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DESCRIPCION
Sensores para la deteccion y cuantificacion de secrecidon microbiolégica de proteinas

La presente invencion se refiere a una célula que esta modificada genéticamente con respecto a su tipo silvestre, un
método para la identificacién de una célula que se caracteriza por una secrecion aumentada de proteina a través de
la membrana citoplasmica al espacio extracitosélico, un método para la identificacion de una composicién de medio
de cultivo que esta optimizada para la producciéon recombinante de proteinas, un método para la identificacion de
condiciones de cultivo que estan optimizadas para la produccién recombinante de proteinas, un método para la
identificacion de un compuesto que se caracteriza por una actividad antibiética debida a su propiedad de dafnar la
membrana de una célula bacteriana o para analizar el efecto de dicho compuesto sobre una poblaciéon de células
bacterianas genéticamente diferentes, un método para la produccién de una célula que esta modificada genéticamente
con respecto a su tipo silvestre con una secrecion optimizada de proteina a través de la membrana citoplasmica al
espacio extracitosdlico, una célula obtenida por este método, un método para la produccién de proteinas y un método
para la preparacion de una mezcla.

Las proteinas son de gran interés econémico. Las enzimas, por ejemplo, se utilizan como biocatalizadores en la
sintesis quimica de diversos compuestos, en particular en sintesis enantioselectivas, en detergentes o en alimentos
para seres humanos o animales. En las composiciones medicinales pueden encontrarse otras proteinas, tales como
anticuerpos, hormonas y moduladores inmunoldgicos.

Un meétodo preferido para preparar tales proteinas es la produccion biotecnoldgica utilizando microorganismos
recombinantes. En los procesos de fermentacion, estos microorganismos se cultivan de manera que producen la
proteina deseada a través de la sintesis de proteinas celulares. Por medio de esta ruta de produccion biosintética
pueden obtenerse directamente las proteinas naturales y pueden utilizarse materias primas simples y econémicas.
Como microorganismos, habitualmente se utilizan para este propdsito, por ejemplo, Bacillus subtilis, Pichia pastoris,
Escherichia coli, Corynebacterium glutamicum o bacterias relacionadas.

Los parametros bioldgicos y de procedimiento son cruciales para la eficacia y rentabilidad con las cuales pueden
producirse proteinas en procesos biotecnoldgicos. Estos parametros comprenden, por ejemplo, el microorganismo
hospedador, la combinacion de cepalvector, el uso de codon del gen codificante de proteinas, los péptidos sefial que
son necesarios para el transporte de la proteina a través de la pared celular (péptidos sefial secretores), el nivel de
expresion, el tiempo de induccién, la temperatura, la composicién del medio, la tasa de crecimiento, etc.

Para el desarrollo de procesos biotecnoldgicos eficientes para la produccion de proteinas estos parametros deben
variarse y optimizarse. Sin embargo, el problema es que no solo uno de los parametros mencionados anteriormente
es variable en un amplio intervalo, sino que ademas los diferentes parametros también se influyen entre si, lo que
resulta en que debe evaluarse un gran numero de combinaciones de parametros posibles. Segun el estado actual de
la técnica, no es posible una mera prediccion tedrica de combinaciones de parametros o parametros optimizados vy,
como ademas para cada proteina especifica se consideran ideales diferentes parametros y combinaciones de
parametros, deben probarse muchas combinaciones de parametros diferentes para cada proceso de produccion.

Para la generacion de diferentes propiedades en una determinada cepa que se pretende usar para la produccion
recombinante de una proteina deseada se aplican etapas de mutagénesis quimicas o fisicas convencionales (por
ejemplo, MNNG o UV), por medio de las cuales se inducen mutaciones aleatorias en el genoma de la cepa
(mutagénesis no dirigida). Para producir mutantes con una secrecion alterada de la proteina, por ejemplo, se generan
genotecas de un gen codificante de proteina, en las que la secuencia génica codificante de proteina se fusiona con
diferentes secuencias codificantes de péptidos sefial de secreciéon. Para analizar el efecto de diferentes condiciones
de cultivo o diferentes composiciones del medio sobre las cepas de secrecién de proteinas que secretan la proteina
especifica, estas se cultivan en estas diferentes condiciones y/o en estos diferentes medios de cultivo.

La busqueda de modificaciones genéticas y parametros de cultivo optimizados y medios de cultivo que conduzcan a
un rendimiento aumentado, eficacia o economia del proceso biotecnolégico para la produccién de la proteina deseada
se denomina comunmente "identificacién sistematica". Sin embargo, en dicho proceso de identificacion sistematica,
debe observarse un problema en el hecho de que en una suspension celular que comprende una pluralidad de células
genéticamente diferentes o en una preparacion experimental en la que se han ajustado diversos parametros (o en la
que solo se ha variado un parametro que sin embargo también afecta a otros parametros) es casi imposible identificar
claramente qué modificacion genética o qué parametro fue el responsable de un aumento finalmente observado en la
produccién de una proteina deseada. Los métodos de identificacion sistematica que son necesarios para dicha
evaluacion no solo consumen mucho tiempo y son caros, ademas son altamente especificos para cada proteina
individual y por tanto no son aplicables de un modo general. Ademas, estos métodos de identificacion sistematica
dependen de la disponibilidad de un ensayo practico de identificacion sistematica para la proteina deseada, puesto
que la cantidad de produccioén o secrecion de la proteina deseada en una preparacion experimental dada Unicamente
puede determinarse mediante la deteccion de la actividad catalitica de la proteina en el medio de cultivo o dentro de
las células.

Los métodos del estado de la técnica para la identificacion sistematica incluyen el uso de construcciones de sensores
en los que las proteinas fluorescentes estan bajo el control de un promotor sensible al metabolito respectivo, por
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ejemplo, L-lisina (Binder et al. (2012), Genome Biology, 13 (5): R40).

A partir del estado de la técnica, también se sabe que las células hospedadoras pueden optimizarse haciendo que
sobreexpresen proteinas secretoras y a continuacion analizandolas a nivel de transcripcion (Marciniak et al. (2012),
Microbial Cell Factories, 11 (66): 1-13).

La presente invencion se basoé en el objetivo de superar las desventajas que surgen en relacion con la deteccion de
células modificadas genéticamente que secretan una proteina particular.

