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DESCRIPCION
Agrupacion de genes para biosintesis de meledlidos y su aplicacion

La presente invencion se refiere a una agrupacion de genes recién identificada, en particular a polinucledtidos recién
identificados dentro de dicha agrupacion de genes, asi como a los polipéptidos codificados por los polinucleétidos, y
a su produccion y usos, asi como a sus variantes y a sus usos. Ademas, la presente invencion se refiere a un
método para producir protoiludeno hidroxilado y/o ésteres arilicos de tipo protoiludeno sesquiterpenoide usando los
polinucleétidos/polipéptidos recién identificados.

Antecedentes de la invencion

Debido al hecho de que la prevalencia de patdégenos microbianos con resistencia a la terapia antibidtica
convencional aumenta constantemente, la investigacion ha comenzado a centrarse en la busqueda y el desarrollo de
nuevos farmacos antimicrobianos con nuevos modos de accién. Los productos naturales son tradicionalmente una
fuente rica de compuestos bioactivos, pero aunque los terpenoides son, con diferencia, la clase mas grande de
productos naturales, solo hay tres farmacos antimicrobianos aprobados en la familia de los terpenoides y los tres son
derivados semisintéticos del producto natural fungico pleuromutilina (tiamulina, valnemulina y retapamulina).

Los basidiomicetos son una fuente particularmente rica de sesquiterpenoides complejos, estructuralmente diversos y
bioactivos, y determinados ésteres arilicos sesquiterpenoides de tipo protoiludeno del género Armillaria son pistas
prometedoras para el desarrollo de nuevos farmacos antimicrobianos. El género Armillaria, también conocido
comunmente como hongo de miel, actualmente se clasifica en la familia Physalacriaceae y comprende mas de 600
especies en todo el mundo. Las especies de Armillaria se consideran no sélo hongos comestibles, sino también
patégenos de la raiz notorios que atacan los arboles de corteza dura y las coniferas, asi como los arboles frutales y
la vid.

Se conocen miembros del género Armillaria para la produccion de dos tipos de ésteres arilicos de tipo protoiludeno
sesquiterpenoide, que se dividen segun la posicion del doble enlace en armililorselinatos y meledlidos. Hoy en dia se
conocen mas de 50 estructuras de armililorselinatos y meledlidos de Armillaria spp., lo que los convierte en uno de
los grupos mas diversos de productos naturales conocidos de hongos.

Si bien la biosintesis de algunos terpenos, en particular de origen vegetal, como el mentol, la artemisinina o el taxol,
se ha estudiado ampliamente en el pasado, se sabe poco sobre la sintesis de la gran mayoria, en particular de los
terpenos producidos por hongos.

Los ésteres arilicos de tipo protoiludeno se construyen a partir de un alcohol protoiludanol sesquiterpenoide y un
resto aromatico derivado de acido orselinico. Se cree que la biosintesis de todos los sesquiterpenoide de tipo
meledlido y armililorselinato se deriva de la ciclacion del precursor de sesquiterpeno universal difosfato de farnesilo a
protoiludeno. El sistema de anillo de protoiludeno se somete luego a varias reacciones de hidroxilacion, y los
alcoholes de protoiludanol resultantes se someten luego a esterificacion en la posicién C5-hidroxilo con derivados
del acido orselinico policétido.

Mientras que el acido orselinico y sus derivados son biosintetizados por numerosos microorganismos, y los
protoiludenos estan muy difundidos en los homobasidiomicetos, el acoplamiento de ambos parece ser tUnico en el
género Armillaria

El documento WO 2012/016912 A1 da a conocer microorganismos huésped y métodos para la produccion de
meledlidos, en el que un gen de protoiludeno sintasa de Armiallaria se expresa en el microorganismo huésped.

Engels et al. (“Cloning and characterization of an Armillaria gallica cDNA encoding protoilludene synthase, which
catalyzes the first committed step in the synthesis of antimicrobial melleolides”, Journal of Biological Chemistry
286(9):6871-6878 (2011) también da a conocer la expresion heteréloga de una protoiludeno sintasa de A. gallica en
E. coli.

Dado que, como ya se mencioné anteriormente, los meledlidos y armililoreselinatos, en medicina, son de gran
interés debido a su potencial actividad antimicrobiana y citotdxica, seria deseable producirlos especificamente o
enriquecerlos de forma controlada.

Por tanto, un objeto de la presente invencién es proporcionar herramientas nuevas y mejoradas mediante las cuales
pueda lograrse una produccion dirigida, o bien homdloga o bien heterdloga.

Sumario de la invenciéon

Segun la invencién, este y otros objetos se logran proporcionando un microorganismo huésped segun la
reivindicacion 1. Segun la invenciéon, el microorganismo huésped se transforma para comprender y expresar un
polinucleétido que codifica un polipéptido con actividad citocromo P450 monooxigenasa y que comprende o consiste
en una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que consiste en: (i) a) SEQ ID NO 5 a 8 de la lista de
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secuencias adjunta; b) una secuencia de acido nucleico complementaria a SEQ ID NO 5 a 8; c) secuencias de acido
nucleico que se hibridan en condiciones rigurosas con las secuencias de acido nucleico definidas en a) y b) o sus
hebras complementarias, (ii) un vector que contiene una secuencia de acido nucleico de (i), que codifica un
polipéptido con actividad citocromo P450 monooxigenasa, estando la secuencia de acido nucleico unida
operativamente a secuencias de control reconocidas por un microorganismo huésped transformado con el vector,
preferiblemente el vector es un vector de expresion, (iii) SEQ ID NO 9 de la lista de secuencias adjunta, en el que el
microorganismo huésped se transforma adicionalmente para expresar una 2-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA)
reductasa.

Se da a conocer en el presente documento una agrupacion de genes que comprende o consiste en los siguientes
genes: citocromo P450 monooxigenasa 1 de Armillaria gallica, citocromo P450 monooxigenasa 2 de Armillaria
gallica, P450 monooxigenasa 3 de Armillaria gallica, protoiludeno sintasa de Armillaria gallica, citocromo P450
monooxigenasa 4 de Armillaria gallica, en la que los genes estan dispuestos en el orden mencionado.

Los objetos se logran adicionalmente mediante un método respectivo para producir un protoiludeno hidroxilado y/o
un éster arilico de tipo protoiludeno sesquiterpenoide tal como se reivindica en las reivindicaciones adjuntas.

Ademas, la invencién proporciona el uso de la agrupacion de genes mencionada anteriormente para producir un
protoiludeno hidroxilado o un éster arilico de tipo protoiludeno sesquiterpenoide, y mediante un método respectivo
que usa la agrupacion de genes para producir un protoiludeno hidroxilado y/o un éster arilico de tipo protoiludeno
sesquiterpenoide.

Los objetos se logran completamente de esa manera.

Los polinucledtidos mencionados anteriormente, codifican cada uno para un polipéptido de Armiallaria gallica con
actividad monooxigenasa que, segun el conocimiento de los inventores, se ha identificado, purificado y caracterizado
enzimaticamente por primera vez. Estos polinucleétidos recién identificados catalizan reacciones de hidroxilacion
que convierten 6-protoiludeno en 6-protoiludeno mono o multi hidroxilado, cuya reaccién representa una etapa
crucial en la sintesis de protoiludenos hidroxilados o ésteres arilicos de tipo protoiludeno sesquiterpenoide. Por
tanto, al haber identificado el gen que codifica las monooxigenasas, se ha encontrado y generado una herramienta
valiosa y eficaz para influir en la produccion de protoiludenos hidroxilados o ésteres arilicos de tipo protoiludeno
sesquiterpenoide: los genes pueden, o bien solos o bien en una agrupaciéon que también comprende protoiludeno
sintasa, expresarse o sobreexpresarse de manera heteréloga con el fin de generar multiples copias de dichos genes,
por medio de los cuales la tasa de ciclacion y la generacion de protoiludenos hidroxilados en la sintesis de ésteres
arilicos de tipo protoiludeno sesquiterpenoide se eleva, y, por tanto, aumenta la produccion de ésteres arilicos de
tipo protoiludeno sesquiterpenoide. De esa manera, pueden obtenerse protoiludenos hidroxilados o ésteres arilicos
de tipo protoiludeno sesquiterpenoide altamente enriquecidos, que pueden o bien usarse como potentes sustancias
antimicrobianas y citotoxicas y pueden usarse como herramientas terapéuticas en todos los diferentes campos de
tratamiento y medicina, o bien modificarse adicionalmente para dar otras sustancias antimicrobianas derivadas de
dichos protoiludenos hidroxilados o ésteres arilicos de tipo protoiludeno sesquiterpenoide.

Segun la presente invencion, el término “polinucledtido(s)” se refiere generalmente a cualquier polirribonucleétido o
polidesoxirribonucleétido, que puede ser ARN o ADN sin modificar o ARN o ADN modificado. El/los
“polinucledtido(s)” incluye(n), sin limitacién, ADN mono y bicatenario, ADN que es una mezcla de regiones mono y
bicatenarias o regiones mono, bi y tricatenarias, ARN mono y bicatenario, y ARN que es una mezcla de regiones
mono y bicatenarias, moléculas hibridas que comprenden ADN y ARN que pueden ser regiones monocatenarias o,
mas normalmente, regiones bicatenarias o tricatenarias, o una mezcla de regiones mono y bicatenarias. Ademas,
“polinucledtido” tal como se usa en el presente documento se refiere a regiones tricatenarias que comprenden ARN
o ADN o tanto ARN como ADN. Las hebras en tales regiones pueden ser de la misma molécula o de moléculas
diferentes. Las regiones pueden incluir todas de una o mas de las moléculas, pero mas normalmente implican sélo
una region de algunas de las moléculas. Una de las moléculas de una region de triple hélice a menudo es un
oligonucledtido. Tal como se usa en el presente documento, el término “polinucledtido(s)” también incluye ADN o
ARN tal como se describié anteriormente que contienen una o mas bases modificadas. Por tanto, ADN o ARN con
estructuras principales modificadas por estabilidad o por otros motivos son “polinucleétido(s)” ya que ese término
esta previsto en el presente documento. Ademas, ADN o ARN que comprende bases inusuales, tales como inosina,
o bases modificadas, tales como bases ftritiladas, por nombrar sélo dos ejemplos, son polinucleétidos ya que el
término se usa en el presente documento. Se apreciara que se ha realizado una gran variedad de modificaciones al
ADN y al ARN que satisfacen muchos fines Utiles conocidos para los expertos en la técnica. El término
“polinucledtido(s)” tal como se emplea en el presente documento abarca tales formas quimica, enzimatica o
metabdlicamente modificadas de polinucleétidos, asi como las formas quimicas de ADN y ARN caracteristicas de
virus y células, que incluyen, por ejemplo, células simples y complejas. Ademas, “polinucledtido(s)” también abarca
polinucleétidos cortos a menudo denominados oligonucleétido(s).

“Polipéptido(s)” se refiere a cualquier péptido o proteina que comprende dos o mas aminoacidos unidos entre si por
enlaces peptidicos o enlaces peptidicos modificados. “Polipéptido(s)” se refiere tanto a cadenas cortas,
denominadas comunmente péptidos, oligopéptidos y oligdmeros como a cadenas mas largas denominadas
generalmente proteinas. Los polipéptidos pueden contener aminoacidos distintos de los 20 aminoacidos codificados
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por el gen. Elllos “polipéptido(s)” incluye(n) aquellos modificados o bien por procesos naturales, tales como
procesamiento y otras modificaciones postraduccionales, pero también por técnicas de modificacion quimica. Tales
modificaciones estan bien descritas en textos basicos y en monografias mas detalladas, asi como en una bibliografia
de investigacion voluminosa, y los conocen bien los expertos en la técnica. Se apreciara que el mismo tipo de
modificacion puede estar presente en el mismo grado o grado variable en varios sitios en un polipéptido dado.
Ademas, un polipéptido dado puede contener muchos tipos de modificaciones. Las modificaciones pueden
producirse en cualquier sitio en un polipéptido, incluyendo la estructura principal peptidica, las cadenas laterales de
aminoacido, y los extremos terminales amino o carboxilo. Las modificaciones incluyen, por ejemplo, acetilacion,
acilacion, ADP-ribosilacion, amidacion, unién covalente de flavina, uniéon covalente de un resto hemo, union
covalente de un nucleétido o derivado de nucleétido, unién covalente de un lipido o derivado de lipido, unién
covalente de fosfotidilinositol, reticulacion, ciclaciéon, formaciéon de enlaces disulfuro, desmetilacion, formacién de
reticulaciones covalentes, formaciéon de cisteina, formacién de piroglutamato, formilacion, gamma-carboxilacion,
glicosilacion, formacion de anclaje de GPI, hidroxilacion, yodacion, metilacién, miristoilacion, oxidacion,
procesamiento proteolitico, fosforilacion, prenilacion, racemizacion, glicosilacion, unién de lipidos, sulfatacion,
gamma-carboxilacion de residuos de acido glutamico, hidroxilacion y ADP-ribosilacién, selenoilacion, sulfatacion,
adicién de aminoacidos mediada por transferencia de ARN a proteinas, tales como arginilacion y ubiquitinacion. Los
polipéptidos pueden ser ramificados o ciclicos, con o sin ramificacion. Los polipéptidos ciclicos, ramificados y
ramificados circulares pueden resultar de procesos naturales postraduccionales y pueden producirse también por
métodos completamente sintéticos.

“Aislado” significa alterado “por la mano del hombre” de su estado natural, es decir, si se produce en la naturaleza,
se ha cambiado o retirado de su entorno original, o ambos. Por ejemplo, un polinucleétido o un polipéptido
naturalmente presente en un organismo vivo no esta “aislado”, pero el mismo polinucleétido o polipéptido separado
de los materiales coexistentes de su estado natural esta “aislado”, tal como se emplea el término en el presente
documento. De manera similar, una secuencia “sintética”, tal como se usa el término en el presente documento,
significa cualquier secuencia que se haya generado sintéticamente y no directamente aislada de una fuente natural.
“Recombinante” significa ADN modificado por ingenieria genética preparado mediante el trasplante o el corte y
empalme de genes de una especie en las células de un organismo huésped de una especie diferente. Dicho ADN se
convierte en parte de la composicion genética del huésped y se replica.

El término “polinucledtido que codifica un polipéptido” tal como se usa en el presente documento abarca
polinucledtidos que incluyen una secuencia que codifica un polipéptido de la invencion, particularmente
monooxigenasas de Armillaria gallica, que tienen las secuencias de aminoacidos tal como se expone en SEQ ID NO
1 a 4. El término también abarca polinucleétidos que incluyen una regién continua individual o regiones discontinuas
que codifican el polipéptido (por ejemplo, interrumpidas por fago integrado o secuencia de insercion o edicion) junto
con regiones adicionales que también pueden contener secuencias codificantes y/o no codificantes.

“Variante(s)” tal como se usa el término en el presente documento, es un polinucleétido o polipéptido que difiere de
un polinucleétido o polipéptido de referencia respectivamente, pero conserva propiedades esenciales. Una variante
tipica de un polinucleétido difiere en secuencia de nucleétidos de otro polinucleétido de referencia. Cambios en la
secuencia de nucledtidos de la variante pueden o no alterar la secuencia de aminoacidos de un polipéptido
codificado por el polinucleétido de referencia. Los cambios de nucleétido pueden dar como resultado sustituciones,
adiciones, deleciones, fusiones y truncaciones de aminoacidos en el polipéptido codificado por la secuencia de
referencia, tal como se comenta a continuacién. Una variante tipica de un polipéptido difiere en secuencia de
aminoacidos de otro polipéptido de referencia. Generalmente, las diferencias estan limitadas de modo que las
secuencias del polipéptido de referencia y la variante son estrechamente similares en general y, en muchas
regiones, idénticas. Una variante y polipéptido de referencia pueden diferir en la secuencia de aminoacidos en una o
mas sustituciones, adiciones, deleciones en cualquier combinacién. Un residuo de aminoacido sustituido o insertado
puede o no ser uno codificado por el cédigo genético. Una variante de un polinucleétido o polipéptido puede ser una
que se produce de manera natural tal como una variante alélica, o puede ser una variante que no se conoce que se
produzca de manera natural. Pueden producirse variantes de polinucledtidos y polipéptidos que no se producen de
manera natural mediante técnicas de mutagénesis, mediante sintesis directa, y mediante otros métodos
recombinantes conocidos para los expertos en la técnica.

También se incluyen dentro de la presente invencion y/o en la definicion de polipéptido variante polipéptidos
“ortélogos” (ortdlogos), que son péptidos codificados por genes en diferentes especies que evolucionaron a partir de
un gen ancestral comun por especiacion. Normalmente, los ortélogos conservan la misma funcién en el curso de la
evolucion.

Ademas, el término “célula huésped” o “microorganismo huésped” se define por la presente como una célula o
microorganismo o célula de microorganismo, que se ha transformado o transfectado, o es capaz de transformacion o
transfeccion mediante una secuencia de polinucleétidos exdgena, expresando asi de manera heteréloga el
polinucleétido introducido.

