

225

Gly

Ala

Ala

Gly

Leu
305

Cys

Gly

Gly

Pro

val

130

Gly

Leu

Ala

Val

Ala

210

Pro

Gly

Ala

Arg

Ile

290

Arg

Gly

Thr

Ala

Ile

115

Gly

val

Ala

Leu

Thr

195

Leu

Thr

val

Ala

Leu

275

Gly

Leu

Val

Gly

Arg

100

Ala

Phe

Asp

Arg

Gln

180

Ala

Pro

Asp

Gln

Leu

260

Leu

Pro

Glu

Pro

Leu

85

Gln

Ala

Lys

Met

Glu

165

Ala

Gln

Arg

Ala

Thr

245

Val

Met

Ala

Gln
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Gln

70

Glu

Val

Tyr

Asp

Ile

150

Thr

Gln

Ala

Gly

Ala

230

Ala

Thr

Ala

Pro

Ile
310

Ala

Leu

Leu

Glu

Phe

135

Gly

Val

val

Leu

vVal

215

Ala

Gly

Arg

Thr

Ala

295

Asp

Val

Leu

Cys

His

120

Leu

Thr

Asp

Gln

Glu

200

Ser

Leu

Asn

Tyr

Ala

280

Ile

Arg

113

Pro

Arg

Val

105

Arg

Trp

Ala

Ala

Gly

185

vVal

Glu

Ala

Ser

Ser

265

val

Thr

Leu

Ala

Gln

90

Gly

Gly

Glu

Glu

Trp

170

Trp

Glu

Val

Arg

Cys

250

Asp

Gly

Leu

Glu

Leu

75

Ala

Ala

Gly

Ala

Asn

155

Ala

Phe

Gly

Ser

Leu

235

Ala

Cys

val

Leu

Ile
315

Ala

Gly

Glu

Phe

Leu

140

Leu

Leu

Asp

Cys

Gln

220

Arg

Val

Thr

Pro

Leu

300

Asn

Val

Glu

Ser

Arg

125

Tyr

Ala

Arg

Glu

Gln

205

Asp

Pro

Val

His

Pro

285

Glu

Glu

Gln

Gln

Met

110

Leu

Asp

Arg

Ser

Glu

190

Pro

Ser

val

Asp

Pro

270

Gly

Arg

Ala

Arg

Leu

95

Ser

Gly

Pro

Ala

His

175

Ile

Arg

His

His

Gly

255

Pro

Leu

Ser

Gln

Ile

80

Arg

Arg

Ala

Ala

Tyr

160

Gln

val

Gly

Pro

Ala

240

Ala

Leu

Met

Gly

Ala
320
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Ala Gln Val Leu Ala Val Ala Gln Ala Leu Glu Leu Asp Val Asp Lys
325 330 335