En particular, la presente invencion se baso en el objetivo de proporcionar una célula modificada genéticamente en la
que, después de una modificacion genética o después de un cambio de un parametro relacionado con las condiciones
de cultivo o después de un cambio de la composicion del medio de cultivo, pudieran identificarse de una manera simple
aquellas variantes que se caracterizan por una secrecién aumentada de una proteina especifica, en la que también
fuera posible separar faciimente estas células de entre una pluralidad de células diferentes. También, la identificacion
de células que se caracterizan por una secrecion aumentada de una proteina especifica no debe depender de la
naturaleza de la proteina deseada y de este modo debe poder aplicarse a todas las proteinas que puedan producirse
de un modo recombinante en un proceso de fermentacion.

La presente invencion también se basé en el objetivo de proporcionar un método para identificar una célula que se
caracteriza por una secrecidon aumentada de una proteina especifica dentro de una pluralidad de células
genéticamente diferentes de una manera simple, rapida y rentable y para separar especificamente estas células de la
pluralidad de células genéticamente diferentes.

La presente invencién también se baso en el objetivo de proporcionar un método para identificar una célula que,
cuando se estuviera cultivando en determinadas condiciones de cultivo o en un determinado medio de cultivo, se
caracterizara por una secrecion aumentada de una proteina especifica, en comparaciéon con la misma célula que se
hubiera cultivado en condiciones de cultivo diferentes o en un medio de cultivo diferente, permitiendo de este modo
determinar las condiciones de cultivo 6ptimas y/o medios de cultivo 6ptimos de una manera simple, rapida y rentable.

La presente invencion también se baso en el objetivo de proporcionar una célula modificada genéticamente con una
secrecion optimizada de una proteina especifica, en la que se introducen selectivamente genes o mutaciones, en
particular genes para la secrecion de péptidos sefial o mutaciones en estos genes, que se han identificado como
adecuados por medio del proceso de identificacion sistematica mencionado anteriormente para aumentar la secrecion
de la proteina especifica o la concentracion de la proteina especifica en el lado trans de la membrana citoplasmica.

La materia objeto de la categoria que forma las reivindicaciones de la presente invencion contribuye a conseguir al
menos uno de los objetivos anteriores. Se hace una contribucién adicional mediante la materia objeto de las
reivindicaciones dependientes que representan realizaciones especificas de la invencion.

En el presente documento se desvela:

|1] Una célula que esta modificada genéticamente con respecto a su tipo silvestre y que comprende una secuencia
génica que codifica una proteina fluorescente, en la que la expresion de la proteina fluorescente depende de la
cantidad de proteina que se secreta a través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosolico.

|2| La célula de acuerdo con la realizacién |1], en la que la secuencia génica que codifica la proteina fluorescente
esta bajo el control de al menos un promotor heterélogo que, en el tipo silvestre de la célula, controla la expresion
de un gen del cual la expresion en la célula de tipo silvestre depende de la cantidad de proteina que se secreta a
través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosélico.

|3| La célula de acuerdo con la realizacion |1] o |2|, en la que la célula es una célula del género Corynebacterium,
Escherichia, Bacillus o Mycobakterium.

|4| La célula de acuerdo con una de las realizaciones anteriores, en la que el promotor se selecciona entre el grupo
que consiste en el promotor cg0706, el promotor cg0996, el promotor cg0998, el promotor cg1325, el promotor
htra, el promotor lial, el promotor mprA o el promotor pepD.

|5| La célula de acuerdo con una de las realizaciones |1| a |[4], en la que la célula es una célula del género
Corynebacterium y en la que el promotor es el promotor cg0706, el promotor cg0996, el promotor cg0998 o el
promotor cg1325.

|6] La célula de acuerdo con la realizacion |5, en la que la secuencia génica que codifica la proteina fluorescente
esta bajo el control de una combinacion del promotor cg0996 y el promotor cg0998, en la que el promotor cg0996
se localiza cadena arriba del promotor cg0998.

|7| La célula de acuerdo con una de las realizaciones |1] a |4|, en la que la célula es del género Bacillus y en la que
el promotor es el promotor htrA o el promotor lial.

|8| La célula de acuerdo con una de las realizaciones |1| a |[4], en la que la célula es una célula del género
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Mycobakterium y en la que el promotor es el promotor mprA o el promotor pepD.

|9] La célula de acuerdo con una de las realizaciones |1| a |[4], en la que la célula es una célula del género
Escherichia y en la que el promotor es el promotor hirA.

|10] La célula de acuerdo con una de las realizaciones anteriores, en la que la proteina fluorescente es proteina
verde fluorescente (GFP) o una variante de esta proteina.

|11] Un método para la identificacion de una célula que se caracteriza por una secrecion aumentada de proteina a
través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosélico en una suspensiéon celular, comprendiendo el
método las etapas:

a1) provision de una suspension celular que comprende células de acuerdo con una de las realizaciones |1]| a
[101;

a2) modificacion genética de las células para obtener una suspension celular en la que las células difieren con
respecto a la cantidad de proteina que se secreta a través de la membrana citoplasmica al espacio
extracitosolico;

a3) identificacion de células individuales en la suspension celular que tengan una secrecion aumentada de
proteina a través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosélico.

|12| EI método de acuerdo con la realizacion |11|, en el que la modificaciéon genética en la etapa a2) del método se
realiza mediante mutagénesis no dirigida o mediante ingenieria metabdlica.

|13| EI método de acuerdo con la realizacion |11] o |12|, que comprende ademas la etapa de método:
a4) separacion de las células identificadas desde la suspension celular.

|14| El método de acuerdo con la realizacion |13|, en el que la separacion se realiza por medio de citometria de
flujo.

|15] Un método para la identificacion de una célula que se caracteriza por una alta secrecion de proteina a través
de la membrana citoplasmica al espacio extracitosoélico en una suspension celular o para la identificaciéon de una
suspension celular que comprende células que se caracterizan por una alta secrecion de proteina a través de la
membrana citoplasmica al espacio extracitosoélico, comprendiendo el método las etapas:

1) provision de

i) una suspension celular que comprende una pluralidad de células de acuerdo con una de las realizaciones |1|
a [10|, en la que las células en la suspension celular difieren entre si con respecto a la cantidad de proteina
que se secreta a través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosolico,

o

ii) una pluralidad de suspensiones celulares, comprendiendo cada suspension celular, células de acuerdo con
una de las realizaciones |1| a |10|, en la que las suspensiones celulares difieren entre si con respecto a la
cantidad de proteina que se secreta por las células a través de la membrana citoplasmica al espacio
extracitosolico;

B2) cultivo de células diferentes en la suspension celular o de las diferentes suspensiones celulares;

B3) identificacion de células individuales en la suspension celular que tienen una alta secrecion de proteina a
través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosolico o identificacion de suspensiones celulares
individuales que comprenden células que tienen una alta secrecidon de proteina a través de la membrana
citoplasmica al espacio extracitosolico.