Por la presente y tal como se entiende generalmente, un “éster arilico de tipo protoiludeno sesquiterpenoide” ha de
entenderse que representa o bien un armililoreselinato o un meledlido. Como tal, se construyen a partir de un
protoiludeno sesquiterpenoide oxigenado y acido orselinico.
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Segun el microorganismo huésped y el método segun la invencion, el polinucledtido consiste en uno de SEQ ID NO
5 a 9 de la lista de secuencias adjunta y codifica un polipéptido con actividad monooxigenasa (SEQ ID NO 5 a 8) o
representa una agrupacion de genes que comprende 4 monooxigenasas Yy protoiludeno sintasa. SEQ ID NO 5 a 8
representa las secuencias de cuatro monooxigenasas de Armillaria gallica diferentes contenidas en la agrupacion de
genes para sintesis de meleolidos recién identificada de Armillaria gallica, agrupacion que también comprende el
gen de protoiludeno sintasa. SEQ ID NO 9 muestra la secuencia de la agrupacion.

Las SEQ ID NO 5 a 8 tal como se da a conocer en la lista de secuencias adjunta son las cuatro secuencias de
ADNC, respectivamente, de las monooxigenasas 1 a 4 tal como se identifica y caracteriza de Armillaria gallica. Debe
entenderse que otras variantes de las mismas, que tienen al menos una identidad de secuencia del 90%, y que
incluso pueden encontrarse en otras especies de Armillaria, también son adecuadas y parte de la invencién, puesto
que con las monooxigenasas recién identificadas se proporcionan herramientas valiosas mediante las cuales
pueden identificarse monooxigenasas similares, es decir monooxigenasas que difieren ligeramente de SEQ ID NO 5
a 8, mediante comparacién de secuencias y posterior prueba enzimatica.

La invencién también se refiere a vectores comprendidos en el microorganismo huésped, que comprenden un
polinucleétido o polinucleétidos de la invencion, microorganismos huésped y/o células huésped que se modifican por
ingenieria genética con vectores de la invencioén y la produccion de polipéptidos de la invencion mediante técnicas
recombinantes.

También pueden emplearse sistemas de traduccion libres de células para producir tales polipéptidos usando ARN
derivado de los constructos de ADN de la invencion.

El vector tal como se emplea en el microorganismo huésped segun la invencion, contiene una secuencia de acido
nucleico tal como se definié anteriormente, que codifica un polipéptido con actividad monooxigenasa, en el que la
secuencia de 4acido nucleico se une operativamente a secuencias de control reconocidas por una
célula/microorganismo huésped transformado o transfectado con el vector. Segun un aspecto de la invencion, el
vector es un vector de expresion, y, segun otro aspecto, el vector puede estar presente en forma de un plasmido,
coésmido, fago, liposoma o virus.

Para la produccion recombinante, las células huésped pueden modificarse por ingenieria genética para incorporar
sistemas de expresién o porciones del mismo o polinucleétidos de la invencion. La introduccion de un polinucleétido
en la célula huésped puede efectuarse mediante métodos descritos en muchos manuales de laboratorio
convencionales, tales como Davis et al., Basic Methods in Molecular Biology, (1986), y Sambrook et al., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, 22 ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989).

Por tanto, el polinucleétido segun la invencion puede, por ejemplo, estar comprendido en un vector que va a
transformarse/transfectarse de manera estable en células de microorganismo huésped. En el vector, el
polinucledtido de la invencion esta bajo el control de un promotor inducible, de modo que la expresion del
gen/polinucledtido puede dirigirse especificamente vy, si se desea, el gen o genes pueden sobreexpresarse de esa
manera.

Puede usarse una gran variedad de sistemas de expresion para producir los polipéptidos de la invencion. Tales
vectores incluyen, entre otros, vectores cromosémicos, episomicos y derivados de virus, por ejemplo, vectores
derivados de plasmidos bacterianos, de bacteriéfago, de transposones, de episomas de levadura, de elementos de
insercion, de elementos cromosomicos de levadura, de virus, y vectores derivados de combinaciones de los mismos,
tales como los derivados de elementos genéticos de plasmidos y bacteriéfagos, tales como césmidos y fagomidos.
Los constructos del sistema de expresion pueden contener regiones de control que regulan asi como generan la
expresion. Generalmente, puede usarse cualquier sistema o vector adecuado para mantener, propagar o expresar
polinucleétidos y/o para expresar un polipéptido en un huésped para la expresion en este aspecto. La secuencia de
ADN apropiada puede insertarse en el sistema de expresion mediante cualquiera de una variedad de técnicas bien
conocidas y de rutina, tales como, por ejemplo, las expuestas en Sambrook et al., véase lo anterior.

En el presente documento también se da a conocer un péptido aislado que consiste en una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en:

(a) una secuencia de aminoacidos mostrada en una de SEQ ID NO: 1 a 4;

b) una secuencia de aminoacidos de una variante alélica de una secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO
1 a 4, en la que dicha variante alélica esta codificada por una molécula de acido nucleico que se hibrida en
condiciones rigurosas con la hebra opuesta de una molécula de acido nucleico mostrada en SEQ ID NO 5 a 8,
respectivamente;

c) una secuencia de aminoacidos de un ortdlogo de una secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO 1 a 4,
en la que dicho ortélogo esta codificado por una molécula de acido nucleico que se hibrida en condiciones rigurosas
con la hebra opuesta de una molécula de acido nucleico mostrada en SEQ ID NO 5 a 8;y

(d) un fragmento de una secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO 1 a 4, en el que dicho fragmento
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comprende al menos 10 aminoacidos contiguos y presenta actividad monooxigenasa.

La invencidon se refiere a una célula/microorganismo huésped segun la reivindicacion 1, que se ha
transformadol/transfectado con el polinucleétido segun la invenciéon o que contiene un vector tal como se definié
anteriormente y en particular un microorganismo o célula huésped que se selecciona del grupo que consiste en
hongos incluyendo levadura y bacterias.

Debe entenderse que el microorganismo huésped expresa de manera heteréloga el polinucledtido recién
identificado, es decir al menos una de las monooxigenasas identificadas en el presente documento, preferiblemente
en combinacién con una protoiludeno sintasa, o expresa de manera heterdloga la agrupacion de genes tal como se
expone ademas a continuacion.

Segun otro aspecto de la invencién, se usa un microorganismo huésped, con el acido nucleico que codifica el
polipéptido con actividad monooxigenasa que se adapta al uso de codén del respectivo microorganismo huésped.

Segun otra realizacion de la invencion, la célula huésped es una Saccharomyces spp., en particular Saccharomyces
cerevisiae, una Aspergillus spp., en particular Aspergillus nidulans, un homobasidiomiceto, en particular un
homobasidiomiceto del género Armillaria, en particular Armillaria gallica, Armillaria mellea, Armillaria ostoyae, y otros
miembros del género Armillaria.

Auln otro aspecto de la invenciéon se refiere a un método para producir meledlidos tal como se reivindica en las
reivindicaciones adjuntas y que comprende las etapas de:

a) hacer crecer, en condiciones de nutrientes adecuadas que permiten la produccién de un protoiludeno hidroxilado
o éster arilico de tipo protoiludeno sesquiterpenoide, un microorganismo tal como se definié anteriormente; y

b) aislar dicho protoiludeno hidroxilado o dicho éster arilico de tipo protoiludeno sesquiterpenoide del
microorganismo huésped o del medio de crecimiento.

Segun un aspecto de la invencién, el protoiludeno hidroxilado se selecciona de 8-alfa-hidroxi-6-protoiludeno; 8-
alfa,13-hidroxi-6-protoiludeno; y el éster arilico de tipo protoiludeno sesquiterpenoide se selecciona de meledlido I,
armilaridina, meledlido A, meledlido F, meledlido B, meledlido K, evernitato de armililo, armilarina, arnamiol,
meledlido J, armilarivina, 10-alfa-hidroxi-meledlido, armililorselinato, meledlido E, 1-O-trifluoroacetil-meledlido E,
meledlido H, 5-O-metil-meledonal, meledonal, arnamial, meledlido C, meledlido D, meledonal A, meledonal C,
meledonol, deshidroarmililoreslinato, armilano, armilaridina.

Segun aun otro aspecto, el método que comprende las etapas mencionadas anteriormente consiste en las
siguientes etapas:

a) hacer crecer, en condiciones de nutrientes adecuadas, un microorganismo huésped transformado o transfectado
para expresar una 2-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA) reductasa y para comprender una secuencia de acido
nucleico seleccionada de a) SEQ ID NO 5 a 8 del protocolo de secuencia abarcado, b) una secuencia de acido
nucleico complementaria a SEQ ID NO 5 a 8, y c) secuencias de acido nucleico que se hibridan en condiciones
rigurosas con las secuencias de acido nucleico definidas en a) y b) o sus hebras complementarias;

b) sobreexpresar la secuencia de acido nucleico;

c) potenciar asi la produccion de protoiludeno hidroxilado o éster arilico de tipo protoiludeno sesquiterpenoide en la
célula del microorganismo, y

d) aislar dicho protoiludeno hidroxilado o éster arilico de tipo protoiludeno sesquiterpenoide del microorganismo o del
medio de crecimiento.

Segun una realizacion de la presente invencion, la invencion también se refiere a un método para producir un
protoiludeno hidroxilado y/o un éster arilico de tipo protoiludeno sesquiterpenoide, comprendiendo el método las
etapas de

a) proporcionar un microorganismo huésped que se ha transformado para expresar de manera heteréloga al menos
todo lo siguiente: i) una protoiludeno sintasa, y ii) al menos una citocromo P450 monooxigenasa, en la que al menos
una de (i) o (ii) es ajena a dicho microorganismo huésped,

b) hacer crecer, en condiciones de nutrientes adecuadas que permiten la produccion de los ésteres arilicos de tipo
protoiludeno sesquiterpenoide, produciendo asi el microorganismo huésped proporcionado en la etapa a) el
protoiludeno hidroxilado y, segun sea el caso, el éster arilico de tipo protoiludeno sesquiterpenoide.

El microorganismo huésped empleado en el método segun la invencion comprende por tanto al menos dos genes,
es decir una protoiludeno sintasa y al menos una citocromo P450 monooxigenasa, preferiblemente CYP-Arm1 a 4 de
Armillaria gallica tal como se identifica en la presente invencion.
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Por consiguiente, el método puede comprender ademas la etapa c):

c) aislar dicho protoiludeno hidroxilado y/o dicho éster arilico de tipo protoiludeno sesquiterpenoide del
microorganismo huésped o del medio de crecimiento.

En el método segun la invencion, la protoiludeno sintasa es una protoiludeno sintasa de uno de los siguientes:
Armillaria spp., en particular de Armillaria gallica, y/o la citocromo P450 monooxigenasa es CYPArm 1, 2,36 4 o
CYP-Arm 1 a 4 monooxigenasas tal como se identifica en el presente documento.

Por tanto, en el método de la invencion, la citocromo P450 monooxigenasa tiene una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en:

a) una secuencia de aminoacidos mostrada en cualquiera de SEQ ID NO 1 a 4 de la lista de secuencias adjunta;

b) una secuencia de aminoacidos de una variante alélica de una secuencia de aminoacidos mostrada en cualquiera
de SEQ ID NO 1 a 4, en la que dicha variante alélica esta codificada por una molécula de acido nucleico que se
hibrida en condiciones rigurosas con la hebra opuesta de una molécula de acido nucleico mostrada en SEQ ID NO 5
as;

c) una secuencia de aminoacidos de un ortélogo de una secuencia de aminoacidos mostrada en cualquiera de SEQ
ID NO 1 a 4, en la que dicho ortélogo esta codificado por una molécula de acido nucleico que se hibrida en
condiciones rigurosas con la hebra opuesta de una molécula de acido nucleico mostrada en SEQ ID NO 5 a 8.

d) un fragmento funcional de una secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO 2, en el que dicho fragmento
comprende al menos 10 aminoacidos contiguos, satisfaciendo la funcién de una citocromo P450 monooxigenasa.

Ademas, en un refinamiento del método de la invencion, en la etapa a) se proporciona un microorganismo que se ha
transformado adicionalmente para expresar una NADPH-citocromo P450 reductasa, preferiblemente una
NADPH:citocromo reductasa de Taxus chinensis.

Esta enzima se introduce con el fin de mejorar la reduccion de la enzima heteréloga del citocromo P450 en levadura.

Segun el microorganismo huésped y/o el método segun la invencién, el microorganismo huésped proporcionado en
la etapa a) se transforma adicionalmente para expresar una 2-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA) reductasa.

Esta enzima se introduce con el fin de aumentar el flujo a través de la ruta de acido mevalodnico para proporcionar
difosfato de farnesilo adicional para reforzar la biosintesis de protoiludeno.

Debe entenderse que preferiblemente el éster arilico de tipo protoiludeno sesquiterpenoide se selecciona de
meledlidos y armililorselinatos, en particular de protoiludeno monohidroxilado, en particular 8-hidroxi-6-protoiludeno,
protoiludeno dihidroxilado, en particular 8,13-hidroxi-6-protoiludeno.

En el presente documento se dan a conocer protoiludeno hidroxilado o el éster arilico de tipo protoiludeno
sesquiterpenoide obtenidos de un método segun la invencion.

Ademas, la presente invencion también se refiere al uso de una agrupaciéon de genes que comprende al menos (i)
una protoiludeno sintasa y (ii) al menos una citocromo P450 monooxigenasa para la produccion de un protoiludeno
hidroxilado y/o un éster arilico de tipo protoiludeno sesquiterpenoide.

En una realizacion preferida del uso y del método segun la invencion, se usa una agrupacion de genes que tiene una
secuencia de nucleotidos mostrada en SEQ ID NO 9 de la lista de secuencias adjunta.

Con los métodos dados a conocer y la expresion dirigida de la protoiludeno sintasa y citocromo P450
monooxigenasas es posible producir y acumular protoiludenos hidroxilados o ésteres arilicos de tipo protoiludeno
sesquiterpenoide en el microorganismo huésped o en el medio en el que esta contenido el microorganismo huésped.
Debe entenderse que se haya dentro de la destreza y conocimiento de un experto en la técnica, complementar la(s)
célula(s) del microorganismo huésped o cultivo de células del microorganismo huésped con precursores adicionales
y/o esenciales u ofras sustancias, nutrientes o metabolitos que pueden ser necesarios para completar o ayudar en la
produccién potenciada de protoiludeno hidroxilado o éster arilico de tipo protoiludeno sesquiterpenoide.

Se dan a conocer en el presente documento protoiludenos hidroxilados o ésteres arilicos de tipo protoiludeno
sesquiterpenoide obtenidos mediante el método tal como se definié anteriormente. Los protoiludenos hidroxilados o
ésteres arilicos de tipo protoiludeno sesquiterpenoide asi generados pueden usarse de manera eficaz como
medicamentos, por ejemplo, para tratar cualquier infeccion o enfermedad provocada por bacterias.

Debe entenderse que la produccion de protoiludenos hidroxilados o ésteres arilicos de tipo protoiludeno
sesquiterpenoide segun la invencién puede realizarse por medio de una sobreexpresion heteréloga u homologa del
polinucledtido que codifica la protoiludeno sintasa. Los sistemas y métodos, asi como las respectivas células
huésped adecuadas, seran evidentes para los expertos en la técnica tras la lectura de las ensefianzas de esta
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invencion.
Se derivan ventajas adicionales de la descripcion de las realizaciones y los dibujos adjuntos.

No hace falta decir que las caracteristicas mencionadas anteriormente y las caracteristicas que aun deben
explicarse a continuacién pueden usarse no solo en las combinaciones especificadas respectivamente, sino también
en otras combinaciones o por si mismas, sin apartarse del alcance de la presente invencion.

Breve descripcion de las figuras

Varias realizaciones de la invencion se ilustran en las figuras y se explican con mas detalle en la siguiente
descripcion. En las figuras:

la figura 1 muestra un esquema de la sintesis de meledlido | que implica la parte de la sintesis de terpeno que
comienza con la ciclacion de difosfato de farnesilo a 6-protoiludeno, seguida por la oxigenacion por medio de
citocromo P450 monooxigenasas; la etapa final es la uniéon de acido orselinico obtenido de la biosintesis de
policétido mediante una aciltransferasa;

la figura 2 muestra un esquema de la parte de biosintesis de terpeno de la agrupacion de genes de meledlido; la
agrupacion contiene la protoiludeno sintasa, cuatro citocromo P450 monooxigenasas y dos proteinas hipotéticas
(figura 2A); las figuras 2B a 2E presentan las secuencias de las cuatro citocromo P450 monooxigenasas
identificadas;

la figura 3 muestra resultados de inmunotransferencia de tipo Western de diferentes muestras de preparacion de
proteinas microsomales de citocromo P450 monooxigenasa CYP-Arm 1 a 4 que expresan clones de Saccharomyces
cerevisiae y el control negativo;

la figura 4 muestra un ensayo no radiactivo y analisis de CG/EM de extracto de disolvente obtenido de alimentacion
in vivo con 6-protoiludeno: el extracto de la alimentacioén in vivo del clon que expresa CYP-Arm3 (B) revela un pico
adicional en comparacion con el control negativo (A) a un tiempo de retencion de 10,6 min;

la figura 5 muestra un esquema de la levadura de panaderia de gemacién Saccharomyces cerevisiae para la
produccién de un supuesto hidroxiprotoiludeno;

la figura 6 muestra un esquema que presenta la estructura de hidroxiprotoiludeno obtenido de fermentacién que se
elucidé mediante espectroscopia de RMN como 8-hidroxi-protoiludeno.