Leu Asn Val His Gly Gly Ala Ile Ala Leu Gly His Pro Leu Ala Ala
340 345 350

Thr Gly Leu Arg Leu Val His Thr Leu Ala Arg Gln Leu Arg Asp Gly
355 360 365

Asn Leu Arg Tyr Gly Ile Ala Ala Ala Cys Ile Gly Gly Gly Gln Gly
370 375 380

Met Ala Leu Leu Ile Glu Asn Pro His Phe Val Ala
385 390 395

<210> 53

<211> 584

<212> PRT

<213> Pseudomonas putida

<400> 53

Met Thr Trp Lys Ala Pro Leu Arg Asp Met Gln Phe Val Leu Gln His
1 5 10 15

Trp Leu Arg Ala Asp Gln Ala Trp Ala Gln Leu Pro Ala Tyr Ala Asp
20 25 30

Val Asp Leu Asp Leu Ala Ala Gln Val Leu Glu Glu Ala Ala Arg Phe
35 40 45

Cys Glu Gln Val Leu Ala Pro Leu Asn Ser Ser Gly Asp Arg Gln Gly
50 55 60

Cys Gln Met Glu Gly Gly Glu Val Arg Thr Pro Asp Gly Phe Pro Ala
65 70 75 80

Ala Tyr Arg Ala Tyr Val Asp Gly Gly Trp Pro Ser Leu Ala Cys Ala
85 90 95

Pro Ala Leu Gly Gly Gln Gly Leu Pro Leu Val Leu Glu Ala Ala Leu
100 105 110

Gln Glu Met Leu Phe Gly Ser Asn His Gly Trp Ala Met Tyr Thr Gly
115 120 125

Ile Ala His Gly Ala Tyr Leu Cys Leu Lys Ala His Ala Ser Ala Glu
130 135 140

114



Leu

145

Thr

Arg

Val

Arg

Gly

225

Gly

Ile

Trp

Met

Glu

305

Met

Ile

Arg

Asp

Thr
385

Gln

Met

Cys

Ser

Asp

210

Asn

Gln

Arg

Leu

Asn

290

Ala

Ser

His

Thr

Ile

370

Leu

Ala

Cys

Arg

Gly

195

Ile

Arg

Arg

Gly

Ile

275

Ser

Ala

Ala

Leu

Glu

355

Ala

Ala

Arg

Leu

Ala

180

Asn

Leu

Gly

Asn

Ser

260

Gly

Ala

Trp

Pro

His

340

Gly

Asp

Ala

Tyr

Thr

165

Val

Lys

His

Leu

Thr

245

Ala

Gln

Arg

Gln

Gly

325

Pro

Met

Ala

Leu
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Leu

150

Glu

Pro

Leu

Leu

Ser

230

Leu

Thr

Pro

Leu

Gln

310

Arg

Ala

Arg

Ala

Leu
390

Pro

Pro

Leu

Phe

val

215

Leu

Tyr

Cys

His

His

295

Ala

Ala

Met

Ala

Val

375

Thr

Gly

Gln

Gly

Ile

200

Leu

Leu

Cys

Ala

Gly

280

Val

Arg

Lys

Arg

Leu

360

Glu

Pro

115

Ile

Ala

Asp

185

Ser

Ala

Leu

Asp

Leu

265

Gly

Gly

Asp

Gly

Arg

345

Ala

Pro

Ile

Val

Gly

170

Gly

Gly

Arg

Val

Gly

250

Arg

Leu

Leu

Tyr

Gly

330

Vval

Tyr

Ala

vVal

Ser

155

Ser

Gly

Gly

Leu

Pro

235

Leu

Leu

Ala

Gln

Ala

315

Ala

Leu

Trp

Gln

Lys
395

Gly

Asp

Asp

Glu

Pro

220

Lys

Glu

Glu

Ala

Gly

300

Leu

Gln

Leu

Thr

Arg

380

Ala

Ala

Leu

Gly

His

205

Asp

Trp

His

Gly

Met

285

Leu

Glu

Gly

Glu

Ala

365

Ala

Ala

Thr

Ser

Gly

190

Asp

Ala

Leu

Lys

Ala

270

Phe

Gly

Ala

Leu

350

Gln

Lys

Phe

Leu

Leu

175

Tyr

Leu

Pro

Glu

Leu

255

Arg

val

His

Arg

Asp

335

Arg

Trp

Ala

Thr

Pro

160

Leu

Ala

Thr

Pro

Asp

240

Gly

Gly

Met

Ala

Gln

320

Pro

Vval

Leu

Ala

Glu
400



Gln

Gly

Ile

Met

Leu

465

Ala

Val

Gly

Ala

Arg

545

Pro

Leu

Gly

Tyr

Ala
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento biocatalitico para producir vainillina a partir de acido ferulico,
en el que se cultiva, en presencia de acido ferudlico, una cepa bacteriana modificada por ingenieria genética del
género Pseudomonas que tiene la capacidad de convertir el acido ferdlico en vainillina;
en el que dicha cepa bacteriana modificada por ingenieria genética tiene una capacidad reducida para crecer en
vainillina como unica fuente de carbono; y
en el que dicha cepa modificada por ingenieria genética contiene al menos la siguiente modificacion genética:
i) regulacion por disminucion de la captacion celular de molibdato; y
ii) regulaciéon por disminucion de la actividad enzimatica codificada por el gen de la vainillina deshidrogenasa
(vdh).

2. El procedimiento de una de la reivindicacion 1, en el que la captacion celular de molibdato se regula por
disminucion regulando por disminucion el gen que codifica una proteina de uniéon a molibdato periplasmatica (modA)

3. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1y 2, en el que la captacion celular de
molibdato se regula por disminucién mediante la delecion de una secuencia de nucledtidos que comprende el operén
modABC.

4. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que al menos una de
las actividades enzimaticas codificadas por los genes para

iii) feruloil-CoA sintetasa (fcs) y

iv) enoil-CoA hidratasa (ech)

esta regulado por aumento.

5. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que la expresion cromosémica de los genes para la
feruloil-CoA sintetasa (fcs) y la enoil-CoA hidratasa (ech) esta regulada por aumento.

6. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 5, en el que la expresion de los genes para la feruloil-CoA
sintetasa (fcs) y la enoil-CoA hidratasa (ech) esta bajo el control de un elemento regulador que comprende un
promotor fuerte.

7. El procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones precedentes, en el que adicionalmente al menos una
de las siguientes actividades enzimaticas codificadas por los genes

v) aldehido deshidrogenasa PP_2680 y/o PP_0545
vi) benzaldehido deshidrogenasa PP_1948 esta regulada por disminucion.

8. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que adicionalmente al
menos una de las siguientes actividades enzimaticas codificadas por los genes:

vii) beta-cetotiolasa PP_3355 (aat)
viii) acil-CoA deshidrogenasa PP_3354.

esta regulado por disminucion.

9. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la cepa
microbiana que se va a modificar por ingenieria genética es una cepa de Pseudomonas putida.

10. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dicha cepa de
Pseudomonas putida estda modificada por ingenieria genética regulando por disminuciéon una actividad proteica
codificada por el gen para la proteina de adhesion superficial (lapA).

11. El procedimiento de una de las reivindicaciones precedentes, en el que la reaccién se realiza en células
completas de dichas cepas bacterianas o en un homogeneizado de células de las mismas o en una fraccion
obtenida de dicho homogeneizado.

12. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dicha cepa bacteriana se
aplica en forma libre o inmovilizada.

13. El procedimiento de una de las reivindicaciones precedentes se realiza de forma continua o discontinua.

14. El procedimiento de una de las reivindicaciones precedentes, en el que la vainillina asi formada se aisla del
medio de cultivo.

15. Una cepa de Pseudomonas modificada por ingenieria genética que contiene una modificacion genética como se
define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, y en la que dicha regulacién por disminucion se logra
mediante la delecion de un gen o la alteracién de un gen.
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