|16] Un método para la identificacion de una composicion de medio de cultivo que esta optimizada para la
produccién recombinante de una proteina, comprendiendo el método las etapas:

y1) provisidn de una pluralidad de medios de cultivo que se diferencian entre si con respecto a la composicion
del medio del cultivo;

y2) cultivo de células de acuerdo con una de las realizaciones |1| a |10] en los diferentes medios de cultivo,
obteniendo de este modo una pluralidad de suspensiones celulares en las que las células de las suspensiones
celulares, debido a la diferencia en la composicién de los medios de cultivo, difieren entre si con respecto a la
cantidad de secrecion de proteina que se secreta a través de la membrana citoplasmica al espacio
extracitosolico;

y3) identificaciéon de aquellas suspensiones celulares que comprenden células que tienen una alta secrecion
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de proteina a través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosodlico.

|17] Un método para la identificacion de condiciones de cultivo que estan optimizadas para la produccion
recombinante de una proteina, comprendiendo el método las etapas:

01) provision de una pluralidad de suspensiones celulares que comprenden células de acuerdo con una de las
realizaciones |1]| a |10];

02) cultivo de las células en estas suspensiones celulares en condiciones de cultivo diferentes de modo que
las células en las diferentes suspensiones celulares, debido a la diferencia en las condiciones de cultivo, difieren
entre si con respecto a la cantidad de proteina que se secreta a través de la membrana citoplasmica al espacio
extracitosolico;

03) identificacion de aquellas suspensiones celulares que comprenden células que tienen una alta secrecion
de proteina a través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosadlico.

|18] Un método para la identificacién de un compuesto que se caracteriza por una actividad antibiética debida a su
propiedad de dafiar la membrana de una célula bacteriana o para analizar el efecto de dicho compuesto sobre una
poblacion de células bacterianas genéticamente diferentes o células genéticamente idénticas en estados
fisiolégicos diferentes o fases de crecimiento diferentes, comprendiendo el método las etapas:

€1) provision de una suspension celular que comprende las células de acuerdo con una de las realizaciones |1|
a |10];

€2) cultivo de las células en la suspension en presencia del compuesto;

€3) determinaciéon de la actividad antibidtica y actividad antibiética dependiente de la concentracion del
compuesto mediante deteccion de la actividad de fluorescencia intracelular.

|19] Un método para la produccion de una célula que esta modificada genéticamente con respecto a su tipo silvestre
con una secrecion optimizada de proteina a través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosélico,
comprendiendo el método las etapas:

1) provisién de una suspension celular que comprende células de acuerdo con una de las realizaciones |1| a
[101;

I1) modificacion genética de las células para obtener una suspension celular en la que las células difieren con
respecto a la cantidad de proteina que se secreta a través de la membrana citoplasmica al espacio
extracitosolico;

1) identificacion de células individuales en la suspension celular que tengan una secrecion aumentada de
proteina a través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosélico;

1V) separacion de las células identificadas desde la suspension;

V) identificacion de aquellos genes modificados genéticamente G1 a G, o aquellas mutaciones M1 a M, en las
células identificadas y separadas que son responsables de la secrecion aumentada de proteina a través de la
membrana citoplasmica al espacio extracitosolico;

VI) produccion de una célula que estd modificada genéticamente con respecto a su tipo silvestre con una
secrecion optimizada de proteina a través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosoélico, de la cual el
genoma comprende al menos uno de los genes G1 a G, y/o al menos una de las mutaciones M1 a Mn,.

|20] EI método de acuerdo con la realizacion |19], en el que la modificaciéon genética en la etapa Il) del método se
realiza mediante mutagénesis no dirigida o mediante ingenieria metabdlica.

|21| Célula obtenida por un método de acuerdo con la realizacion |19] o |20].
|22] Un método para la produccion de una proteina, comprendiendo el método las etapas:

(a) produccion de una célula que esta modificada genéticamente con respecto a su tipo silvestre con una
secrecion optimizada de proteina a través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosélico mediante un
método de acuerdo con las realizaciones |19] a |20];

(b) cultivo de la célula en un medio de cultivo que comprende nutrientes en condiciones en las que la célula
produce proteina a partir de los nutrientes.

|23| EI método de acuerdo con la realizacién |22|, en el que la proteina es una hormona, una toxina, un anticuerpo,
una proteina estructural, una enzima, una proteina de transporte, una proteina de almacenamiento, una proteina
de canal, una proteina reguladora, una proteina fluorescente o una proteina con capacidades de union selectiva,

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2758 096 T3

polimerizacién, recubrimiento, estabilizacién, reparacién, aislamiento.

|24| Método para la preparacion de una mezcla, comprendiendo el método las etapas:
(A) produccioén de una proteina por el método de acuerdo con una de las realizaciones |22| o |23];
(B) mezcla de la proteina con un componente de mezcla que difiere de la proteina.

|25| Método de acuerdo con la realizacion |24|, en el que la mezcla es un producto alimentario, un pienso para
animales, una composicién farmacéutica, una composicion para la produccién de alimentos, una composicion de
pegamento, una composicion de acabado textil o una composicion lignoceluldsica.

La presente invencion se refiere a una célula microbiana que esta modificada genéticamente con respecto a su tipo
silvestre y que comprende una secuencia génica que codifica una proteina fluorescente, en la que la expresion de la
proteina fluorescente depende de la cantidad de proteina que se secreta a través de la membrana citoplasmica al
espacio extracitosolico, en la que la secuencia génica que codifica la proteina fluorescente esta bajo el control de al
menos un promotor heterdlogo que, en el tipo silvestre de la célula fuente, controla la expresion de un gen del cual la
expresion en la célula fuente de tipo silvestre depende de la cantidad de proteina que se secreta a través de la
membrana citoplasmica al espacio extracitosélico.

Este espacio extracitosdlico se separa del espacio citosdlico (citoplasma) mediante la membrana citoplasmica. Como
se usa en el presente documento, la expresion "espacio extracitosdlico” abarca generalmente cualquier elemento
volumétrico dentro y mas alla de la membrana citoplasmica (cuando se ve desde el espacio citosolico), incluyendo la
capa de peptidoglicano asi como el periplasma y la membrana bacteriana exterior (en el caso de bacterias gram-
negativas y bacterias gram-positivas diderm o bacterias gram-positivas que poseen una membrana exterior). También
mediante la expresion "espacio extracitosolico” se abarca el area que ésa mas lejos del entorno inmediato de la
membrana citoplasmica, incluyendo el volumen total del sobrenadante del cultivo.