Descripcion detallada de realizaciones preferidas

La figura 1 muestra un dibujo esquematico de algunos representantes de ésteres arilicos de tipo protoiludeno
sesquiterpenoide, que se producen por miembros del género Armillaria. Los dos tipos de ésteres arilicos de tipo
protoiludeno sesquiterpenoide se dividen segun la posicion del doble enlace en armililorselinatos y meledlidos (figura

1).

Material y métodos

Cepas y condiciones de crecimiento: se cultivd la cepa de Armillaria gallica FU02472 tal como se describid
previamente (Engels et al., “Cloning and Characterization of an Armillaria gallica cDNA encoding protoilludene
synthase, which catalyzes the first committed step in the synthesis of antimicrobial melleolides, J. Biol. Chem.
286:6871-6878 (2011)). Se obtuvo la cepa de levadura S. cerevisiae CEN.PK2-1C (MATa, ura3-52, trp1-289, Leu2-
3_112, his3 A1, MAL2-8c, SUC2) de EUROSCARF (EUROpean Saccharomyces Cerevisiae Archive for Functional
analysis) Universitat Frankfurt (Frankfurt am Main, Alemania) y se mantuvo en agar de medio minimo SC (Engels et
al., “Metabolic engineering of taxadiene biosynthesis in yeast as a first step towards TAxol production”, Metab. Eng.
10, 201-206 (2008)). Se us6 medio YP tamponado (triptona al 2% p/v, extracto de levadura al 1% p/v y MES 50 mM,
pH5,5) con glucosa al 2% p/v en cultivo discontinuo y galactosa al 2% p/v en fermentacion semicontinua para
induccion de la expresion impulsada por el promotor Gal1. Se realizé la transformacion de S. cerevisiae usando el
método de acetato de litio con seleccion previamente descrito (Engels et al., 2008).

Aislamiento de ADN genémico y construccion de bibliotecas: se aislé6 ADN genémico de Armillaria gallica usando el
método de bromuro de cetiltrimetilamonio (Murray y Thompson, 1980). Para la construccion de bibliotecas
gendémicas se usaron el kit de vector Lambda DASH II/BamHI en combinacién con los extractos de
empagquetamiento Gigapack Il Gold segun las pautas del fabricante (Stratagene, Heidelberg, Alemania). Para la
construccion de una biblioteca de “paseo” (walking) de genoma de A. gallica, se uso el kit Clontech (Saint-Germain-
en-Laye, Francia) GenomeWalker™Universal segun el protocolo del fabricante.

Examen de bibliotecas, secuenciacion y paseo genémico: se transfirieron plagas de fago a membranas de nailon
cargadas (GE Healthcare) y se examinaron usando sondas de &cido nucleico marcadas con *°P. Para la
prehibridacion e hibridacion Roti®Hybrid Quick (Carl Roth, Karlsruhe, Alemania) complementada con ADN de
esperma de salmén 0,1 mg/ml. Para el marcaje de las sondas, se usé el kit de marcaje de ADN Decalabel™
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(Fermentats, St. Leon-Rot, Alemania; desde 2010 Thermo Fisher Scientific). Las membranas se hibridaron durante
15 h a 65°C y luego se lavaron cuatro veces con tampén de hibridacion Roti®Hybrid Quick diluido (Roti®Hybrid
Quick:H20 1:2 durante 30 min, 1:5 durante 30 min y 1:10 dos veces durante 10 min). Las membranas se expusieron
entonces a pelicula de rayos X a -80°C durante 4 dias. Entonces se secuenciaron césmidos positivos aislados
mediante paseo con cebadores. Los fragmentos obtenidos de la amplificacion por PCR del paseo gendémico se
subclonaron para secuenciacion de ADN en el kit de clonaciéon Zero Blunt® (Invitrogen, Karlsruhe, Alemania).

Expresion heteréloga de citocromo P450 en levadura y pruebas funcionales por medio de alimentacion in vivo: se
clonaron las cuatro monooxigenasas dependientes del citocromo P450 de A. gallica por medio de clonacion
Gateway en el vector de expresion de levadura inducible de galactosa pYES-DEST52 (Invitrogen). Para la expresion
heterdloga de las citocromo P450 monooxigenasas, se uso la cepa de levadura haploide CEN.PK2-1C.

Para mejorar la reduccion de la enzima de citocromo P450 heterologo en levadura, se clon6 NADPH:citocromo P450
reductasa de Taxus chinensis (Jennewein et al., “Coexpression in yeast of Taxus cytochrome P450 reductase with
cytochrome P450 oxigenases involved en Taxol biosynthesis” Biotechnol. Bioeng. 89:588-598 (2005)) en el vector de
expresion de levadura pCM183 para coexpresion heterdloga. Para la preparacion de la fraccion microsémica de
levadura se usaron aproximadamente 5 g (peso hiumedo) de biomasa de levadura recombinante inducida con
galactosa para la preparacion de esferoblastos. Después de la alteracion de los esferoblastos usando perlas de
vidrio, se limpié el extracto bruto resultante mediante centrifugacion y se recogieron membranas ER del
sobrenadante por medio de una ultracentrifugacién 105.000xg durante tres horas. Para las pruebas funcionales por
medio de alimentacion in vivo, se coexpresaron de manera heterdloga las citocromo P450 monooxigenasas de A.
gallica con la citocromo P450 monooxigenasa de T. chinensis. Para las cepas inducidas con galactosa se uso o bien
6-protoiludeno frio o bien [?H]-6-protoiludeno marcado con tritio. Después de incubacion durante la noche, se afiadio
1 ml de salmuera a los cultivos de células de levadura inducidos y se extrajo el cultivo tres veces con 5 ml de n-
pentano. Se agruparon y se concentraron las fracciones de disolvente organico para radiocromatografia en capa fina
(CCF) o analisis de CG/EM.

Fermentacion de S. cerevisiae recombinante para la sintesis total de hidroxiprotoiludeno: para la biosintesis total de
cantidades suficientes de hidroxiprotoiludeno para elucidacién de la estructura por medio de analisis de RMN, se
transformaron las cepas de levadura CEN.PK2-1C que coexpresan la citocromo P450 monooxigenasa CYP-Arm3 de
A. gallica con la NADPH:citocromo P450 reductasa de T. chinensis con una version truncada de la HMG-CoA
reductasa 1 de levadura (Dimster-Denk et al., “Feedback regulation of 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A
reductase in Saccharomyces cerervisiae”, Mol.Biol.Cell 5:655-665 (1994)) clonadas en el vector pRS315 que
contiene un promotor PGK y terminador de la transcripcion cyc1. Se cloné protoiludeno sintasa de A. gallica en el
vector pRS423 (que complemente la auxotrofia de histidina de levadura CEN.PK2-1C) que contiene un promotor
Gal1 y un terminador de la transcripcion cyc1 (ambos obtenidos del vector pYES-DEST52).

Espectrometria por RMN: se registraron todos los espectros de RMN en un espectrometro de RMN de 500 MHz
DRX de Bruker usando una sonda BBO de 5 mm con un gradiente en z. Se disolvieron muestras de
hidroxiprotoiludeno en diclorometano deuterado hasta una concentracion final de aproximadamente 50 mM y se
calibraron con respecto a las sefiales de disolvente a 5,32 ppm y 54,00 ppm, respectivamente. Se adquirié espectro
de 3C-RMN mediante 1000 transitos con un pulso de 30° y un retardo de 2 segundos. Se adquirio el '*C-DEPT-135
mediante 400 transitos. Se adquirieron todos los espectros bidimensionales usando programas de pulso
convencional de BRUKER. Se midieron los espectros DQF-COSY y gs-NOESY con 512 incrementos con dos o
cuatro transitos por incremento, respectivamente. Se usé un tiempo de mezclado de 600 ms para el espectro
NOESY. Se midié la correlacion heteronuclear mediante espectros gs-HSQC y gs-HMBC, se adquiri6 con 512
incrementos con cuatro y ocho transitos por incremento, respectivamente. Ambos espectros se optimizaron para
acoplamientos 'J y "J de 140 Hz y 8 Hz, respectivamente. Se procesaron los datos usando software TopSpin 1.3
(Bruker Biospin) y MestReNova 8.0 (MestreLab Research).

Resultados
Aislamiento de agrupacién de genes biosintética usando examen de biblioteca de fagos y paseo genémico

Para el aislamiento de la agrupacién de genes de tipo protoiludeno sesquiterpenoide se construyé una biblioteca de
fatos de ADN gendmico de Armillaria gallica; se realiz6 el examen usando protoiludeno sintasa de A. gallica como
sonda. Se usaron dos de las placas positivas obtenidas de la segunda ronda de examen para aislamiento de ADN
de césmido. La digestion de restriccion del ADN de cosmido obtenido mostré patrones de fragmento idénticos que
condujeron a la conclusion de que ambos césmidos son idénticos. El inserto de uno de los cosmidos (cosmido 5.1)
se secuenci6é entones mediante paseo con cebadores que reveld un fragmento de 22,902 kb.

El analisis de los datos de secuencia obtenidos identificé la secuencia genémica de protoiludeno sintasa aislada
previamente y tres secuencias con alta homologia con monooxigenasas dependientes del citocromo P450 de las
cuales una parece ser una secuencia parcial. Ademas de la protoiludeno sintasa y las citocromo P450
monooxigenasas, se identificaron dos secuencias con funciones desconocidas (marcadas como proteinas
hipotéticas) y una secuencia con alta homologia con una GMC oxidorreductasa en el fragmento de ~ 23 kb.
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Con los ésteres arilicos de tipo protoiludeno oxigenandose en hasta ocho posiciones, la identificacion de tres
citocromo P450 monooxigenasas similares asociada estrechamente con la protoiludeno sintasa ya proporcion6 una
primera indicacion de un posible agrupamiento de la ruta biosintética en A. gallica.

A continuacién se construyd una biblioteca de paseo gendmico ligando fragmentos adaptadores de ADN con ADN
gendmico de A. gallica digerido por restriccion y mediante secuenciacion de los fragmentos de PCR obtenidos,
pudieron completarse las citocromo P450 monooxigenasas parciales encontradas del inserto de cosmido de la
secuencia. Entonces se uso parte de la secuencia recién identificada para examinar 1,7 x 10* unidades formadoras
de placa adicionales de la biblioteca de fagos genémica. El examen dio como resultado un clon que también
demostré ser positivo en una posterior segunda ronda de examen. La secuenciacion del inserto de césmido reveld
un fragmento genoémico de A. gallica de 16,27 kb que contenia una citocromo P450 monooxigenasa adicional
(denominada CYP-Arm1) ademas de tres supuestos genes con homologia con una endonucleasa de reparacion de
ADN, un activador de la transcripcion y una transcriptasa inversa. Un intento de paseo con cebadores 3’ al
fragmento de césmido 5.1 no reveld mas genes con posible funcién en la biosintesis de terpenoides o policétido. La
figura 2 muestra el esquema de la parte de biosintesis de terpeno de la agrupacion de genes de meledlido obtenida
del examen de la biblioteca de ADN genémico con sondas radiactivas (protoiludeno sintasa); la agrupacion contiene
la protoiludeno sintasa (“Pro 1”), cuatro citocromo P450 monooxigenasas, denominadas “CYP-Arm1”, “CYP-Arm2”,
“CYP-Arm3” y “CYP-Arm4”, y dos proteinas hipotéticas.

Amplificacion de las citocromo P450 monooxigenasas identificadas de la biblioteca de ADNc de A. gallica

La secuenciacion del ADN gendmico clonado revelé un alto grado de fragmentaciones de intrones/exones de las
cuatro secuencias de citocromo P450 monooxigenasa gendmicas encontradas. La secuencia gendmica de
citocromo-P450 CYP-Arm1 que se extiende mas de 2158 pb contiene 10 intrones, con exones que varian de tamario
desde 38 pb hasta 537 pb. Las secuencias gendémicas de CYP-Arm2 y CYP-Arm3 muestran alta similitud,
conteniendo ambas 11 intrones y presentando una identidad de secuencia global del 73,8%. El analisis de CYP-
Arm4 identificé un marco de lectura abierto que codifica una proteina de 509 aminoacidos, se interrumpe el ORF
deducido en 14 intrones dando exones de 4 a 190 pb de longitud. El analisis adicional de las citocromo P450
monooxigenasas aisladas en los niveles de secuencia de aminoacidos presenta una similitud de secuencia de
aminoacidos de CYP-Arm1, CYP-Arm2 y CYP-Arm 3 en comparacion con CYP-Arm 4 del 32,5%, el 34,0% y el
34,0%, respectivamente.

Basandose en estas secuencias predichas, se amplificaron los correspondientes ADNc mediante reaccién en
cadena de la polimerasa a partir de una biblioteca de ADNc de A. gallica. La secuenciacion de varios fragmentos de
PCR subclonados revelé una fraccion significativa de los clones de ADNc que todavia contienen intrones. Para las
cuatro citocromo P450 monooxigenasas, sin embargo, se obtuvieron clones de ADNc correctos y se subclonaron
para determinar la expresion heterdloga en Saccharomyces cerevisiae. Para facilitar el analisis de la correcta
expresion heterdloga y ubicacion en el reticulo endoplasmatico de levadura, las cuatro citocromo P450
monooxigenasas se marcaron con histidina en el extremo C-terminal.

Expresion heterdloga de citocromo P450 monooxigenasas y examen funcional.

Para la expresion heterdloga, los cuatro constructos de expresiéon construidos que contienen las citocromo P450
monooxigenasas aisladas de A. gallica se transformaron en CEN.PK2-1C de levadura. Tras la induccion de la
expresion heterdloga con L-galactosa, se recogieron las células de levadura recombinantes y se examind la
ubicacion correcta del P450 expresado de manera heteréloga por medio de la preparacion de proteina microsémica
de levadura. El andlisis de inmunotransferencia que usa un anticuerpo primario especifico de hexa-histidina mostré
la ubicacion correcta de la proteina heteréloga expresada (con un peso molecular esperado de 57 a 60 kDa) con
respecto a la fraccion microsémica (véase la figura 3).

Para pruebas funcionales de las monooxigenasas dependientes del citocromo P450 clonadas, la NADPH:citocromo
P450 reductasa de Taxus chinensis se coexpresoé en la levadura recombinante. Para un examen funcional inicial del
citocromo P450 clonado de A. gallica se tom6 un enfoque de alimentacion in vivo. Para el experimento de
alimentacion in vivo, se le afiadieron 15.000 cpm de 6-protoiludeno marcado con H a un cultivo de levadura de 5 ml
inducido y los cultivos se incubaron durante la noche. Entonces se analizaron los extractos organicos de los cultivos
de levadura individuales por medio de radiocromatografia en capa fina (radio-CCF). El analisis de radio-CCF para
CEN.PK2-1C que expresa la CYP-Arm3 junto con la citocromo P450 reductasa de T. chinensis mostré una
conversion casi completa del 6-protoiludeno marcado con tritio de alimentacién en un supuesto producto hidroxilado
mas polar. Ademas, con CYP-Arm2, se observé un producto mas polar, sin embargo la conversion se produjo en
este caso en un grado mucho menor. De manera interesante, la reextraccion del 6-protoiludeno proporcionado a
partir del cultivo de células de levadura usando n-pentano demostrd ser dificil, sin embargo parecia mejorar
significativamente para derivados hidroxilados.

Para analisis adicional usando CG/EM, se alimentaron las cepas de levadura recombinante con 6-protoiludeno “frio”
derivadas de la reaccion de sintesis basada en biocatalisis usando difosfato de farnesilo y protoiludeno sintasa
recombinante. Los cultivos de levadura recombinante inducidos y alimentados in vivo se extrajeron entonces de
manera similar con n-pentano y se analizé el extracto organico por medio de CG/EM. El CG-cromatograma de CYP-
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Arm3 mostré en comparacion con el control negativo (que sélo expresa la NADPH:citocromo P450 reductasa de T.
chinensis) un pico adicional (figura 4). El espectro de masas obtenido mostré masas correspondientes a un producto
de hidroxiprotoiludeno.

Biosintesis total de hidroxiprotoiludeno mediante S. cerevisiae recombinante.

A continuacion, se elucidé la estructura del posible producto de hidroxiprotoiludeno mediante analisis por RMN.
Puesto que para la elucidacion estructural adecuada del compuesto se requieren varios miligramos de producto
puro, fue necesario obtener suficiente material. Para este fin, y para la purificacién del compuesto a homogeneidad y
analisis, se modificd por ingenieria genética una cepa de Saccharomyces cerevisiae que podia realizar biosintesis
total del supuesto hidroxiprotoiludeno.

Para la fermentacion total, se emple6 la cepa de S. cerevisiae CEN.PK2-1C transformada con vectores de expresion
episomales que contienen la NADPH:citocromo P450 reductasa de T. chinensis, las citocromo P450
monooxigenasas CYP-Arm3, una version truncada de la HMG-CoA reductasa (tHMGR) de levadura y la protoiludeno
sintasa de A. gallica. Se coexpresoé la NADPH:citocromo P450 reductasa de T. chinensis de manera heteréloga con
el fin de aumentar la reduccion y, por tanto, la actividad catalitica de la citocromo P450 monooxigenasa. Se incluy6
la version truncada, desregulada de la HMG-CoA reductasa de levadura para aumentar el flujo a través de la ruta de
acido mevaloénico para proporcionar difosfato de farnesilo adicional para reforzar la biosintesis de protoiludeno
(véase la figura 6).