Preferiblemente, se entiende que "tipo silvestre” de una célula significa una célula en la que el genoma esta presente
en un estado tal como se ha formado naturalmente por evolucion. El término se usa tanto para toda la célula como
para los genes individuales. En particular, aquellas células o aquellos genes de los que se han modificado las
secuencias génicas al menos parcialmente por seres humanos por medio de métodos recombinantes no entran, por
lo tanto, dentro del término "tipo silvestre".

Como se usa en el presente documento, el término "proteina” debe entenderse en su sentido mas amplio como un
compuesto que comprende dos 0 mas aminoacidos que estan conectados mediante un enlace de péptidos, siendo el
compuesto el producto de la biosintesis de proteinas celulares. Por lo tanto, la expresién "proteina” no solo abarca
proteinas de alto peso molecular (es decir, proteinas que tienen un alto peso molecular de mas de 10.000 Da), sino
también dipéptidos, tripéptidos, tetrapéptidos, pentapéptidos, oligopéptidos que comprenden hasta 10 aminoacidos,
polipéptidos que comprenden de 10 a 100 aminoacidos y macropéptidos que comprenden mas de 100 aminoacidos.
Adicionalmente, dependiendo de la naturaleza de la proteina, pueden comprender, ademas de los aminoacidos
polimerizados, componentes adicionales, tales como residuos de azlcar resultantes de la co- o post-glicosilacion
translacional.

La proteina puede ser, por ejemplo, una hormona, una toxina, un anticuerpo, una proteina estructural (tal como
colageno), una enzima, una proteina de transporte o una proteina reguladora. Pueden seleccionarse proteinas
adecuadas entre el grupo que consiste en una hormona del crecimiento incluyendo hormona del crecimiento humano,
hormona del crecimiento humano des-N-metionilo y hormona del crecimiento bovino; factor relacionado con hormona
del crecimiento; hormona paratirodea; hormona estimulante de la tiroides; tiroxina; lipoproteinas; a1-antitripsina;
cadena A de la insulina; cadena B de la insulina; proinsulina; hormona foliculoestimulante; calcitonina; hormona
luteinizante; glucagon; factores de coagulacion, tales como factor VIIC, factor IX, factor tisular y factor de von
Willebrand; factores anticoagulantes, tales como Proteina C; factor natriurético atrial; tensioactivo pulmonar; un
activador de plasmindgeno, tal como uroquinasa u orina humana o activador tisular del plasminégeno (t-PA);
bombesina; trombina; factor de crecimiento hematopoyético; factor de necrosis tumoral alfa y beta; encefalinasa; una
albumina sérica, tal como seroalbimina humana; sustancia inhibidora mulleriana; cadena A de relaxina; cadena B de
relaxina; prorrelaxina; péptido asociado a gonadotropina de ratén; una proteina microbiana, tal como beta-lactamasa;
DNasa; inhibina; activina; factor de crecimiento endotelial vascular; receptores para hormonas o factores de
crecimiento; integrina; trombopoyetina; proteina A o D; factores reumatoides; un factor neurotréfico tal como factor
neurotréfico derivado del hueso (BDNF), neurotrofina-3, -4, -5 o -6 (NT-3, NT-4, NT-5 o NT-6), o un factor de
crecimiento nervioso, tal como NGF-(; factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF); factor de crecimiento de
fibroblastos, tal como aFGF y bFGF; factor de crecimiento epidérmico (EGF); factor de crecimiento transformante
(TGF), tal como TGF-alfa y TGF-beta, incluyendo TGF-$1, TGF-B2, TGF-B3, TGF-B4 o TGF-35; factores | de Il de
crecimiento similares a la insulina (IGF-l y IGF-II); proteinas de union al factor de crecimiento similar a la insulina;
proteinas CD, tales como CD-3, CD-4, CD-8 y CD-19; eritropoyetina; factores osteoinductivos; immunotoxinas; una
proteina morfogenética 6sea (BMP); somatotropinas; un interferén, tal como interferon-alfa, -beta y -gamma; factores
estimulantes de colonias (FEC), por ejemplo, M-FEC, GM-FEC y G-FEC; interleucinas (IL), por ejemplo, IL-1 a IL-10;
superédxido dismutasa; receptores de linfocitos T; proteinas periféricas de la membrana; factor acelerador de la
desintegracion; antigenos virales, tales como, por ejemplo, una porcién de la envoltura del SIDA; proteinas de
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transporte; receptores de asentamiento; adresinas; proteinas reguladoras; anticuerpos; y fragmentos de cualquiera de
los polipéptidos listados anteriormente. Las enzimas adecuadas incluyen transglutaminasas, deshidrogenasas (tales
como alcohol deshidrogenasas), monooxigenasas, lipasas, proteasas, celulasas, glucosidasas (tales como amilasas,
xilanasas, sacarasas, maltasas, arabinasas, isomaltasas o fructasas), nucleasas (tales como ribonucleasas,
desoxirribonucleasas, exonucleasas, endonucleasas, topoisomerasas o ligasas), fosfatasas (tales como fitasas o
fosfatasas alcalinas), polimerasas (tales como ADN polimerasas o ARN polimerasas) asi como liasas.

Las células que son particularmente preferidas de acuerdo con la invencidon son aquellas de los géneros
Corynebacterium, Brevibacterium, Bacillus, Lactobacillus, Lactococcus, Candida, Pichia, Kluveromyces,
Saccharomyces, Escherichia, Zymomonas, Yarrowia, Mycobacterium, Methylobacterium, Ralstonia Clostridium y
Pseudomonas, donde son particularmente preferidas Brevibacterium flavum, Brevibacterium lactofermentum,
Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae, Kluveromyces lactis, Candida blankii, Candida rugosa, Corynebacterium
glutamicum, Corynebacterium efficiens, Zymonomas mobilis, Yarrowia lipolytica, Methylobacterium extorquens,
Ralstonia eutropha'y Pichia pastoris. Las células que son las mas preferidas de acuerdo con la invencion son aquellas
de los géneros Corynebacterium, Bacillus, Mycobacterium, Escherichia, Saccharomyces y Pichia, donde son cepas
bacterianas muy particularmente preferidas Corynebacterium glutamicum, Bacillus subtilis y Escherichia coli.

También son particularmente adecuadas células seleccionadas entre el grupo que consiste en Corynebacterium
glutamicum ATCC13032, Corynebacterium acetoglutamicum ATCC15806, Corynebacterium acetoacidophilum
ATCC13870, Corynebacterium melassecola ATCC17965, Corynebacterium thermoaminogenes FERM BP-1539,
Brevibacterium flavum ATCC14067, Brevibacterium lactofermentum ATCC13869 y Brevibacterium divaricatum
ATCC14020, y mutantes y cepas producidas a partir de las mismas que secretan proteinas.

Las células de acuerdo con la presente invencion que estan modificadas genéticamente con respecto a su tipo silvestre
se caracterizan por que comprenden una secuencia génica que codifica una proteina fluorescente, en la que la
expresion de la proteina fluorescente depende de la cantidad de proteina que se secreta a través de la membrana
citoplasmica al espacio extracitosolico.

Todas las secuencias génicas conocidas para el experto en la materia que codifican una proteina fluorescente son
posibles como una secuencia génica que codifica una proteina fluorescente. Son particularmente adecuadas las
secuencias génicas que codifican proteinas autofluorescentes del género Aequora, tales como proteina verde
fluorescente (GFP), y variantes de la misma, que son fluorescentes en un intervalo de longitud de onda diferente (por
ejemplo, proteina amarilla fluorescente, YFP; proteina azul fluorescente, BFP; proteina cian fluorescente, CFP) o de
las cuales se potencia la fluorescencia (GFP o EGFP, o EYFP, EBFP o ECFP mejoradas). Sin embargo, también
pueden usarse secuencias génicas que codifican otras proteinas fluorescentes, por ejemplo, DsRed, HcRed, AsRed,
AmCyan, ZsGreen, AcGFP, ZsYellow, tales como las que se conocen de BD Biosciences, Franklin Lakes, Estados
Unidos de América. También son adecuadas secuencias génicas que codifican proteinas fluorescentes tales como la
proteina fluorescente basada en flavin mononucleétido (FbFP) que pueden obtenerse de Evocatal GmbH, Monheim,
Alemania.

La caracteristica segun la cual la expresion de la proteina fluorescente depende de la cantidad de proteina que se
secreta a través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosolico y, por lo tanto, puede controlarse por la célula
en funciéon de la secrecion de esta proteina, puede realizarse de acuerdo con la invencién al nivel de transcripcion.
Dependiendo de la cantidad de proteina que se secreta a través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosélico
se forma en consecuencia mas o menos ARNm que puede traducirse en los ribosomas para formar las proteinas
fluorescentes.

A este respecto, el control de la expresion al nivel de traduccion se ve afectado por la secuencia génica que codifica
la proteina fluorescente que esta bajo el control de al menos un promotor heterélogo que, en el tipo silvestre de la
célula, controla la expresion de un gen del cual la expresion en la célula de tipo silvestre depende de la cantidad de
proteina que se secreta a través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosélico. Una secuencia de ADN que
codifica una proteina fluorescente y que esta bajo el control de dicho promotor se denomina posteriormente "sensor".

La frase "bajo el control de al menos un promotor heterélogo” indica que de manera natural el promotor, en particular
en la célula fuente a partir de la cual se ha aislado al menos un promotor y que opcionalmente esta modificada
genéticamente para aumentar adicionalmente la eficacia del promotor, no regula la expresion de una secuencia génica
que codifica la proteina fluorescente. A este respecto, la frase "que se deriva de dicho promotor" significa que el menos
uno de los promotores que esta contenido en la célula modificada genéticamente de acuerdo con la presente invencion
(es decir, la célula que comprende el sensor) y que regula la expresion de la secuencia génica que codifica la proteina
fluorescente no tiene que ser un promotor que deba estar contenido con una secuencia de acido nucleico idéntica en
una célula fuente. En vez de esto, con el propésito de aumentar la eficacia del promotor, esta secuencia de promotor
puede haberse modificado, por ejemplo, mediante insercion, eliminacion o intercambio de bases individuales, por
ejemplo mediante palindromizacion de secuencias individuales de acido nucleico. El al menos un promotor que regula
la expresion de la secuencia génica que codifica la proteina fluorescente tampoco tiene que ser necesariamente un
promotor o derivado de un promotor que esté contenido en el genoma de la propia célula modificada genéticamente
(es decir, en el genoma de la célula de acuerdo con la presente invencién que comprende el sensor). Sin embargo,
puede resultar completamente ventajoso si el al menos un promotor es un promotor o se deriva de un promotor que
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esté contenido en el genoma de la propia célula modificada genéticamente y en la célula modificada genéticamente
controle ahi la expresion de un gen, la expresion del cual depende de la cantidad de proteina que se secreta a través
de la membrana citoplasmica al espacio extracitosélico.

En la célula de acuerdo con la presente invencion, la secuencia génica que codifica la proteina fluorescente esta bajo
el control de al menos un promotor. Es preferible que se entienda que la expresion "bajo el control de al menos un
promotor" en este contexto significa que la secuencia génica que codifica la proteina fluorescente esta unida
funcionalmente a el al menos un promotor. El al menos un promotor y la secuencia génica que codifica la proteina
fluorescente estan unidos funcionalmente si estas dos secuencias y, opcionalmente, elementos reguladores
adicionales, tales como, por ejemplo, un terminador, estan dispuestos secuencialmente de modo que cada uno de los
elementos reguladores pueda cumplir su funcion en la expresion transgénica de la secuencia de acido nucleico. Para
esto, no es absolutamente necesaria una union directa en el sentido quimico. Las secuencias de control genético,
tales como, por ejemplo, secuencias amplificadoras, también pueden ejercer su funcidon sobre la secuencia diana
desde posiciones mas retiradas o incluso desde otras moléculas de ADN. Se prefieren las disposiciones en las que la
secuencia génica que codifica la proteina fluorescente se situa tras la secuencia promotora (es decir, en el extremo
3"), de modo que las dos secuencias estan enlazadas covalentemente entre si. También es posible que la secuencia
génica que codifica la proteina fluorescente y el promotor estén unidos funcionalmente entre si de modo que todavia
exista una secuencia parcial gel gen homdlogo (es decir, aquel gen cuya expresion en la célula de tipo silvestre esta
regulada por el promotor) entre estas dos secuencias génicas. En la expresion de dicha construccion de ADN, se
obtiene una proteina de fusion a partir de la proteina fluorescente y la secuencia de aminoacidos que esta codificada
por la secuencia parcial correspondiente del gen homdlogo. Las longitudes de dichas secuencias parciales del gen
homaologo no son criticas siempre y cuando no se vea notablemente alterada la capacidad funcional de la proteina
fluorescente, es decir, su propiedad de ser fluorescente cuando se excita con luz de una longitud de onda particular.