La tabla 1 a continuacién muestra un resumen de los plasmidos transformados y los genes expresados de manera
heterdloga en la cepa de S. cerevisiae recombinante para la produccién de hidroxiprotoiludeno:

Tabla 1:

Plasmido ORF Promotor Auxotrofia
pCM183::P450-Red-tc | Citocromo P450 reductasa Peyet Triptéfano TRP1)
pRS315::tHMGR-sc 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA- Prak Leucina (LEU2)

reductasa
pRS423::Pro1HIS6 protoiludeno sintasa Pcari Histidina (HIS3)
PYES-DEST52::CYP- |citocromo P450 monooxigenasa |Pgal UraciloURAS3)
Arm3HIS6 CYP-ARM3

Se llevé a cabo la fermentacién para la sintesis total del supuesto producto de hidroxiprotoiludeno usando la cepa
metabolica modificada por ingenieria genética en una escala de 2,8 |. Para la purificacion del producto CYP-Arm3,
se empleod el sobrenadante del cultivo, separado de la biomasa.

Purificacion de hidroxiprotoiludeno y elucidacion de la estructura

Se extrajo el sobrenadante de cultivo obtenido mediante adicion de polvo de silice C18 RP e incubacion a 4°C
durante Se recuper6 el material de silice C18 RP mediante filtracion y se secé mediante liofilizacion. Se realizé la
extraccion usando un aparato Soxhlet con n-pentano como disolvente organico. Se concentro el extracto resultante a
vacio. Entonces se purifico el extracto en bruto mediante cromatografia sobre gel de silice 60, gel de silice con
funcionalidad cloropropilo y mediante HPLC semipreparativa de fase inversa. Después de tres etapas de
purificacion, pudieron obtenerse aproximadamente 40 mg de producto puro para analisis de RMN.

Para la determinacion estructural se realizaron tanto analisis de RMN de '"H como de "3C. La tabla 2 a continuacion
muestra los desplazamientos de RMN de 'H y de '3C completos y sus asignaciones como resultado del analisis de
espectros de RMN bidimensionales:
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Tabla 2:

El analisis mostré que el compuesto aislado era 8-hidroxi-6-protoiludeno, que es por lo que CYP-Arm3 ha
demostrado actuar como una 8-alfa-hidroxilasa. Ademas,
caracterizacion funcional, junto con la elucidacion de la estructura molecular del producto, de una catalizacion
mediada por citocromo P450 monooxigenasa a un alcohol de sesquiterpeno a partir de un basidiomiceto.

En una siguiente etapa, se elucidd si la expresion adicional de CYP-Arm2 podria conducir a una estructura de

ES 2747 844 T3

Numero Sefiales de 'H Sefiales de °C
1 1,35 (dd) 41,5(T)
1.4 (dd)
2 2,4 (dt) 46,7 (D)
3 - 456 (S)
4 1,84 (2H, m) 36,6 (T)
5 2,5(m) 25,0
2,7 (m)
6 - 141,5 (S)
7 - 126,8 (S)
8 3,98 (d, ancho) 74,5 (D)
9 2,2 (m) 51,1 (D)
10 1,16 (t) 46,9 (T)
11 - 40,05 (S)
12 1,06 (3H, s) 204 (Q)
13 1,64 (3H, s) 11,1 (Q)
14 1,11 (3H, s) 29,6 (Q)
15 0,99 (3H, s) 22,1 (Q)
-OH 1,47 (ancho) -

protoiludeno dihidroxilada.

Para este fin, el conjunto de plasmidos que iba a emplearse tuvo que adaptarse para la expresion de un quinto gen
foraneo. La siguiente tabla 3 muestra los plasmidos transformados y los genes expresados de manera heteréloga en

la cepa de S. cerevisiae recombinante para la produccién de protoiludeno dihidroxilado:

Tabla 3:

los resultados mostraron, por primera vez,

Plasmido ORF Promotor| Auxotrofia
pCM183::P450-Red-tc Citocromo P450 reductasa Peyer Triptéfano
(TRP1T)
pRS315::thmgr-sc 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA-reductasa |Ppck Leucina
(LEU2)
PRS423::Pro1HIS6.:CYP- |protoiludenc sintasa y citocromo P450(2 x Pgai |Histidina
Arm3HIS6 monooxigenhasa CYP-Arm3 (HIS3)
PYES-DESTS52::CYP- Citocromo P450 monooxigenasa CYP-|Pgan Uracilo
Arm2HIS6 ARM2 (URA3)
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Para la fermentacion de un protoiludeno dihidroxilado, se llevé a cabo una fermentacién a una escala de 3 |, de
manera analoga a la fermentacion descrita anteriormente para la produccion del 8-alfa-6-protoiludeno
monohidroxilado. Para la purificacién del producto, el sobrenadante de cultivo, separado de la biomasa, se sometié a
una extraccion con cloroformo. Se analizé el extracto concentrado por medio de CG/EM y CL/EM/EM, de manera
analoga al proceso de aislamiento del 8-alfa-6-protoiludeno.

Purificacion de protoiludeno dihidroxilado y elucidacion de la estructura

Se extrajo el sobrenadante de cultivo obtenido en cloroformo-d1 y se sec6 al aire, se disolvid en disolvente
deuterado, y se analizé por medio de CG/EM.

Para la determinacion estructural adicional, se realizaron analisis tanto de RMN de 'H como de '3C directos. La tabla
4 a continuacion muestra los desplazamientos de RMN de 'H y de '3C completos y sus asignaciones como resultado
del analisis de espectros de RMN bidimensionales:

Tabla 4:
Nimero | Sefiales de 'H | Sefiales de '°C
1 1,21 (dd) 412(T)
1,32 (dd)
2 2,32 (clt) 46,1 (D)
3 - 456 (S)
4 1,78 (2H, m) 36,1 (T)
5 2,58 (m) 24,8
2.7 (m)
6 - 141,9 (S)
7 - 126.9 (S)
8 4,07 (d, amplio) 74,8 (D)
9 2,25 (m) 51,1 (D)
10 1,06 (t) 46,3 (T)
1,7(dd)
11 - 39,8 (S)
12 0,98 (3H, s) 20,2 (Q)
13 4,15 (3H, s) 59,0 (Q)
14 1,02 (3H, s) 29.5 (Q)
15 0,89 (3H, s) 27.0 (Q)
-OH (ancho) -

El analisis de los espectros mostré que el compuesto aislado era 8-alfa-13-hidroxi-6-protoiludeno. Como
consecuencia, la citocromo P450 monooxigenasa CYP-Arm2 se ha caracterizado que actia como una 13-
hidroxilasa.

Con la biosintesis introducida de manera heteréloga descrita, se ha producido por primera vez un alcohol de
sesquiterpeno dihidroxilado en S. cerevisiae y se ha caracterizado estructuralmente.
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Es posible la identificaciéon de la agrupacion de genes de A. gallica descrita en el presente documento, la
identificacion de otras rutas de biosintesis de sesquiterpenos en basidiomicetos.
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Asp

His

425

Ala

His

Val

Lys

Gln
505

Val

Thr
25

Arg

Trp

19

Gly

Asn

Glu

410

Val

Asn

Ile

Asp

Val

430

Glu

Ser

10

Val

Gly

Leu

Ser

Tyr

395

Thr

Ser

Asp

Glu

Gly

475

Lys

Arg

Pro

Arg

Leu

Thr

Ile

380

Gly

Gly

Phe

Thr

Pro

460

Cys

vVal

Glu

Tle

Tyr

Pro

Phe

365

Leu

Leu

Gln

Gly

Leu

445

Ala

Ile

Thr

Leu

Trp

Leu

Leu

Thr

Ile

Asp

Leu

Phe

430

Phe

Thr

Glu

Pro

Leu
510

Ile

Arg

Ile

Glu

Ala

Ala

Ala

415

Gly

Ala

Asp

Asp

Arg

495

Gly

Leu

15

Ser

Gly

Leu

Asn

Glu

400

Pro

Arg

val

Glu

Gly

480

Phe

His

Thr

Pro

Asn

Gly



Lys
65

Val

Ala

Tyr

145

Gly

Ala

Glu

Thr

Met

225

Glu

Val

Thr

Ser

50

Lys

Val

Gly

Thr

Arg

130

Lys

Val

Ala

Gln

Arg

210

Arg

Ser

Lys

Leu

Trp
290

Tyr

Leu

Lys

Gly

115

Met

Tyr

Leu

Ser

As=p

195

Ala

Tyr

Tyr

Asp

Tle

275

Leu

Gly

Asn

Tyr

100

Gly

Arg

His

Ala

Ala

180

Pro

Ala

Ile

Ala

Arg

260

Gln

Ala

Asp

Ser

85

Ser

Asn

Lys

Pro

Glu

165

Ile

Ser

Met

Pro

Lys

245

Val

Asp

Gly

ES 2747 844 T3

Leu

70

Gln

Asp

Leu

Ala

Ile

150

Fro

Met

Val

FPro

Ser

230

Asp

Ala

Ala

Thr

55

Met

Lys

Arg

Vval

Ala

135

Gln

Glu

Ser

Lys

Gly

215

Lys

Ser

Lys

Gly

Met
285

Tyr

Vval

Pro

Val

120

His

Thr

Lys

Met

Asn

200

Ala

Tyr

Ala

Arg
280

Tyr

Phe

Ala

Arg

105

Phe

Glu

Ala

Trp

Val

185

Ile

His

Ala

Met

Asp

265

His

Ala

20

Asn

Ala

90

Asn

Thr

Gly

Glu

Asn

170

Tyr

Asn

Phe

Lys

Phe

250

Glu

Asp

Ala

Val

75

Asp

Ile

Arg

Leu

Ala

155

Ser

Asp

Glu

val

Trp

235

Glu

Arg

Leu

Gly

60

Ala

Leu

Val

Tyr

Asn

140

Val

His

Thr

Phe

Glu

220

Lys

Gly

Pro

Thr

Ala
300

Gly

Leu

Ala

Gly

125

Lys

Leu

Leu

Pro

Val

205

Phe

Arg

Leu

Ser

Asp

285

Glu

Gln

Asp

Ser

110

Asp

Gly

Leu

Pro

130

Ala

Phe

Glu

Phe

Leu

270

Arg

Thr

Pro

Arg

95

Asp

Val

Val

Thr

Arg

175

Thr

Arg

Pro

Ala

Asn

255

Ala

Glu

Thr

Leu

80

Ile

Trp

Val

Ala

160

Thr

Ser

Leu

Trp

Glu

240

Gly

Ser

Asn

Ser



ES 2747 844 T3

Gly Val Met Ser Trp Trp Thr Leu Ala
305 310

Gln Lys Arg Ala Gln Ala Glu Leu Asp
325

Leu Pro Ser Phe Ala Asp Tyr Glu His
340 345

Val Lys Glu Ala Leu Arg Trp Arg Met
355 360

His Thr Ser Thr Glu Asp Asp Val Tyr
370 375

Gly Thr Ile Ile Ile Ala Asn Val Trp
385 390

Ile Tyr Gly Pro Asp Ala Glu His Phe
405

Lys Asp Gly Lys Leu Ala Pro Gly Pro
420 425

His Val Thr Tyr Gly Phe Gly Arg Arg
435 440

Ala Asn Asn Ser Leu Phe Ile Asp Ile
450 455

Asn Ile Glu Arg Ala Thr Asp Glu Asn
465 470

Val Asp Gly Cys Val Glu Asp Gly Leu
485

Lys Ala Lys Ile Thr Pro Arg Phe Arg
500 505

Gln Glu Arg Glu Leu Leu Gly Tyr His
515 520

<210> 4

<211> 509

<212> PRT

<213> Armillaria gallica

<400> 4

21

Met

Ala

330

Leu

Val

Asp

His

Asn

410

Ala

Ile

Ala

Gly

Val

490

Glu

Ile

315

Val

Pro

Asp

Gly

Leu

395

Pro

Asp

Cys

Met

Val

475

Thr

Ala

val

val

Tyr

Pro

Tyr

380

Asn

Ala

Thr

val

Met

460

Pro

Arg

Gln

Tyr

Gly

Ile

Val

365

Phe

Arg

Arg

Lys

Gly

445

Leu

Leu

Pro

Ala

Pro

Arg

Arg

350

Gly

Ile

Asp

His

Glu

430

Arg

Trp

Pro

Val

Ile
510

Glu

Asp

335

Ala

Leu

Pro

Pro

Leu

415

Glu

His

Ala

Leu

Pro

495

val

Thr

320

Arg

Met

Pro

Ala

Glu

400

Asp

Ser

val

Met

Asp

480

Phe

Glu



Met

Leu

Pro

Asn

Asp

65

Asn

Tyr

Asp

Glu

145

Met

Gly

Lys

Glu

Lys
225

Asp

Trp

Ala

Asn

50

Asp

Ser

Ser

Tzp

Arg

130

Asp

Phe

His

Asp

Ala

210

Tyr

Glu

Ser

Leu

Pro

35

Asp

val

Pro

Asp

Thr

115

Val

Arg

Gln

Ile

Pro

195

Ala

Ile

Trp

Ala

Arg

20

Pro

Val

Ile

Thr

Aryg

100

Phe

Phe

His

Ser

Ile

180

Tyr

Val

Pro

Arg

Ser

Arg

Gly

His

Ser

Ala

85

Pro

Ala

Asn

Ile

Pro

165

Leu

Ile

Pro

Glu

Lys
245

ES 2747 844 T3

Leu

Tle

Tyr

Ile

Leu

70

Vval

Asp

Leu

Asn

Gln

150

Ser

Lys

Gly

Tzp
230

Leu

Ala

Phe

Pro

Arg

55

Lys

Ser

Met

His

135

Leu

Lys

Leu

Ala

215

Val

Ser

Val

Gly

Vval

40

Ala

val

Asp

Pro

Arg

120

Phe

Arg

Tyr

Thr

val

200

Phe

Pro

Glu

Val

Gln

25

Ile

Arg

Leu

Leu

Met

105

Tyr

Asn

Ile

Leu

Tyr

185

Glu

Leu

Gly

Ala

22

Val

10

Arg

Gly

His

Gly

Phe

90

Ile

Gly

Ile

Cys

Glu

170

Gly

Ala

vVal

Ala

Met
250

Trp

Ser

Asn

Trp

Lys

75

Asp

Val

Pro

Gly

Arg

155

Asn

His

Ala

Asp

Gln

235

Ile

Ala

Ser

Leu

Ser

60

Thr

Lys

Asp

Arg

Thr

140

Glu

Leu

Thr

Ser

Leu

220

Phe

Asn

Ile

Leu

Leu

45

Arg

Met

Arg

Leu

Trp

125

Ser

Leu

Arg

val

Gln

205

Phe

Lys

Ala

Leu

Pro

30

Asp

Asn

Ile

Ala

Met

110

Lys

Gly

Leu

His

Val

190

Ser

Pro

Arg

Pro

Leu

15

Leu

Leu

Phe

Ile

Ser

95

Gly

Glu

Ala

Ser

Tyr

175

Asp

Thr

Ser

Lys

Tyr
255

Val

Pro

Ala

Asp

Leu

80

Asn

Trp

His

Ser

Leu

160

Thr

Glu

Ser

Met

Ala

240

Asp



ES 2747 844 T3

Met Ala Lys Gly Lys Phe Asp Glu Gly
260 265

Ser Ala Cys Leu Glu Gln Asn Lys Thr
275 280

Glu Glu Leu Tle Lys Asp Thr Ala Ala
230 295

Asp Thr Ser Val Ser Thr Leu Thr Thr
305 310

Tyr Pro Asp Val Gln Lys Ala Ala Gln
325

Gly Gly Glu Arg Leu Pro Asp Phe Gly
340 345

Val Thr Ala Ile Leu Lys Glu Val Leu
355 360

Met Ala Val Pro His Arg Ala Val Asn
370 375

Tyr Ile Pro Ala Gly Ala Phe Val Tyr
385 390

His Asn Pro Asp Ile Phe Ala Asp Pro
405

Phe Ile Glu Asn Pro Thr Leu Leu Asn
420 425

Gly Phe Gly Arg Arg Ala Cys Ala Gly
435 440

Met Trp Ile Ala Met Ala Ser Ile Leu
450 455

Ala Val Asp Glu Arg Gly Asn Glu Ile
465 470

Pro Gly Thr Ile Ser His Pro Ala Pro
485

Arg Ser Lys Ala Ala Leu Glu Leu Ile
500 505

<210> 5

<211> 1617

<212> ADN

<213> Armillaria gallica

<400> 5

23

Asn

Ala

Val

Phe

Ala

330

Asp

Arg

Ala

Gly

Glu

410

Pro

Arg

Ala

Ser

Phe

490

Thr

Ala

Ser

Ala

Ile

315

Glu

Lys

Trp

Asp

Asn

395

Thr

Ile

Val

Val

Pro

475

Pro

Gln

Glu

Gly

Tyr

300

Leu

Leu

Thr

Ile

Thr

380

Ala

Phe

Asp

Met

Phe

460

Pro

Cys

Asp

Pro

Gln

285

Ala

Ala

Asp

Arg

Pro

365

Tyxr

Trp

Arg

Asn

Ala

445

Asp

Val

Ile

Asp

Cys

270

Gly

Ala

Met

Ala

Leu

350

val

Lys

Ala

Pro

Gly

430

Leu

Ile

Lys

Ile

Phe

Leu

Gly

Thr

Leu

335

Pro

Leu

Gly

Ile

Asp

415

Val

Asp

Ser

Leu

Lys
495

val

Ser

Ala

Leu

320

Leu

Tyr

Pro

Tyr

Leu

400

Arg

Phe

Thr

Lys

Ser

480

Pro



atggccctcet
tacatactta
ttggtaggta
gcgaaggaat
acgagcccte
ccaccgtcac
tcggactact
gtaaatcatc
gagcctaagg
caatgtcagg
cttgetggta
cagcatgaat
ttettgaaat
gaggagctat
aatggatgct
gggatgtgtt
ttcattctta
tcggtegteg
tcageccgtaa
tatagtaccc
atgaatcaat
cccgageget
agtaaagata
aactcgectag
gacccacaga
acgataccga
gtcgagaatg
<210> 6
<211> 1542
<212> ADN

tctcagcata
ggatcgggag
acctccacca
teggagggat
gcgeegtteg
acttttcgaa
ggcgacgagg
tgactatcca
tgaacctcte
aattcgtege
cceggtegee
ggactcacct
acatcccagg
acggtgggat
ttttggaagg
ccgegcetcat
tgecttgtage
gactggatcg
ttaaagaggt
agcctgaagt
ggggcatget
tecctgacatce
tttacttegg
ccattacgag
ccaagaaccc
aacctttcaa

cgtttgcaga

<213> Armillaria gallica

<400> 6

ES 2747 844 T3

tgctctegeg
aagggagagt
gctececcacac
cttetegetg
tgagctaatt
tgtcatcacc
acgtcgtgtce
acgcgccgaa
ccatcaaatc
ccatggtcag
gcaccatacc
cctcacgect
aagttggaag
gatcgatgcc
tgagctagag
ggagggcgga
gcacccagat
attgecctgac
actgegtctt
tgttgacgge
acacgaccca
geccatttgge
tggcgggagyg
catgtatctt
aatccctgtg
gtgcgacttce

atcgcgeccag

ttctcacttt
gggcttcecce
ggtagtctge
aaatttggtc
gatcagaaga
ggcgggaaca
atgcactcga
gcttcgcagt
ctagttgcaa
cgttacgecca
agccegeteg
ggcgcccace
caaatttgeg
tgcgcaaage
aacaaggatg
tcggattcga
gtccaagecaa
attgaagata
cgacctatca
tacgtgattce
gactcctatg
acaaggcctg
cgcatctgtg

atttgggegt

gatatcaatg
caagtgagga

gttttggcge

24

tgatggtccc
cagggeccgtce
atctacaatt
ccggaacggt

gtgcaagcac

acattgggtt
tgctcacgaa
tgatgtacga
acgtggggaa
attcggtgat
tcaccgettt
ccecctgtega
ccaaaatgaa
gcgtcgaacg
tggaccgtgyg
cgtctatata
aggctogege
tggacaatct
cagcgetggg
caaagaacte
accaaccaga
gagcggatga
ttggcatgeca
tcaacttgac
aatatgacat

gtgaagaaca

catttgagca

cttgatccte
tacgectacce
cactgectgg
cattgtegeg
ctcagatcgt
tgctegctac
gaaggegtge
ctaccttgtce
atctgacgtt
cacttcaate
cttccaaatg
tatggtgececc
ggtcteccag
cggtatacge
attgctacga
tttgcagagce
agagatagac
tccectatgtg
agcaccacat
gatgatctte
atcattcatg
tacgggeegy
ttteggacag
caatgctatc
cagcctcaat
caaacgcatyg

ggattag

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

1617



atgacacacg
gttegtcogea
gttggcaatc
aaatatggcg
ctgagggttg
gtcgcctcag
tggegcecata
catccaatcc
cgatgggtat
aagcctgcaa
ttaaccegtyg
atccccagca
tccatgtttg
cccagctteg
agctcttgge
tcttggtgga
ctcgataagg
tatgttegtg
cctecatceggt
ctcatcgeca
cacttcgatc
aaggaagaga
gctaatgaca
gccacggacg
gtggtcegtte
gccattgtgg
<210=>7
<211> 1566
<212>= ADN

catcgtctge
tcecgtagete
ttectecaget
accttatgta
ccacagatct
acataatgac
tgegtaaage
aaatcaagga
cgcacgttcg
cgtccgaaca
ctgetatgee
aatacgcaaa
aaagcctcett
tggctactet
tggcagggge
tgcttgetat
ttgtcggteg
caatggttaa
cgaccgagga
atgtttggca
cggcccggea
accacgttte
ctctgtttge
agaagggcgce
gccegttace

agcaagagcg

<213= Armillaria gallica

<400= 7

ES 2747 844 T3

ttggtttctg
ttggcgecaag
acgtagcaaa
cttcaatgtc
cttagatecgt
tagaggcatg
agctcatgaa
agctgtecctt
ccgtacecgee
agacccatca
tggtgctecac
gtggaaaagg
ccacagcgte
gattcaaggce
catgtacacg
gatcctttac
agatcgactc
ggagactctc
cgatatctat
tattaacaga
ccttgacgag
ctteggtttt
tgtcatagece
tteocetteeg
cttcaaagte

ggagcttctt

gctgetgtgg
ctcccacctg
caatggctca
gccggacage
gcaaagtttt
ttcgtegegt
ggtctcaaca
cttgcaaacg
gcttctacta
atcaagcgca
tttgtggagt
gaggcagaag
aaggatcgag
gccggaagac
gctggtgteg
cctgatgege
cccgetttet
agatggcgtg
aacggatact
gacccagaga
acaggccaac
ggtcggcegta
acgttgettt
ttagatgttg
aaggtaactc

ggccactact

25

ctatcgtcac
gacctagagyg
catttaccga
ctctcatagt
cggaccgecc
tcgectectta
aaaacatecgt
atttgctggce
tcatgtcecat
tcaacgactt
cttttecetg
gctggtatge
tagccgaagg
atgggctgac
aatcgagctce
agaaacgagc
cagactatga
cagtggatcc
tcattcecege
attatggact
tegeteceggt
tetgegttgg
gggctataca
acggatgtat
caaggtttte

aa

cttcatcgtce
ccttectate
gctgggaaag
catcaactce
acgcaacate
tgggaatgce
gaaccaatac
ggaacccaac
cgtatacgat
tgctgecacgg
gatgctgegt
caaagattcg
taataatcgt
tgaccatgaa
agccgetata
ccaagcagaa
gcatttaccg
agttgggcte
cggtagtatc
tgacgccgaa
cgcgggcact
acgacatatt
catcgaaccc
tgaagatgga

ggaagcacag

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

1542



atgactcgga
gtcgcctaca
agaggccttc
actgagctag
gtggtcctea
tccgaccgece
ttcacccget
aagggtgteg
ggcgtgcteg
atcatgtcca
attaatgaat
ttettceett
gaatcatacg
gtagccaagg
cacgatttaa
gagaccactt
cagaaacgag
gccegactatg
atggttgacc
ttcatacctg
atctatggge
ctggccecctg
cggatttgtg
ctttgggeta
gttgacggat
actccaaggt
cactga
<210> 8
<211> 1530
<212> ADN

tattctcaga
ccaccgtteg
ctctecatcgg
ggaaaaaata
actceccagaa
cacgcaacat
atggggatgt
tatacaaata
cggagcccga
tggtatacga
ttgtggcacg
ggatgcggta
ctaaagattce
gtgacgageg
ctgacagaga
caggtgttat
cacaagcaga
aacatttgee
cagtcggget
ccggtaccat
ccgatgecga
gacccgcaga
tgggacggea
tgaacatcga
gegttgaaga

tcecgggaage

<213> Armillaria gallica

<400=> 8

ES 2747 844 T3

ggaggtgteg
ctaccttecge
aaaccttttg
tggcgatctc
ggtggcagcee
tgtecgegtcee
ctggcgecga
tcateccecatt
aaaatggaat
tacgcctcca
attaactcgce
catcecctage
tgegatgttt
teecagtttg
aaattcgtgg
gtcctggtgyg
actcgatget
atacattegt
tcctecataca
catcategee
acatttcaac
cacgaaggag
cgttgcaaac
acgtgctacce
tggactagte

tcaggcaata

ccgatatgga
agcccttgge
gaacttegtg
atgtacttca
gacctgettyg
gacatcatga
atgcgcaagg
cagactgcgg
tcacatctte
acttcagaac
gctgctatge
aagtacgcaa
gaagggctet
gcgagtacte
ctggceggga
actcttgcaa
gtegttggte
gcaatggtea
tcgacagaag
aacgtctgge
cctgecegge
gagagtcacg
aactctttgt
gacgagaatg
actcgtecag

gtagaacaag

26

ttttgactge
gtaacctccc
gcaagcaatg
atgtcgccgg
accgteogege
ctggaggaaa
cggctcacga
aagccgttet
gtcgcaccge
aagatccatc
caggcgccca
agtggaagceg
tcaacggtgt
tgattcagga
ccatgtatgc
tgattgtcta
gogategttt
aggaggccct
acgatgtata
acctcaacag
acctcgacaa
tcacctacgg
tcattgacat
gtgttcecect
tcccttteaa

agcgagaact

aatcgtagte
cccgggacca
gctcacgttt
gcagccgcetg
tggaaagtac
cttagtcgta
aggtctcaac
tecttacgget
cgcatctgec
agtcaagaac
cttcgtggaa
tgaggcagaa
caaggatoge
cgcgggaaga
tgcgggtget
ccccgaaaca
gccgtettte
caggtggege
tgacggatac
agacccagag
ggacggcaag
atttgggcga
agcaatgatg
cccgttggat
ggccaagata

ccttggatat

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

1566



atggattctg
aggattttcg
ataggcaacc
cgcaattttg
aactcgecca
cctgacatge
tacgggceccege
tctggtgegt
atgttccaat
ctcaaacgca
gaggcagegt
ttecccatega
agggagtgge
aaatttgatg
accgcttccg
gctgeeggtyg
tatcccgatg
ttacccgatt
ctteggtgga
tacaaaggat
cataacceccg
ccaacgttac
gggagggtaa
gacatttcga
ccgggaacga
gceccttgaac
<210>9

<211> 22204

<212> ADN

cgtctecttge
gtcaacgctce
tgcttgactt
atgacgatgt
cegeagtcte
caatgattgt
gttggaagga
cagaagaccg
ctccttcgaa
cgtatggaca
cccaaagtac
tgaagtatat
gcaaactcte
aaggaaatgc
gtcaagggtt
ctgatacgag
ttcagaaagc
ttggcgataa
ttcectgtttt
actacatcce
acatctttge
tcaacccgat
tggcgecttga
aagccgtcga
taagtcacce

tcattacgca

<213> Armillaria gallica

<220>

<221> misc_feature

<222> (168)..(168)

<223>nesa,c,g,ot

<220>

<221> misc_feature

ES 2747 844 T3

cgttgtogtt
ttcececteect
ggctaacaat
catctctctc
tgatctettt
tgacttgatg
acacagacgg
gcatattcag
ataccttgag
cacggtagtc
atctgaagcc
tectgagtgg
agaagctatg
cgaaccttgc
gagcgaagaa
cgtectecact
agcacaagcc
aacteggetg
accgatggec
ggctggtgec
agaccccgag
agacaatggg
caccatgtgg
tgaacgeggy
ggcaccattt

ggatgactga

tgggctatcc
ctceceecectg
gacgtgcata
aaagttctgg
gacaagcgag
ggatgggact
gtcttcaaca
ctacgcatct
aaccttogge
gatgagaagg
gcagtcccag
gteccgggey
atcaacgcac
tttgtectctg
ctcattaaag
ctaacgacat
gaactcgatg
ccatacgtca
gtacctcacec
ttegtgtacg
acattcagac
gtatttgggt
atagccatgg
aatgagatct

ccgtgtatta

27

ttctcogtttt
cacctecectgg
tcagagccag
gaaagaccat
cctctaacta
ggacatttgce
accacttcaa
gtcgegaget
actacacagg
acccttatat
gageccttect
cgcaattcaa
cgtatgacat
cttgtctcga
acaccgctgce
ttattctege
cattacttgg
ctgcaatatt
gagccgttaa
gaaacgcatg
cagacagatt
ttggaagacg
catccattct
cacctcecegt

tcaaacctcg

gtggctcaga
ttatccegtt
gcactggtece
gataatcttg
ctcagatcgg
cctcatgegg
tattggcact
cttgtceettg
tcatattatt
ccgectggtt
tgtcgatcta
gagaaaggcet
ggcgaagggyg
gcagaacaag
cgtcgecatat
catgacactt
cggcgaacgt
aaaggaggte
tgecggacact
ggctatcctt
catcgagaac
cgcgtgtgca
agccgtctte
aaagctcagt

atctaaggcet

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

1530



<222>(215)..(215)
<223>nesa,c, g,ot
<220>

<221> misc_feature
<222>(1520)..(1520)
<223>nesa,c, g,ot
<220>

<221> misc_feature
<222>(1551)..(1551)
<223>nesa,c, g,ot
<220>

<221> misc_feature
<222> (1554)..(1554)
<223>nesa,c,g,ot
<220>

<221> misc_feature
<222>(8100)..(8100)
<223>nesa,c, g,ot
<220>

<221> misc_feature
<222>(8105)..(81086)
<223>nesa,c, g,ot
<220>

<221> misc_feature
<222>(8980)..(8980)
<223>nesa,c, g,ot
<220>

<221> misc_feature
<222>(8982)..(8982)
<223>nesa,c, g,ot
<220>

<221> misc_feature
<222>(9701)..(9701)
<223>nesa,c, g,ot
<220>

<221> misc_feature

<222> (9703)..(9703)

ES 2747 844 T3
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<223>nesa,c,g,ot
<220>

<221> misc_feature
<222> (10603)..(10603)
<223>nesa,c,g,0t
<220>

<221> misc_feature
<222> (11508)..(11508)
<223>nesa,c,g,ot
<220>

<221> misc_feature
<222> (13489)..(13489)
<223>nesa,c,g,0t
<220>

<221> misc_feature
<222> (14372)..(14372)
<223>nesa,c,g,ot
<220>

<221> misc_feature
<222> (14396)..(14396)
<223>nesa,c,g,o0t
<220>

<221> misc_feature
<222> (14431)..(14431)
<223>nesa,c,g,ot
<220>

<221> misc_feature
<222> (14474)..(14474)
<223>nesa,c,g,o0t
<220>

<221> misc_feature
<222> (14484)..(14484)
<223>nesa,c,g,ot
<220>

<221> misc_feature
<222> (18683)..(18683)

<223>nesa,c,g,o0t

29



<220>

<221=> misc_feature
<222> (19415)..(19416)
<223>nesa,c,g,ot
<220>

<221=> misc_feature
<222> (19480)..(19480)
<223>nesa,c,g,ot
<220>

<221> misc_feature
<222> (19619)..(19619)
<223>nesa,c,g,ot
<220>

<221> misc_feature
<222> (19723)..(19723)
<223>nesa,c,g,ot

<400=> 9

ES 2747 844 T3

atggccctct tctcagcata tgctcectegeg ttcoctcacttt

tacatactta ggatcgggag aagggagagt gggcttcccc

ttggtaggta acctccacca geteccacac ggtagtceotge

agatgtccca attctececect gaacatgtecc tgatngatte

cggagggatc ttctcggtaa gaactatgaa actcgtcgta

30

tgatggtccc
cagggccgtc
atctacantg
actgcctggg

aattgtactc

cttgatccte
tacgctacce
agtggtggea
cgaaggaatt

atattctaaa

60
120
180
240

300



tctacgceccag
tcgtgagcecta
gaatgtcatc
ttcgtcattt
gtegtgteat
gcgccgaage
atcaaatcct
atggtcagcg
accataccag
tcacgecetgg
gttggaagca
tcgatgcctg
agctagagaa
ccecattttac
ggattcgacg
ccaagcaaag
tgaagatatg
tcgeetttgt
tatcacagcg
ttttacctte
ttccaaagaa
tgcgaactaa
ccaaccagaa
agcggatgat
gcttgtttat
ttteggacag
cactgggacg
atgetatega
tgcgtgttgt
tacgataccg

ggtcgagaat

ctgaaatttg
attgatcaga
accggcggga
tctattgteg
gcactcgatg
ttegecagttg
agttgcaaac
ttacgccaat
cccgetegte
cgcocacece
aatttgcgcc
cgcaaagcgc
caaggatgtg
aaatttatat
tctatatatt
gctegegeag
gacaatcttc
tectatgccag
ctgggagcac
cgacaattca
ctecgatgatn
agctceccatc
tcattcatge
acgggccgga
gtacatcggg
aactcgetag
aaaataggcc
cccacagace
ctcttatgeg
aaacctttea

gegtttgecag
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gtccecggaac
agagtgcaag
acaacattgg
gctaaatcte
ctcacgaaga
atgtacgact
gtggggaaat
tcggtgatca
accgctttct
cctgtegata
aaaatgaagg
gtcgaacgcg
gaccgtggat
tttacagagg
tgcagagett
agatagactc
cctatgtgte
tgtgttcatt
cacattatag
caaagtgatg
ttcatgaatc
ttattgecagg
ccgagcegett
gtaaagatat
gtecgtctaac
taggtttaat
attacgagca
aagaacccaa
aagtttaccc
agtgcgactt