Ademas del al menos un promotor y la secuencia génica que codifica la proteina fluorescente, de acuerdo con esta
realizacion particular, la célula de acuerdo con la presente invencion también puede comprender una secuencia génica
que codifica un regulador, en la que el regulador es preferiblemente una proteina que interactua de cualquier manera,
directamente o indirectamente, con una proteina que se secreta a través de la membrana citoplasmica al espacio
extracitosolico o con una variante de dicha proteina, en particular con una version mal plegada de la proteina. Esta
interaccion directa o indirecta entre el regulador y la proteina, que influye en la afinidad de unién de la secuencia
promotora a la ARN polimerasa, depende de la cantidad de proteina que se secreta a través de la membrana
citoplasmica al espacio extracitosdlico. En este contexto, en principio el regulador pude ser un activador o un represor.

De acuerdo con la invencién, en principio son promotores posibles todos los promotores que normalmente controlan,
mediante una union funcional, la expresion de un gen cuya expresion depende de la cantidad de proteina que se
secreta a través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosolico. La proteina codificada por dicho gen
pertenece preferiblemente al grupo que comprende proteasas, peptidasas, proteinas de choque térmico, proteinas de
choque fagico, factores sigma, factores anti-sigma, sistemas de transduccion de sefial de dos componentes, sistemas
de transduccién de sefal de tres componentes, transportadores ABC, proteinas asociadas a membrana, proteinas
periplasmicas, proteinas secretoras putativas, proteinas reguladoras (que por si mismas regulan otras proteinas),
proteinas implicadas en la biogénesis de la pared celular, proteinas implicadas en la biogénesis del acido teicoico,
proteinas fijadoras de penicilinas, proteinas implicadas en la biogénesis de la membrana externa, chaperonas
asociadas ala membrana, chaperonas periplasmicas, proteinas sensibles a antibiéticos de la pared celular (tales como
bacitracina, vancomicina), proteinas sensibles a choque alcalino, proteinas sensibles a detergentes, proteinas
sensibles a fenol, proteinas sensibles a disolventes organicos, proteinas implicadas en la osmoproteccion o proteinas
de funcién desconocida que responden a la secrecion de proteinas dependientes de Sec, antibiéticos de la pared
celular, choque alcalino, detergentes, fenol o disolventes organicos, etc.

Los promotores pueden ser ademas aquellos promotores que, en el caso de una secrecion aumentada de proteina a
través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosolico, interactian con activadores particulares y de este modo
provocan la expresion de la secuencia génica que codifica la proteina fluorescente, o promotores que se inhiben
mediante un represor, difundiéndose el represor lejos del promotor en el caso de una secrecion aumentada de proteina
a través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosoélico, como resultado de lo cual se elimina la inhibicion y
se efectia la expresion de la secuencia génica que codifica la proteina fluorescente.

A continuacioén se describiran ahora con mayor detalle ejemplos adecuados de células de acuerdo con la presente
invencion. Sin embargo, debe enfatizarse en este punto que la presente invencién no se limita a los siguientes
ejemplos.

La célula modificada genéticamente puede ser una célula de Corynebacterium modificada genéticamente que
comprende una secuencia que codifica una proteina fluorescente bajo el control del promotor cg0706 (Pcg0706) o una
variante del mismo, el promotor cg0996 (Pcg0996) o una variante del mismo, el promotor cg0998 (Pcg0998) o una
variante del mismo, el promotor cg1325 (Pcg1325) o una variante del mismo o combinaciones de estos promotores o
variantes, en particular combinaciones del promotor cg0996 (Pcg0996) o una variante del mismo y el promotor cg0998
(Pcg0998) o una variante del mismo, en donde el promotor cg0996 (Pcg0996) o la variante del mismo esta situado
cadena arriba del promotor cg0998 (Pcg0998) o la variante del mismo, que a su vez esta fusionado a una secuencia
que codifica una secuencia génica de proteina fluorescente. Si la secuencia que codifica una proteina fluorescente
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esta bajo el control de una combinacion del promotor cg0996 (Pcg0996) o la variante del mismo y el promotor cg0998
(Pcg0998) o la variante del mismo, en donde el promotor cg0996 (Pcg0996) o la variante del mismo esta situado
cadena arriba del promotor cg0998 (Pcg0998) o la variante del mismo, la secuencia del promotor cg0998 o la variante
del mismo puede estar conectada directamente al promotor cg0996 o a la variante del mismo o puede estar separada
del promotor cg0996 o de la variante del mismo por hasta 2500 pares de bases, preferiblemente hasta 1000 pares de
bases y mas preferiblemente hasta 200 pares de bases.

En este caso, una secreciéon aumentada de proteina a través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosélico
conduce a una expresion de la proteina fluorescente. En el caso del promotor cg0706, el promotor cg0998, el promotor
cg1325 o una variante de estos promotores, dicha célula puede comprender adicionalmente, ademas del promotor y
la secuencia de la proteina fluorescente que esta bajo el control del promotor, una secuencia génica que codifica el
regulador ¢g0706-cg1325 o una variante de esta secuencia o el regulador cg0996-cg0998 o una variante de esta
secuencia. La secuencia de ADN del promotor cg0706 se corresponde a la SEQ ID NO 01, la secuencia de ADN del
promotor cg0996 se corresponde a la SEQ ID NO 02, la secuencia de ADN del promotor cg0998 se corresponde a la
SEQ ID NO 03y la secuencia de ADN del promotor cg1325 se corresponde a la SEQ ID NO 04. La secuencia de ADN
que codifica el regulador cg0706-cg1325 se corresponde a la SEQ ID NO 05, la secuencia de ADN que codifica el
regulador cg0996-cg0998 se corresponde a la SEQ ID NO 06.

La célula modificada genéticamente también puede ser una célula de Bacillus modificada genéticamente que
comprende una secuencia que codifica una proteina fluorescente bajo el control del promotor hirA (PhtrA) o una
variante del mismo. En este caso, una secrecion aumentada de proteina a través de la membrana citoplasmica al
espacio extracitosolico también conduce a una expresion de la proteina fluorescente. En el caso del promotor htrA,
dicha célula puede comprender adicionalmente, ademas del promotor y la secuencia de la proteina fluorescente que
esta bajo el control del promotor, una secuencia génica que codifica el regulador Css o una variante de esta secuencia.
La secuencia de ADN del promotor htrA que se regula por el regulador Css se corresponde a la SEQ ID NO 07 y la
secuencia de ADN que codifica el regulador Css se corresponde a la SEQ ID NO 08.