aatcgcgeca

ggtcattgte
cacctcagat
gtttgectcge
ggttcacage
aggcgtgegt
accttgtega
ctgacgttcea
cttcaatcct
tccaaatgeca
tggtgecett
tctcccagga
gtatacgcaa
tgctacggta
gatgtgttecc
cattcttatg
ggtcgtcgga
agccgtaatt
acgtatatca
tacccagcect
tttgctcact
aatgtacgta
gggcatgcta
cctgacatceg
ttactteggt
tttttctaag
ttaacgttge
tgtatcttat
tccetgtgga
gtaccttgac
ccaagtgagyg

ggttttggeg

31

gcgacgagcce
cgtccaccegt
tactgtgcge
ggactactgg
aaatcatctyg
gcctaaggtyg
atgtcaggaa
tgctggtacce
gcatgaatgg
cttgaaatac
ggagctatac
tggatgcttt
tgtcettaaca
gcgctcatgg
cttgtagege
ctggatcgat
aaagaggtaa
taggtactgce
gaagttgtgc
tcaggttgac
cggtacttte
cacgacccag
ccatttggea
ggcgggaggg
cgcatctgtg
gatatgccat
ttgggegtte
tatcaatgaa
aaaagtttcc
agtgaagaac

ccatttgage

ctegegecgt
cacacttttc
tcttctctat
cgacgaggac
actatccaac
aacctcteece
ttegtegece
cggtcgecge
actcacctcc
atcccaggaa
ggtgggatga
ttggaaggtg
gtacgegtge
agggcggatc
accecagatgt
tgcctgacat
gctectteget
gtcttcgacc
gtcattctat
ggctacgtga
ntentacegt
actcctatga
caaggcctgg
taagcagcat
ttggcatgca
tacgcatget
aacttgacca
tatgacatceg
agagcctcaa
acaaacgcat

aggattagag

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160



gaacatggct
ttagtgagtt
tgtattacaa
ttecatattge
tactaagcgg
tggaaaataa
tctgegtteo
ggtcggtgat
atcggggagce
agcgcgcecc
ggagctgaaa
acggaagttt
tatttttgga
acagtaagca
tgtatcaatt
ttegggtgat
ccggcaataa
ccagccteca
catagcacat
cacgtoegata
tctcgectega
tttcaacctg
tcagcgggag
ctcagcececaa
tgtactaata
gcacggtatg
tgecaggata
ataatgttac
agtattatat
aagagaccga
atcaaagtta

gaagtgctgc

tgaaggaaaa
taccagctag
ttgctocate
agtggaccac
gggccgaagce
cgttagaatt
tgttcccatt
gcgcegggeac
ccacgcaagt
gaagtgatca
ccgaggtgga
cagtottgea
aagcgcaaca
tgcggctatyg
ctattactat
cggtatcagg
gtaccctcge
ggtcttgget
acatacgcat
tatcaggeaa
ggcttgttgce
attatatcag
cctggettga
gacgcaaacg
catgggcectt
cttatttttt
cacaagtaag
gggtacagag
gcattctgcet
ctggagegta
tgcgatgggt

tgtgecctggt
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tttggttagt
aataacagta
tgcacgggta
ctgegtgact
aaatcctatg
tcgaactcaa
gaaccaggga
ccgaacctga
ttgaagttgc
agtggaaagt
tttctgaaaa
tctaaaaaca
ctgggecgttt
taagttacgt
aaaccgttgce
tattgeocaat
acagatgaaa
catgtccggt
cagccaatta
cgettcaaca
tgtgtggecat
ggcttgtgge

tecectaattte
gaaaatttgc
caagcaattt
ttttacttee
tgtgtocaac
teteegectt
ctgtctaact
aatacgacct
ccattgattt

gtcgaggcecat

gtectacgetg
tacagtatac
tgtacgagag
caactttgaa
cctaccttat
caggccgatt
aggatcgatc
agagcacaac
agattacccg
actgattgecg
gaaaaagaaa
agggaacctg
ggcattgecge
cgtgacgcat
ttgcagtgat
ctegatgatt
attcaataaa
gcctgtggag
tgattcaata
cgataataat
gtgccaatac
catggggatg
tgtcgettat
catcaagtac
tggcactttg
ttegtgettt
acaaacgaca
atagegtceta
tccecagacta
tcaagatact
tacaagcttg

ctcgtactcet

32

cgacgtcatt
cacatatcac
aagggttatc
gacacattat
ttttgccatce
tgtagtggta
gaaatgtcct
ttctegetac
taatagaccg
acactagcag
accctagatt
ttocattgtt
gtggatagtc
atgcgacett
agcggaagcea
tggacectatt
gtttacctca
aggctatgtc
tggcttagge
aataaaagcce
tctattatgt
ctegtgetge
gaacatttga
aaagttgttt
agaagcctga
ctcgagcege
tegetecgaa
gagcaagtga
acacctttga
tcaactattg
aaaaaaggaa

ctcatggacc

ccecattaaac
cttagaattt
agaatattte
cagcteggta
ggceggacte
gccgaagatg
tgaaacactc
ccegtttggee
tagcccgaca
ggtcatttgt
accattgeta
ggtggggeca
aaacttcaac
gctattcgat
aatccgagcee
gtaagcgeat
accgggtact
ccgatttgta
agttegtteoc
cogagacgoy
cactttaaac
acggcaaaaa
agtttgaacc
gcatctgaaa
aacggtaaga
tgecgcaatee
aatagtagca
gtegtgacat
acaatgatca
ccaacagatc
ggtggcagaa

ggtaaagcaa

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3%00

3960

4020

4080



cgtcatgtat
tgataaccac
tgcttaacaa
actggaatct
cagaggaggg
aactaaccgce
tccacttgaa
tgggectttga
gttgatatca
cegecageag
taggaggtcg
tgagacgtag
aaagtggcectt
ttgaagattt
cagccccace
gggtcctgaa
ataaaatttt
acaatggeccet
ctgcaaggeca
ccactccecate
tggcegggtte
tagcaatatg
tagattagce
cgaccggagc
caagtccata
cggccetgtat
gaatgaagta
cactgtcagt
ggaagacaac
atctgagagt

cggggagteg

atctgaccat
tgacaattge
tactgagcat
ccecggagee
tteeceggtte
taaaccaagc
aacttgaaaa
ggaaagatgt
gctatcgeca
ccagtcatce
cagccecgcoca
ttgcgacaac
ttatcatacg
ccaggetgte
tcttgacgta
ttggctgata
actgaatcat
gtgctteecga
tacgatcaat
ttcaatacat
gatgtgtata
tcegtecaacg
tatgtegtat
gagttggcct
attetetggg
atgtcagatg
tccgttatag
gtegtgecac
aattecgecatce
ctecttaace

atctcgaccg
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ccctaaacct
tgcaaagcca
ggtgcagtac
ctagcaaatg
gaacggccga
aagctcaaca
cttgaattet
tataatagag
ggctgatcat
cctecatttga
cttcataacc
cctcatecgac
tatttcteece
gtcacagege
tactttcatt
ctttacttce
ttccetttag
gaaccttgga
aaatgtcgta
ccgtcaacat
gcccaaagca
cagatacgee
tgaaaaggca
gtctegtcaa
tetetgttaa
agtatgacag
atatcgtcct
acgcatcteg
aaacggagga
attgcacgaa

acaaccttat

acccgttgec
tttcatagcee
tttcaatgece
cgacgcgata
ctgataaaat
catcaccagc
ccacagacat
cacagtgatg
gtcggeaggt
ccctagttgt
ctagattctc
ggcatgctat
gagttgctca
cccagtateca
acatatgaag
ttacatgaaa
tagtggccaa
gttaccttga
cgtaatggeg
ctaacggaag
acgtggectat
gaccaaaacc
catgaacgaa
ggtgceggge
tatgccaaac
cagcgaactg
cggtcgaccg
agagtcatac
gtcgagagag
catacggtaa

cgagttectge

33

aaagcaaaca
atggtactaa
tggttttectt
gaaagaaaaa
atacatacaa
acatgctecc
aacacgtaag
gtcatataca
ccttacaaaa
cgccegtaac
tgatcttcaa
cggtgaattg
gcgtactgga
teccagegtgg
aactcctgcg
gtatatcaca
gaagctcocog
ctttgaaggg
aacgagaact
ggaagcgcce
gacagcaaac
gaaggaaacqg
cttctettee
cggatcgaag
attggegatg
aacgtcgttg
atgagggagce
gcaccaactyg
aaaacttacc
atgctcatag

ttgggctegt

attatgactg
tacttgcttg
gttcaaagtg
gaagactgac
aatttaggeca
tacggtcgca
cocaggtett
aagacaccga
agagtcaaga
acttggtecta
tgcecttgect
gtctagcaag
gaactgtaaa
gtegettect
tggaaagcaa
cactgagaag
ctecttgetec
taacgggcga
acgcacacga
ttectegteeg
agagtgtecat
tggecttegea
ttagtgeceeg
tgttcggegt
aggatactac
acgcttacgg
cctggaaaat
gatcectgeac
actgcacgece
tctgagaaag

ttctgcgeat

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940



cagggtaaag
cagccgtget
catggccect
aatcagagta
gcactagctg
ggctttcaaa
cgtatctacc
tggggatacyg

gctgggcttg

ttaaccgtge
gcttatcgta
atcggttggg
gatggtattg
gccagetaag
ttcccataag
ttgegtggge
ttgatgacta
cgtgaaacca
ggtaaatgtg
tataggtoca
gacgatagcc
aagaagagat
aatccctagg
ccgetaacaa
ttgatatcat
agcgctgaaa
cccecactta
ggcgacgteg
tcaatatctg
tggctagecac
gtaaatatgg

atctteccaag

gatcatagca
accgaataat
gccagccaag
gccacgaagce
tecgatcgecat
catggacgaa
aaatcagcca
cagcatccag
acagatgaga
agcaaagtcg
tacgatggac
ttecegecage
gttcacgatg
ctgegatate
gagcgaacgce
ggtccgaaaa
tgagaggctg
gaaatcatgc
agccattgtt
ggtgggaget
acagcagcca
agegtiggtg
gtgagcgtca
aggatatggt
agtgctccta
atagttgaca
caaagttaga
tggttgtgag
cagccacgtt
cgatgagtag
aaattatttg

aaactgtecct
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agcatccacc
cagatgggag
agcttteatg
tgggacgatt
catcggtaac
tetttggeat
tcagocogett
ggaaaagact
gtctaaccca
ttgatgeget
atgatagtag
aaatecgtttg
tttttgttga
aggtacgecat
gacgaacatg
ctttgcacga
tcecggcgaca
ccaaacgaag
tgctacgtag
tgaegecaaga
gaaaccaagc
gttcttottg
cattttette
taagectocagg
gaacagtctg
gttgacagat
gggtgaaaat
ctcgatatca
gtgcgattgt
aatgtagtat
gaactttgta

tgettgggat

aagatatagce
gaaactaaac
gtcagtcage
attacectteg
gtactacteg
accagcctte
tccegtgacy
ccacctttgg
caaagtgagc
tgattgatgg
aagcggeggt
caagaaggac
gaccttcatg
actggatcag
cctetagtea
tctaagagat
ttgaagtaca
agcgcgcata
ctggagaaga
gctacggatyg
agacgatgcg
atgtgaaaga
ccgecatcag
agtgtatgte
ctggctcacc
gaaaaataag
cctcecagaaa
aattgactga
acccgcaacyg
actagagett
cctactetece

actttaaatg

34

ggctgagcectce
gcagtctaaa
ccatgtctte
gecttatata
atcecttgacg
tgcctceoectt
ttttgtataa
gttgcaggea
accaggcata
gtottgtteg
acggcgaacg
agctteocttg
agctgcttta
tgagatcaaa
ttatgtctga
ctgtggcaac
taaggtcgcce
ccatatttct
ttgccaacga
cgacgaacga
tgtgtcatca
ctaactcatec
gtttcacggg
tggtcccaga
ttcgaaccca
tatcataaaa
caatatcteg
tgtcatgecat
gcaaccgtee
tttgggageg
aaggaagcac

aagggtttat

gattcggcac
agacgtacta
cggcgecttg
gaaaagatta
ctgtggaaga
ttccactttg
ccttacttge
tcaatcagac
gcagcacggg
gacgttgcag
tgegatacce
atttggattg
cgcatatgge
agcttacgea
ggcgacgatg
cctecagggag
tagagcatag
ttcccagete
taggaaggcc
cgatgaaggt
tggctcggaa
acgcgecatcg
aaggtgtteg
ctttgattag
ttttgatcecg
agtaccaaga
ctgagetgtt
ggacgtaatt
tactggccta
atggcatttg
ctegtttcac

aattcattct

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6200

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860



aaatccgatg
ctcgacgaaa
tcctatagtg
acgtactttt
aaggnngagg
ttcacctaac
cgatgacggt
gtgcaactct
cgacttgttce
taagtcagat
tcgaaaaaaa
tggttctgag
atgogagcag
gcegetecge
gcacttcggg
gcatcactat
ctcagtgceg
tatttgaaag
aggtgaagtt
gtctcaccceg
cgacgcaaaa
gagtecctttg
gctgtggeta
ccaaatcgat
ggaagcgaca
agataccgtg
tatggatcga
tgtcatcata
gtogettaat
gaagcagtaa

ccaaacccga

acgcctceacce
aacgtttccg
tcgtagtegt
tecactteeg
cacttagctt
teccaactteg
cagacctatt
ggtcagaagt
ctcectgeaaa
cggttttceg
tgaatagcac
agatttatac
acctgaagta
gcttgageeg
tcatattteg
tatgggttcg
cagtcatcca
atggatgcga
ttaagcactg
tcggcaageg
ttttecgatca
catcggaaat
aggcaccagg
attecgagtge
ggaactttee
ttgtaacata
tatccagcga
tceccogtacga
ccaacgatte
tteggecatt

ttagaggtga
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aacggtccac
aggaatattce
agattttgta
tgacgtatte
taacgacaat
tettggecce
cctcaattag
gcaactttcg
tttaaagtag
ttgagataat
atcgcgttct
aagcttggta
aagtttgeac
atcgecggett
tcgecagttge
aatctcagac
agccgcattg
gaccaagtat
gtccacctgt
agtcggttaa
tctctteece
agtatcgtta
ctaaggaaac
cagtgaagag
gtaatccagg
tgecatttggt
attacataac
cettttgact
cttacaaggg
tetggectca

gctggetget

aggactttca
gaatttcagt
ttacttagag
cctgtaatac
atccacagat
gagatggcaa
tcctgtgaca
ccaatgttag
agtacctata
tataatcagg
tgcttegtat
tatattttta
atgcagtcga
ggtcgegatt
acttacccge
ggcgactcag
ctgatgctge
gtacgttgca
gttgacttcn
aaatcctaat
cctteotgeaa
ggatgetgeg
aactgttate
ttatctagtg
cgagtacgat
gttcaggact
cacgtecgtce
ctegeggtygg
gagccegttag
ggaagcccgt

aacgatctgt

35

attggctcecat
ctacagtaga
gacaacagag
gegtecttet
tctacaccag
aagtgagtgg
gtattatcga
ccteocctacag
gatgatacct
aatttctaca
cgatacagtg
gagtgttttg
agctcagcat
gecggtgtace
tattttgacc
catatttegg
aatcgagccg
aatagtagtg
gnaagttgcc
taggtacagt
ttegtttete
taagacaaga
aaaataactg
tcgtgactte
tacegttttt
tcgttttttg
ggtatcgata
tatgatatcecg
aacctatgeca
ttectaggea

ncnctgacat

atcatcgttt
cgatgtcatt
tggaagggtc
cattatcagn
caatatgagc
ttacagctgt
tcgatgggaa
gccgcattta
acaagtatgt
tecgtgecccaa
aaatgccggg
acaaaaacga
ggcaagctca
ggcagcatcg
caccacgacg
caaggtctgg
cagtgcgaca
cgaaataagt
tctaagccga
aagatttgat
cctecatttet
tggcegagtg
cecccgacaa
ggctetgecaa
ttgaggttag
cattcaactg
ttctgtgeta
tgttttttec
ttacaaatge
tatctatgece

ctagtggcac

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720



tcaagagceg
atgtccagea
tgctgttcaa
gcaaacacgg
atgtagcagt
tttcactggc
caccctacgg
gaagaacctt
ctcgataggt
cccgcaaacg
ttcagacaat
gactgogaac
acgtaatctt
atcgcgaaag
atccteggtg
ttggatateg
tgcggagcaa
gtatttagag
tgttgacatc
gaatggtteg
acgcgtttgt
ttgaagtccc
cgeccogetta
aacaggtcec
agaatagatc
aacggatgac
tcatcteegt
gaccagaaat
ttctgettcea
tgcaaacgca
aaacaatact

gccattttea

gttgatttcc
ttgaatggct
tectgettge
gcaagctaat
gcatatcacc
atcaacttgg
tatgcototge
cttacctgeg
accgtcggaa
cactgtctct
gtcactcecat
tecaceogoaca
agatgagaag
aagggtccaa
ccgacataga
aacottegge
atagcttctt
cggggtccat
tcgatggatt
gcgtaggtat
gggtggttta
caaaacacgg
cggtatgeaa
ccttaccace
ttgatacata
acacgteccac
cgegtagtca
ctgtgggegy
cttgacctca
cacatgagag
cggtgcagag

atttggattc
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attcatagct
tactgecatca
catgatagcc
gtgattettt
tecttteteeg
cttggaatgt
cagtgactat
ccteggteta
gtgggcttac
gtccagccaa
gcggecctat
gtttgatett
gatacccacc
gtcatttgga
aagtgggcga
actecteggy
cgaagccatt
caagctgttc
ctggaatctc
ttgctaggta
tggctattta
tttatgacga
acggctgtaa
gtcagectaaa
agctggtcac
gtggctgecg
gcgtcaaaaa
cgcagcotoag
tetttetete
ttgtcaaact

ttatctacag

ggtacatcag

tagtattcaa
ctactcacac
actccccaga
cgattgeaca
ggaatgcagg
gcattaatct
gtccatatte
cttecatgaac
tagcatcctt
tctgacagct
tettgeteoeca
gototatecat
agcttgcgat
agetagtage
gtgaaggttt
tategtaace
acgttctttg
tgtccgegtg
attgaaaaaa
tttacagcaa
ggcggegatc
tccgagette
agaaattcat
agggagagag
tggtcagacc
aatcttette
tggcgeatea
agaetggateg
taagatttat
gcatagectt
aagcaaaage

cgcatcaget

36

caagggtcecg
gtaacaagga
gaatttgttt
tcaactegtt
tgttacgttc
agaaactccg
atcctctcaa
cactcacaaa
cgtatcttca
gaatttcatc
cttetecegt
ccacatgage
ggggctgegt
acaaggcatc
ggncgaagat
tegtatgtgt
ctcagecgttt
gtatgactgc
aagactatgec
caaaaatatt
tcggaggcca
cttttcateg
tacgactagt
tagecatatat
agactcggag
cgactegggt
aaagagagtg
tgggcacaaa
tcattgattt
catggaangg
taggatatgt

caagctcact

ggatgcecctt
cagatggtte
gtcacgaaca
ctteggtcaa
ggtctatatce
gggtgccatt
aagacccagc
gatccaagaa
tccecgtacat
agtgtgtcat
tgatgagggt
ttgggaacga
atcttacttg
ctcacatgat
tgttgattgg
tgttaatcac
ggtccatcga
tatggtggge
agcgctggtt
acgcttgatg
tttegtgege
tccacgaaac
ctactategt
ttatteteta
gttcaacaaa
atccatgeat
cagatatgaa
tttggacgtt
atttcgacgt
cgttctcaat
gcectaggtaa

tacttgegeco

9780

9840

9%00

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10580

11040

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11460

11520

11580

11640



agattcacat
atggggactc
acagcggagt
ccaaggagtt
ttggecttga
aacagtgcag
ggggaacacc
tgtcaatgaa
cgtaggtgac
cctetectee
ggcagggttg
gacgttggeg
aatccacact
gaagccctag
actgggtcct
gacttacaac

gttcatagte

gtgctecgttt
ctgaagtggt
gaagaagacg
teottecegeg
ttegaaacge
cttgacaccg
ctecacgette
tcatcaaact
cacagacatg
gcatagcagc
gttetgaagt
gaagatgtga
ccgcagtetg

ccttgegeat

caatgttccg
ctgtacgtag
acactctaca
ctegetcettg
aagggactgg
gacttacgtg
attctegteg
caaagagttg
gtgactgcac
ttcgtgtcetg
aaatgttcgg
atgatgatgg
tacaggtatg
agaccgacta
gtaacggcag
catgcgecac
ggcgaaagac
ctgtgtttcg
ctcagcacce
tactacatgg
tcocctgaatca
atgggtatca
ttgaagagcc
cactttgegt
cacttgetag
attaacggga
gcgagttaat
tggaggegta
attccatttt
aatgggatga

tcggcgecag
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ctcaggtage
gcaatcgaga
tagtgaagtg
ttctactatt
acgactgcaa
actagtccat
gtagcacgtt
tttgcaacgt
aaattcagct
cgggtccagg
catcgggccce
taccggectg
aagtatccegt
tcagaatcag
cgtcaattgg
ctgagggcct
ggcaaacgat
gggtagacaa
gcagcactgt
tceceggecag
gagtactecge
actatcaagg
cttcaaacat
acctaatgag
ggatgtaccg
aggaaaaccc
cgtgccacaa
tegtatacca
tegggctecg
tatttgtata

ctaagtttca

agagtataac
ccagtgacat
agaaagaaac
gcctgagett
cgaagacgat
cttcaacgceca
cgatgttcat
gecgteccac
tattatgtgt
ggccagcttg
atagatctct
tggtggatga
catatacatc
gcatatctge
tctgegttgt
ccttgaccat
cgcgaccaac
tcattgcaag
tgaagcttta
ccacgaattt
caaactggga
attcaatgge
cgcagaatct
gaaattgtca
catccaaggg
gtagagagaa
attcattaat
tggacatgat
cgagcacgcc
cgacaccctt

aatgtcagat

37

catataagcg
tattccgatt
ctgatagtcc
cccggaacct
taacaacgac
tcecgtcaaca
agcccaaagc
acaaatcecgt
gggaactgga
ccgtecttgt
gggtctctgt
gcacgtactg
gtettetgte
ctegagagte
tcgacaccac
tgcacgaatg
gacagcatcg
agtccaccag
gaggaggaaa
tctetgtecag
cgetegteac
tgtgcacgta
ttagecgtatg
atgcacgcectt
aagaattcca
acttacgaag
gttcttgact
ggcagatgeg
agccgtaaga
gttgagacct

ggaggaacng

attatacggg
aaatgattcet
tcagtgatat
tggagttatc
ttgaacacgg
tccaacggga
atcattgecta
cgcccaaatc
tatcaacgaa
cgaggtgccg
tgaggtgcca
catcgagcgt
gatgtatgag
atacgtaceg
ggagagagcg
tatggcaaat
agttctgett
gacataacac
tttagaagac
ttaaatcgtg
ceottggeoeott
ctacgegatce
attcttectge
acgcaggacc
cotttggage
tgggcgectg
gatggatctt
geggtgegac
agaacggctt
tegtgageeg

aatacgaagt

11700

11760

11820

11880

11940

12000

12060

12120

12180

12240

12300

12360

12420

12480

12540

12600

12660

12720

12780

12840

123900

12960

13020

13080

13140

13200

13260

13320

13380

13440

13500



ggaaggacct
gteggacgey
gtaggetgee
catgagatcg
ccatattttt
tttcegatga
tagecgaacgg
teectetgaga
ttgagagaaa
ggtttatttt
aagctcggeg
atcagaacaa
atatcccecgg
agcttgagta
acggtagata
ggtcctacat
agcatgtagc
caaggtcaca
ggacacaagg
ttategacaa
tggcggcaat
aaatacgtag
gctttgaggt
aagccagcett
agactccacc
gcggatattt
tttcacaaac
acacaactct
tcacaatagc
caaaatatag
tgcaaggaag

tgttttatta

tacacatecce
acaatgttgc
accttetgag
cctagagecca
tccectagete
gaggaaggcc
tggtgtagge
atatcogagt
9999999999
ctcacacctt
tcagtgctta
catectgagtt
gcecgctacag
cacatctgct
cgegegtagt
ttgeccatete
accnttattt
gtcgttggag
tattgtgtgg
tcaatcttet
cccacgattc
ctgcagttgc
gtttgaaagc
gagactecggt
acccatgagt
gtcactagta
agcaagagta
cagtcgaaca
aaccataatc
ctgatgacga
gaaaccacaa

agcttogaaa
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catagcgggt
gtgggcggtc
agttgaggac
agtcagctaa
agtaaacgtg
tcttggtece
gacgactacg
catgacgget
gtgataaact
agatccactc
ggagcgaggt
gatcggggtc
cttcaatatt
ccgagcaccg
aacggcatag
atcggctcecet
ggtntgcgeg
gcattcggag
agccacattc
cattcaactt
acggattcta
atagctcegg
cactggaaac
gacagttgge
aagatcgtga
acaaaatgac
aggacatatc
caatccegec
acaaaagagc
gaaggaaatg
ctgegatate

gtgtaagata

gaatacgact
ggagtacttt
caccagoggo
tctacatctt
agccattget
ggggggaggt
attgcagtca
tatttocgac
cgtcctgtgg
tattaggtat
aatgattcge
tgatctgatt
atgtattteg
agttcgagaa
gnagacgata
nagccacacg
attttcggeca
accctggttce
ataatgtaca
cggtaacttt
gacgtaatct
tgtaggcacg
attatgtteg
gcactgagecg
tttcagcaat
tggttaacaa
aagacgacaa
atcgacattg
ttactgtttg
cataccggtg

ctecgggcagg

tgacgtgatg

38

aagtttccte
ccagcgcgac
tgccaggega
acgcagcteg
tgccacgaag
tacgccaagg
aaatccatat
aagaaataat
atgeccgtgte
tacaccgete
cecggtttgtt
cgttgecatac
gatatcaata
aagataccaa
ggtacttgtt
gccactateg
tacgatggat
gettggttta
atgttaatac
tgactottet
actcaatgcc
ctgaatttta
atctgatage
ctctgatgta
gctagecagta
aggcgtcaca
actaatagta
atctgattgt
tcctggtaaa
atgagacttg
gcegatgegac

aaagtgaaat

cagtcatgat
ggtcaagcag
cattgaagta
aaagaacaga
ttccaaaagg
gctgcgaagyg
cggagacacc
cttgaaggat
tctettgtat
atggatctgy
tcaatcactg
ccetggtteg
caatgttgac
cttccecegta
attgenttac
gagtcgcgaa
ttcgctgagt
caaaatggga
tgtettggoe
cgggcggeca
tctagctgat
agttgaacgt
agaagttegt
acaaagccgce
cagactctac
ggacagagcc
ggatgaatece
cccatttaag
agaacaatgt
cctecttgga
ccaaggcage

tgacgecacaot

13560

13620

13680

13740

13800

13860

13920

13980

14040

14100

14160

14220

14280

14340

14400

14460

14520

14580

14640

14700

14760

14820

14880

14940

15000

15060

15120

15180

15240

15300

15360

15420



cttgctcaag
aggagaatgt
tcactggcecce
ataaaaaaag
cttgggtcag
ctgaagatct
ttecececgaaca
cttaccgatg
gcataagaaa
taggtgacga
cttcataatg
acaagcaaca
catctcttea
aacggcctet
gagcgcgacg
tccagcacce
gaggagaagt
aaggtcagca
cctttgccaa
caccgtctac
atacagcgca
tccgacacca
tttccaaagt
agcccatcac
ttgaagtttt
gcacctgcca
accgcgtcag
cttgttecaag
tgtggtggat
tctcaagttt

ctcgagaagt

aactceccttg
cggtataaag
tggggcaaaa
tattcatgag
tcctcogtata
atcaagatag
cgcgectaga
atcctcocecac
gtaccacgca
tgagaaatct
gatatcccag
gccgaacgta
acctcoggttt
atagcggcega
tcaaatcecgt
gtgacaagcg
ataagggagt
atcagtcgtg
acatgtgtaa

actgtgaaat
aacgtacteg
tcttgggcat
atctecteget
agtatcgagce
ccatgaacct
cgtctgtect
aatgataatg
gttatacgaa
aaagacggat
ctttgataac

gcgaacgatg
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ggtgtgecta
tagaatagaa
gcattgacgg
cgggaacctt
ccgaatttge
atacagatta
atatcattga
cttttccttg
ggtttacaga
ggaagaaagg
cgttgcagga
ccacgtegag
cctgcgagac
gcgcagaaac
ccgatgcceag
cgactctgce
aatggccegt
tcgagttage
tgtgctgttt
attcctegaa
ctagagatga
cagcgttate
ctcgaagete
aacctgcagg
ggactcgage
gagctogtte
acgggcgaaa
acgacatcct
tgctecacgtt
cggatgattg

gtttcgegee

taatggttte
caatgectcte
agattccatg
tcatatgtat
tggctgeata
tecegecaacga
cggggaagct
agtgaccatt
ggtaatgcgg
gagctatgaa
ccatcttgga
tcecgectaat
gtccgeaaaa
gaggtteget
tcgaagtgceg
ctgagaaact
ggccaccettt
ggtggttcgg
caaattcgaa
actaatttac
aatccgtcaa
cacctectet
cactggtcat
tcaatgggac
tgcttgtggt
attgcgatag
tgctaaagac
tgaaagtata
tcccaagecag
atgacttteg

gatggtgttg

39

gaagtgatca
gttcatacac
aggaccgaac
tcgacggage
tgcactgaac
ctgctcacct
ctgaagacgt
tgtttgecegg
tcaaagtcct
atecgtactat
gaaatgagat
tcttecaacaa
atgtagcagc
tegtttgett
atggcacggc
gaagtggacg
atatatgatg
ttcaagcggt
gtccatctac
tctaccctaa
caatttgagg
ggatgattte
tcgetctcac
ctcececcatcet
attecgtegac
tgacgatgtt
tcacccgteg
agaggtcagt
agcatatcaa
tcgggtaact

cggcgaactt

tctggaaata
ataggtgtet
tccaaagctg
tcacccgcaa
agcggttgac
ttctteceegg
cgacatacag
cgtgecttgta
cggcagtagce
cgaaaaaaga
ctcgtttgeg
cttttgaaat
ccttgcgace
gaagatcatt
caatgccctg
ccattgtgtc
gtcataggat
aataataagg
ttgtcatcta
tatataatat
accaagttec
tggaccctte
ccaattacct
gggcactttc
ccaaatcatg
gtggctagag
tcatccegag
taccettttte
tacagctett
gcatgtcaaa

cgaggtacga

15480

15540

15600

15660

15720

15780

15840

15900

15960

16020

16080

16140

16200

16260

16320

16380

16440

16500

16560

16620

16680

16740

16800

16860

16920

16980

17040

17100

17160

17220

17280



ctecgatgect
gtactegtcg
gaggtcccag
tactgactgt
attccgaatc
taactgttat
cgagtacteg
tggettgaag
aaaaggatta
gggtacgcga
agcgccgtag
ggaaagccta
tcggaagett
atggcggggce
gaatagtgga
aataattacc
aaacccgttg
ggaacttctc
tggcgtaact
attcctgege
tgacatacga
taagaacagg
ggtggtttta
ggctogeaat
tgcaaaagta
agtaccaaca
acgacgatcce
aactagegte
attcaggcta
tctcaaagte
acgcatcttg

agagtttecte

cggacgtggg
aaggtgtcga
aatctatagc
cgagatactt
gcatccatga
ctcaaggaga
tcgataacga
acctacaggt
ggctccatgg
atgaggccag
tottgactta
acgctcttgg
tttgceccagg
cattgccagt
agggtgtggg
ggtcatttta
caaagcccat
tatgtgeegt
ccggtatcta
ggagttggaa
atttgaactg
gcgaatattg
cactgtttca
catcctecact
aaagtgttaa
gacttcttca
gtggecatgte
tacttateqgg
tgcacatgcc
ttgcgtagta
atgctaaagt

gctgactaat
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agttgttgeg
tgaagcgcett
gtacgatcag
ctcctccaat
ctatgtcctt
atttaatggt
agaaactgtg
teatgagatce
acgggcagtt
gagatctgag
ctgaagtcgce
tcagaatatt
ccgectgatge
tggcaagagt
gatttctgeca
aaaggcaatc
agatggcact
agctaccgtg
actcecatacg
atgcacctga
agattggteg
tttccctecac
taacgctcct
gtnttgactt
aaaaggccgy
atattcactc
agegtetatg
aaattgttta
tccattggtc
tteccggeaga
aatataccac

aaccttggaa

gteggcggec
ctgcgettga
tccatggate
ccactcteeg
ctgtgcgege
gagcttacct
tgatcgeate
acacccgeta
ctcctgeate
tgatggtgta
agcggtcgaa
cgacataaac
cttettgact
atcaggaagg
aggtcagtct
ggagatgaac
ggttcacgag
cctcagtgta
atgatcctte
aaacggaaat
ttcattgaat
cctgggtcga
gtatcaacgg
taggcgagtc
tgtattatge
ccttteggtg
gacccgaact
aataaaggat
ctcggcatct
tataacgata
acttaccgece

gtattegage

40

tgttgtacga
gtgctcogetg
atgggtatct
gcgggccgag
actggataca
tececteecteeg
aacaaaatat
cggagacgtyg
actcgeoctte
cagtcagtct
agcttcctga
gtattctact
tcggcatagt
aagatgcgtt
ggaacgctct
ggcttgegat
attcactctc
acataagccg
aagcgeccact
gcogecteac
atgtttaget
tgatccatga
taagtcggece
tcgacgttge
aagaacggag
agagcggtcg
tagegecagt
tgtatgagee
tgtgagagtt
accgatctga
gcectcagegt

tectaccgac

cagactccag
tecttetttge
aaatgtgtgg
gcttectetgt
acagtcagaa
tecgagacgte
cccogagege
ctagagacga
gtcecgecagt
agctctaata
gocttegttt
tccaacttac
gggggttgag
gagacattga
taaggtatgg
agecctgaatg
attccggttg
ggcgcgacct
ctgcgegaac
ctetatgeca
atagtgaaca
tcggegttcet
tecatcgecage
gaagcggaag
tcgaatcaaa
acctaccgtg
ttattgatga
gataagtage
cagggtacac
tccatetteoe
ctgattcatg