La célula modificada genéticamente puede ser una célula de Bacillus modificada genéticamente que comprende una
secuencia que codifica una proteina fluorescente bajo el control del promotor lial (Plial) o una variante del mismo. En
este caso, una secrecion aumentada de proteina a través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosolico
conduce de nuevo a una expresion de la proteina fluorescente. En el caso del promotor liaL, dicha célula puede
comprender adicionalmente, ademas del promotor y la secuencia de la proteina fluorescente que esta bajo el control
del promotor, una secuencia génica que codifica el regulador LiaR o una variante de esta secuencia, una secuencia
génica que codifica la proteina LiaF o una variante de esta secuencia, una secuencia génica que codifica la proteina
LiaS o una variante de esta secuencia o una combinacion de dos o0 mas de estas secuencias. La secuencia de ADN
del promotor liaL que se regula mediante el regulador LiaR se corresponde a la SEQ ID NO 09, la secuencia de ADN
que codifica el regulador LiaR se corresponde a la SEQ ID NO 10, la secuencia de ADN que codifica la proteina LiaF
se corresponde a la SEQ ID NO 11 y la secuencia de ADN que codifica la proteina LiaS se corresponde a la SEQ ID
NO 12.

La célula modificada genéticamente puede ser una célula de Mycobakterium modificada genéticamente que
comprende una secuencia que codifica una proteina fluorescente bajo el control del promotor mprA (PmprA) o una
variante del mismo. En este caso, una secrecidon aumentada de proteina a través de la membrana citoplasmica al
espacio extracitosolico conduce de nuevo a una expresion de la proteina fluorescente. En el caso del promotor mprA,
dicha célula puede comprender adicionalmente, ademas del promotor y la secuencia de la proteina fluorescente que
esta bajo el control del promotor, una secuencia génica que codifica el regulador MprB o una variante de esta
secuencia, una secuencia génica que codifica el factor sigma oE (SigE) o una variante de esta secuencia o una
combinacion de ambas secuencias. La secuencia de ADN del promotor mprA que se regula mediante el regulador
MprB por medio del factor sigma oE (SigE) se corresponde a la SEQ ID NO 13, la secuencia de ADN que codifica el
regulador MprB se corresponde a la SEQ ID NO 14 y la secuencia de ADN que codifica el factor sigma oE (SigE) se
corresponde a la SEQ ID NO 15.

La célula modificada genéticamente también puede ser una célula de Escherichia modificada genéticamente que
comprende una secuencia que codifica una proteina fluorescente bajo el control del promotor htrA o una variante del
mismo. En este caso, una secrecidon aumentada de proteina a través de la membrana citoplasmica al espacio
extracitosolico también conduce a una expresion de la proteina fluorescente. En el caso del promotor htrA, dicha célula
puede comprender adicionalmente, ademas del promotor y la secuencia de la proteina fluorescente que esta bajo el
control del promotor, una secuencia génica que codifica el regulador CpxR o una variante de esta secuencia. La
secuencia de ADN del promotor hirA que se regula por el regulador CpxR se corresponde a la SEQ ID NO 16 y la
secuencia de ADN que codifica el regulador CpxR se corresponde a la SEQ ID NO 17.

El término "variante" como se ha usado anteriormente cuando al describir un determinado promotor X o la secuencia
génica Y que codifica un determinado regulador comprende

(1) todos los acidos nucleicos que son al menos un 70 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90
%, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un 98 %, al menos un 99 %, al menos un
99,5 %, al menos un 99,6 %, al menos un 99,7 %, al menos un 99,8 % o al menos un 99,9 %, lo mas preferiblemente
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un 100 % idénticos a las secuencias génicas X e Y, respectivamente, siendo la identidad, la identidad sobre la
longitud total del acido nucleico correspondiente;

(2) en caso de una secuencia génica Y que codifica un determinado regulador, todos los acidos nucleicos que
codifican una secuencia de aminoacidos que es al menos un 70 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos
un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un 98 %, al menos un 99 %, al menos
un 99,5 %, al menos un 99,6 %, al menos un 99,7 %, al menos un 99,8 % o al menos un 99,9 %, lo mas
preferiblemente un 100 % idéntica a la secuencia de aminoacidos del regulador correspondiente;

(3) en caso de una secuencia génica Y que codifica un regulador, todos los acidos nucleicos que codifican el mismo
regulador, pero que difieren de la secuencia génica Y debido a la degeneracion del cédigo genético.

(4) todos los acidos nucleicos capaces de hibridarse en condiciones rigurosas con una secuencia complementaria
de las secuencias X e Y, respectivamente.

El término "hibridaciéon” como se usa en el presente documento incluye "cualquier proceso mediante el cual una cadena
de molécula de acido nucleico se une con una cadena complementaria a través del emparejamiento de bases" (J.
Coombs (1994) Dictionary of Biotechnology, Stockton Press, Nueva York). La hibridaciéon y la fuerza de hibridacion (es
decir, la fuerza de la asociacion entre las moléculas de acido nucleico) se ven afectadas por factores tales como el
grado de complementariedad entre las moléculas de acido nucleico, la rigurosidad de las condiciones implicadas, la
Tf del hibrido formado y la proporcion G:C dentro de las moléculas de acido nucleico.

Como se usa en el presente documento, el término "Tf" se usa en referencia a la "temperatura de fusiéon". La
temperatura de fusion es la temperatura a la cual una poblacién de moléculas de acido nucleico bicatenario se disocia
a medias en cadenas individuales. La ecuacion para calcular la Tf de moléculas de acido nucleico es bien conocida
en la técnica. Segun se indica mediante referencias convencionales, una estimacién simple del valor de la Tf puede
calcularse mediante la ecuacion: Tf = 81,5 + 0,41(% de G+C), cuando un acido nucleico esta en una solucién acuosa
en NaCl 1 M (véase por ejemplo, Anderson y Young, Quantitative Filter Hybridization, in Nucleic Acid Hybridization
(1985)). Otras referencias incluyen calculos mas complejos, que tienen en cuenta caracteristicas tanto estructurales
como de secuencia para el calculo de la Tf. Las condiciones rigurosas son conocidas para los expertos en la materia
y pueden encontrarse en Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, N.Y. (1989), 6.3.1-6.3.6.