cttecggeac

17340

17400

17460

17520

17580

17640

17700

17760

17820

17880

17940

18000

18060

18120

18180

18240

18300

18360

18420

18480

18540

18600

18660

18720

18780

18840

183900

18960

19020

19080

19140

19200



cgccactaga
tgattaggga
acaattgacc
aaaaatcgaa
agaagctegt
aatcagetgg
aaaggcggac
gttagcgtat
atgaaatttc
ttcgaatcetg
gagcaatggt
tatgtaggca
ttoctecteg
ttgtggctca
ggttatcecceg
aggcactggt
gcttgtatct
cttgaactcg
tcggectgac
ctttgacacg
tttatgagat
gcgttggaag
gtcagaagac
atctecctteg
cegtteoctta
atggacacac
aaagtacatc
agttttgtag
ataaaatteca

ggtcccggge

tcttagetet

agcatactgce
atttagtgtt
acgcgtacta
aatactcaag
caaaagegtce
actgagggcg
ggcgatgcat
tttgettttt
acctttgaaa
caccaggecg
aactgattac
aaccgagcat
tcatggattce
gaaggatttt
ttataggcaa
cccgcaattt
tcagatgacg
cccaccgcag
atgccaatga
ttattgatca
gtttteoegta
gaacacagac
cggecatattc
aaataccttg
tcgactteat
ggtagtcgat
tgaaggtaat
ccegeagtece
gtcattcage
gcgcaattca

ctccatttat
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gaaccatagc
ccgtagetce
cttagtctaa
tatgtagttg
aaaatcoggceg
agatgttegt
gcggaaatga
acctcegece
agagatcgtt
gtgteggtet
tgtagtttcg
cgggaaatag
tgegtetett
cggtcaacgce
cctgecttgac
tggtgagtct
atgtcatctce
tctctgatct
ttgttgactt
ggatgggtge
taggatggga
gggtcttcaa
agctacgcat
agaaccttcg
tttetaaget
gagaaggacc
tcacttecte
aggagccette
ctgccaatat
agagaaaggc

gaactggacg

aaagtctcaa
agttggaaga
gtgggaatct
acatnnaaga
ctcagageen
ctattecaac
tggtacggat
ttgtegaaca
acaggatgtt
cgatccaaac
acccaatggg
tacatctcca
gccgttgteg
tctteectee
ttggctaaca
atcgtgcaag
tctcaaagtt
ctttgacaag
gtgegtaatt

gtctcaccgt

ctggacattt
caaccacttc
ctgtcgegag
gcagtacgte
acacaggtca
cttatatceg
aaatttgtct
cttgtegate
ctgttetgta
tagggagtgg

ctataggege

41

ccgeccaggt
aacagtgcca
cggatcgatc
aatgatcgtg
attcacgaga
ccgaaaccct
aaatggcaac
gctgagcagg
tgntgtggat
ccgegacatyg
tatgcctctc
gggtgatttc
tttgggcetat
ctctececece
atgacgtgca
ttaataacag
ctgggaaaga
cgagcctcta
tctgacttac
gatgecggtac
gccctcatge
aatattggca
ctettgtect
ggtgtggttt
tattattete
cctggttgayg
taatgatggce
tattcccate
gtgaagtata
taagggtctt

aaactctcag

acattcacac
ccggaaccga
attgatccac
caataattca
aattttgeoca
gaggtggacg
gccggeceng
gecttgttet
cagttcatgt
gaaccttteg
tgtactttcc
acctcctege
cettetegtt
tgcacctect
tatcagagcc
tgaaataaca
ccatgataat
actactcaga
tegtaacaac
aagagcaact
ggtacgggec
cttectggtge
tgatgttcea
ctggaagaga
aaacgcacgt
gcagcgtcee
agttctcata
gagtacgttg
ttecctgagtg
ctgttgatat

aagctatgat

19260

19320

19380

19440

139500

19560

19620

19680

15740

19800

19860

19520

18980

20040

20100

20160

20220

20280

20340

20400

20460

20520

20580

20640

20700

20760

20820

20880

20840

21000

21060



caacgcaccg
ctgcgaacta
tctgettgte
aaagacaccg
cctattectca
tcgacttaca
gccatgacac
ggcggcgaac
ttaaaggagg
ttaatttaca
ttacaaagga
ttgtcgacat
ctttgecagac
ccecgatagac
ttccagaatt
ccatgtggat
aacgcgggaa
tgttagataa
atttccgtgt

ctga

tatgacatgg
aattctgttg
tcgagcagaa
ctgecgtege
tgaacttgat
acacttacaa
tttatcecga
gtttaccega
tcctteggtyg
cgacccaace
tactacatce
atgaatgctg
cccgagacat
aatggggtat
gcctaattte
agccatggeca
tgagatctceca
agactacatt

attatcaaac
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cgaaggggaa
catcgtgaag
caagaccgcet
atatgctgece
aattaggtge
attataacag
tgttcagaaa
ttttggegat
gattcctgtt
acgttttage
cggctggtge
cctaaacctg
tcagaccaga
ttgggtttgg
atcaacagecg
tccattctag
cctecegtaa
tctggctgac

ctcgatctaa

atttgtatgt
gatgaaggaa
teccggtcaag
ggtcagtttg
tgatacggta
agcgtctceca
gcagcacaag
aaaactcggce
ttaccgatgg
cgtacctcac
cttegtgtac
tgctagggcet
cagattcatc
aagacggtga
cgtgtgcagg
ccgtettega
agctcagtcce
cgttgttget

ggctgecctt

42

tcaactttga
atgccgaacc
ggttgagega
tetetattte
caattecctct
ctctaacgac
ccgaactcga
tgececatacgt
gtgagtacga
cgagccgtta
ggaaacgcat
atccttcata
gagaacccaa
gcaggaacat
gagggtaatyg
catttcgaaa
gggaacgata
atcaaaagtc

gaactcatta

tcggatcacg
ttgectttgte
agaactcatt
gtttegeate
gggectteat
atttattecte
tgcattactt
cactgcaata
gcecgggttte
atgcggacac
ggtgagtcta
acccegacat
cgttactcaa
cattgtcteg
gegettgaca
gccgtegatyg
aggtaagcgce
acccggcace

cgcaggatga

21120

21180

21240

21300

21360

21420

21480

21540

21600

21660

21720

21780

21840

21900

21960

22020

22080

22140

22200

22204
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REIVINDICACIONES

Microorganismo huésped que se transforma para comprender y expresar un polinucleétido que codifica un
polipéptido con actividad citocromo P450 monooxigenasa y que comprende o consiste en una secuencia
nucleica seleccionada del grupo que consiste en (i), (i) y (iii):

(i) a) SEQ ID NO 5 a 8 de la lista de secuencias adjunta; b) una secuencia de &cido nucleico
complementaria a SEQ ID NO 5 a 8; c) secuencias de acido nucleico que se hibridan en condiciones
rigurosas con las secuencias de acido nucleico definidas en a) y b) o sus hebras complementarias;

(i) un vector que contiene una secuencia de acido nucleico de (i), que codifica un polipéptido con actividad
citocromo P450 monooxigenasa, estando la secuencia de acido nucleico unida operativamente a
secuencias de control reconocidas por un microorganismo huésped transformado con el vector,
preferiblemente el vector es un vector de expresion,

(iii) SEQ ID NO 9 de la lista de secuencias adjunta;

transformandose adicionalmente el microorganismo huésped para expresar una 2-hidroxi-3-metilglutaril-
CoA (HMG-CoA) reductasa, y

seleccionandose del grupo que consiste en hongos, incluyendo levadura y bacterias.

Microorganismo huésped de la reivindicacion 1, en el que el polinucleétido que codifica el polipéptido con
actividad citocromo P450 monooxigenasa se adapta al uso de codon de la respectiva célula.

Microorganismo huésped de cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2, en el que el microorganismo de célula
huésped se selecciona de Saccharomyces spp. en particular Saccharomyces cerevisiae; Escherichia coli;
Aspergillus nidulans; homobasidiomicetos, en particular del género Armillaria, en particular Armillaria gallica,
Armillaria mellea.

Microorganismo huésped de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el microorganismo huésped
se transforma adicionalmente para comprender una protoiludeno sintasa, en particular una protoiludeno
sintasa de uno de los siguientes: Armillaria spp., en particular de Armillaria gallica, y/o para expresar al
menos uno de los siguientes: (i) una NADPH-citocromo P450 reductasa, en particular una
NADPH:citocromo reductasa de Taxus chinensis.

Método para producir un protoiludeno hidroxilado y/o un éster arilico de tipo protoiludeno sesquiterpenoide,
comprendiendo el método las etapas de

a) proporcionar un microorganismo huésped que se selecciona del grupo que consiste en hongos,
incluyendo levadura y bacterias, y que se ha transformado para expresar de manera heteréloga SEQ ID NO
9, o para expresar de manera heteréloga al menos todo lo siguiente: i) una protoiludeno sintasa, vy ii) al
menos una citocromo P450 monooxigenasa, en la que la citocromo P450 monooxigenasa tiene una
secuencia de aminoacidos que se selecciona de

1) unade SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 2, SEQ ID NO 3y SEQ ID NO 4,

2) una secuencia de aminoacidos de una variante alélica de una secuencia de aminoacidos mostrada en
cualquiera de SEQ ID NO 1 a 4, en la que dicha variante alélica esta codificada por una molécula de acido
nucleico que se hibrida en condiciones rigurosas con la hebra opuesta de una molécula de acido nucleico
mostrada en SEQIDNO5a8, 0

3) una secuencia de aminoacidos de un ortélogo de una secuencia de aminoacidos mostrada en cualquiera
de SEQ ID NO 1 a 4, en la que dicho ortélogo esta codificado por una molécula de acido nucleico que se
hibrida en condiciones rigurosas con la hebra opuesta de una molécula de acido nucleico mostrada en SEQ
IDNO 5 a 8,

en el que al menos uno de (i) o (ii) es ajeno a dicho microorganismo huésped, y

en el que el microorganismo huésped se transforma adicionalmente para expresar una 2-hidroxi-3-
metilglutaril-CoA (HMGCoA) reductasa;

b) hacer crecer, en condiciones de nutrientes adecuadas que permiten la produccion de los ésteres arilicos
de tipo protoiludeno sesquiterpenoide, el microorganismo huésped proporcionado en la etapa a);
produciendo asi el protoiludeno hidroxilado y, segun sea el caso, el éster arilico de tipo protoiludeno
sesquiterpenoide.

Método de la reivindicacion 5, en el que el microorganismo huésped se ha transformado con SEQ ID NO 5
a 8 de la lista de secuencias adjunta para expresar una citocromo P450 monooxigenasa.
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Método de la reivindicacién 5 6 6, que comprende ademas la etapa c):

c) aislar dicho protoiludeno hidroxilado y/o dicho éster arilico de tipo protoiludeno sesquiterpenoide del
microorganismo huésped o del medio de crecimiento.

Método de cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, en el que la protoiludeno sintasa y/o la citocromo P450
monooxigenasa es una protoiludeno sintasa y/o una citocromo P450 monooxigenasa, respectivamente, de
uno de los siguientes: Armillaria spp., en particular de Armillaria gallica.

Método de cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8, en el que en la etapa a) se proporciona un
microorganismo que se ha transformado adicionalmente para expresar una NADPH-citocromo P450
reductasa, preferiblemente una NADPH:citocromo reductasa de Taxus chinensis.

Método de cualquiera de las reivindicaciones 5 a 9, en el que el éster arilico de tipo protoiludeno
sesquiterpenoide se selecciona de meledlidos y armililorselinatos.

Método de cualquiera de las reivindicaciones 5 a 10, en el que el protoiludeno hidroxilado se selecciona de
protoiludeno monohidroxilado, en particular 8-hidroxi-6-protoiludeno, protoiludeno dihidroxilado, en
particular 8,13-hidroxi-6-protoiludeno.
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Cosmido 25,1

B
clon gendmico de CYP-Armz2 Paseo génico T7-3
CH gl
Paseo génico T3-2_IP Sonda de examen Paseo génico T7-2
HI 41058
ramHl 4055 BamHI 12160 Hi 18108 EamHl 44497
CYP-Arm1  CYP-Arm2 CYP-Arm3 Pro1  CYP-Armd
= ® @ == ==
Activador transcripcional de enzimas glicoliticas  proteina hipotética proteina hipotética  GMC oxidorreductasa Metiltransferasa
&= o
Transcriptasa inversa Endonucleasa de reparacion de ADN Deshidrogenasa de cadena coria

Fig. 2A

SEQ ID NO.1: CYP-Arm1

MALF SAYALAFSLLMVPLILYILRIGRRESGLPPGPSTLPLVGNLHQLPHGSLHLQF TAWAKEFGGIF
SLKFGPGTVIVATSPRAVRELIDQKSASTSDRPPSHFSNVITGGNNIGFARYSDYWRRGRRVMHS
MLTKKACVNHLTIQRAEASQLMYDYLVEPKVNLSHQILVANVGKSDVQCQEFVAHGQRYANSVITS
ILAGTRSPHHTSPLYTAFFQMQHEWTHLLTPGAHPPVDMVPFLKYIPGSWKQICAKMKVSQEELY
GGMIDACAKRVERGIRNGCFLEGELENKDVDRGLLRGMCSALMEGGSDSTSIYLQSFILMLVAHP
DVQAKARAEIDSYVVGLDRLPDIEDMDNLPYVSAVIKEVLRLRPITALGAPHYSTQPEVVDGYVIPKN
SMIFMNQWGMLHDPDSYDQPESFMPERFLTSPFGTRPGADDTGRSKDIYFGGGRRICVGMHFG
QNSLAITSMYLIWAFNLTNAIDPQTKNPIPVDINEYDISLNTIPKPFKCDFQVRSEEHKRMVENAFAE
SRQVLAPFEQD

Fig. 2B
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SEQ ID NO.2: CYP-Arm2
MTHASSAWFLAAVAIVTFIVVRRIRSSWRKLPPGPRGLPIVGNLLQLRSKQWLTFTELGKKYGDLM
YFNVAGQPLIVINSLRVATDLLDRAKFSDRPRNIVASDIMTRGMFVAFAPY GNAWRHMRKAAHEGL
NKNIVNQYHPIQIKEAVLLANDLLAEPNRWYSHVRRTAASTIMSIVYDKPATSEQDPSIKRINDFAAR
LTRAAMPGAHFVESFPWMLRIPSKYAKWKREAEGWYAKDSSMFESLFHSVKDRVAEGNNRPSFV
ATLIQGAGRHGLTDHESSWLAGAMYTAGVESSSAAISWWMLAMILYPDAQKRAQAELDKVVGRD
RLPAFSDYEHLPYVRAMVKETLRWRAVDPVGLPHRSTEDDIYNGYFIPAGSILIANVWHINRDPEN
YGLDAEHFDPARHLDETGQLAPVAGTKEENHVSFGFGRRICVGRHIANDTLFAVIATLLWAIHIEPA
TDEKGASLPLDVDGCIEDGVVVRPLPFKVKVTPRFSEAQAIVEQERELLGHY

Fig. 2C

SEQ ID NO.3: CYP-Arm3
MTRIFSEEVSPIWILTAIVVVAYTTVRYLRSPWRNLPPGPRGLPLIGNLLELRGKQWLTFTELGKKY
GDLMYFNVAGQPLVVLNSQKVAADLLDRRAGKYSDRPRNIVASDIMTGGNLVVFTRYGDVWRRM
RKAAHEGLNKGVVYKYHPIQTAEAVLLTAGVLAEPEKWNSHLRRTAASAIMSMVYDTPPTSEQDP
SVKNINEFVARLTRAAMPGAHFVEFFPWMRYIPSKYAKWKREAEESYAKDSAMFEGLFNGVKDR
VAKGDERPSLASTLIQDAGRHDLTDRENSWLAGTMYAAGAETTSGVMSWWTLAMIVYPETQKRA
QAELDAVVGRDRLPSFADYEHLPYIRAMVKEALRWRMVDPVGLPHTSTEDDVYDGYFIPAGTIIAN
VWHLNRDPEIYGPDAEHFNPARHLDKDGKLAPGPADTKEESHVTYGFGRRICYVGRHVANNSLFIDI
AMMLWAMNIERATDENGVPLPLDVDGCVEDGLVTRPVPFKAKITPRFREAQAIVEQERELLGYH

Fig. 2D

SEQID NO.4: CYP-Arm4
MDSASLAVVVWAILLVLWLRRIFGQRSSLPLPPAPPGYPVIGNLLDLANNDVHIRARHWSRNFDDD
VISLKVLGKTMIILNSPTAVSDLFDKRASNYSDRPDMPMIVDLMGWDWTFALMRYGPRWKEHRRV
FNNHFNIGTSGASEDRHIQLRICRELLSLMFQSPSKYLENLRHYTGHIILKRTYGHTVVDEKDPYIRL
VEAASQSTSEAAVPGAFLVDLFPSMKYIPEWVPGAQFKRKAREWRKLSEAMINAPYDMAKGKFD
EGNAEPCFVSACLEQNKTASGQGLSEELIKDTAAVAYAAGADTSVSTLTTFILAMTLYPDVQKAAQ
AELDALLGGERLPDFGDKTRLPYVTAILKEVLRWIPVLPMAVPHRAVNADTYKGYYIPAGAFVYGN
AWAILHNPDIFADPETFRPDRFIENPTLLNPIDNGVFGFGRRACAGRVMALDTMWIAMASILAVFDI
SKAVDERGNEISPPVKLSPGTISHPAPFPCIIKPRSKAALELITQDD
Fig. 2E
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