En particular, la expresion "condiciones rigurosas” se refiere a condiciones, en las que 100 nucleétidos contiguos o
mas, 150 nucledtidos contiguos o mas, 200 nucledtidos contiguos o mas o 250 nucledtidos contiguos o mas, que son
un fragmento o idénticos a la molécula complementaria de acido nucleico (ADN, ARN, ADNmc o ARNmc) se hibdridan
en condiciones equivalentes a la hibridacion en dodecilsulfato sédico al 7 % (SDS), NaPO4 0,5 M, EDTA 1 mM a 50
°C con lavado con 2 x SSC, SDS al 0,1 % a 50 °C o 65 °C, preferiblemente a 65 °C, con una molécula de acido
nucleico especifica (ADN; ARN, ADNmc o ARNmc). Preferiblemente, las condiciones de hibridacién son equivalentes
a la hibridacion en dodecil sulfato sédico al 7 % (SDS), NaPO4 0,5 M, EDTA 1 mM a 50 °C con lavado con 1 x SSC,
SDS al 0,1 % a 50 °C o 65 °C, preferiblemente 65 °C, mas preferiblemente las condiciones de hibridaciéon son
equivalentes a la hibridacion en dodecil sulfato sédico al 7 % (SDS), NaPO4 0,5 M, EDTA 1 mM a 50 °C con lavado
con 0,1 x SSC, SDS al 0,1 % a 50 °C 0 65 °C, preferiblemente 65 °C. Preferiblemente, los nucleétidos complementarios
se hibridan con un fragmento o los acidos nucleicos fruA completos. Como alternativa, las condiciones de hibridacion
preferidas abarcan hibridacion a 65 °C en 1 x SSC o0 a 42 °C en 1 x SSC y formamida al 50 %, seguido de lavado a
65 °C en 0,3 x SSC o hibridacion a 50 °C en 4 x SSC 0 a 40 °C en 6 x SSC y formamida al 50 %, seguido de lavado
a 50 °C en 2 x SSC. Otras condiciones de hibridacion preferidas son SDS al 0,1 %, SSD 0,1y 65 °C.

Por lo tanto, en principio hay diversas posibilidades para producir una célula de acuerdo con la invencion que
comprende un promotor descrito anteriormente y un acido nucleico que codifica una proteina fluorescente y esta bajo
el control de este promotor.

Una primera posibilidad consiste en, por ejemplo, partir de una célula cuyo genoma ya comprende uno de los
promotores descritos anteriormente y preferiblemente una secuencia génica que codifica el regulador correspondiente,
y después introducir en el genoma de la célula una secuencia génica que codifica una proteina fluorescente de modo
que esta secuencia génica esté bajo el control del promotor. Si fuera adecuado, puede modificarse la propia secuencia
de acido nucleico del promotor, antes o después de la integracion de la secuencia génica que codifica la proteina
fluorescente en el genoma, con uno o mas intercambios de nucleétidos, eliminaciones de nucleétidos o inserciones
de nucleétidos con el propésito de aumentar la eficacia del promotor.

Una segunda posibilidad consiste, por ejemplo, en introducir en la célula una o mas construcciones de acido nucleico
que comprenden la secuencia promotora y la secuencia génica que codifica la proteina fluorescente y esta bajo el
control del promotor, siendo aqui también posible modificar la secuencia de acido nucleico del propio promotor con
uno o mas intercambios de nucledtidos, eliminaciones de nucledétidos o inserciones de nucleétidos con el propésito de
aumentar la eficacia del promotor. La inserciéon de la construccién de acido nucleico de manera cromosémica o
extracromosomica, por ejemplo en un vector replicante extracromosémico. Son vectores adecuados aquellos que se
replican en las cepas bacterianas particulares. Numerosos vectores de plasmidos conocidos, tales como, por ejemplo,
pZl (Menkel et al., Applied and Environmental Microbiology (1989) 64: 549-554), pEKEXxI (Eikmanns et al., Gene 102:
93-98 (1991)) o pHS2-1 (Sonnen et al., Gene 107: 69-74 (1991)) estan basados en los plasmidos cripticos pHM1519,
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pBL1 o pGA1. Otros vectores de plasmidos, tales como, por ejemplo, aquellos que estan basados en pCG4
(documento US 4.489.160) o pNG2 (Serwold-Davis et al., FEMS Microbiology Letters 66, 119-124 (1990)), o pAG1
(documento US 5.158.891), pueden utilizarse de la misma manera. Sin embargo, esta lista no es limitante para la
presente invencion.

Las instrucciones para la produccion de construcciones de genes que comprenden un promotor y una secuencia
génica bajo el control de este promotor y la integracién de dicha construccion en el cromosoma de una célula o la
transferencia de un vector de replicacion extracromosémica que comprende esta construccion de genes en una célula
son suficientemente conocidas para el experto en la materia, por ejemplo a partir de Martin et al. (Bio/Technology 5,
137-146 (1987)), a partir de Guerrero et al. (Gene 138, 35-41 (1994)), a partir de Tsuchiya y Morinaga (Bio/Technology
6, 428-430 (1988)), a partir de Eikmanns et al. (Gene 102, 93-98 (1991)), a partir del documento EP-A-0 472 869, a
partir del documento US 4.601.893, a partir de Schwarzer y Puhler (Bio/Technology 9, 84-87 (1991), a partir de
Remscheid et al. (Applied and Environmental Microbiology 60, 126-132 (1994)), a partir de LaBarre et al. (Journal of
Bacteriology 175, 1001-1007 (1993)), a partir del documento WO-A-96/15246, a partir de Malumbres et al. (Gene 134,
15-24 (1993), a partir del documento JP-A-10-229891, a partir de Jensen y Hammer (Biotechnology and
Bioengineering 58, 191-195 (1998)) y a partir de libros de texto de genética y biologia molecular conocidos.

La presente invencion también se refiere a un método para la identificacion de una célula que se caracteriza por una
secrecion aumentada de proteina a través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosélico en una suspension
celular, comprendiendo el método las etapas:

a1l) provision de una suspension celular que comprende las células de acuerdo con la presente invencion que
estan modificadas genéticamente con respecto a su tipo silvestre y que comprende una secuencia génica que
codifica una proteina fluorescente, en la que la expresion de la proteina fluorescente depende de la cantidad de
proteina que se secreta a través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosdlico;

a2) modificacion genética de las células para obtener una suspension celular en la que las células difieren con
respecto a la cantidad de proteina que se secreta a través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosolico;

a3) identificacion de células individuales en la suspension celular que tengan una secrecion aumentada de proteina
a través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosolico;

a4) opcionalmente separacion de las células identificadas desde la suspension celular.

En la etapa a1) del método de acuerdo con la invencion, se proporciona en primer lugar una suspension celular que
comprende un medio nutritivo y un gran nimero de células modificadas genéticamente descritas anteriormente.

En la a2) del método de acuerdo con la invencion, una o mas de las células en la suspension celular se modifica o
modifican después genéticamente para obtener una suspension celular en la que las células difieren con respecto a
la cantidad de proteina que se secreta a través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosoélico.

La modificacion genética de la suspension celular puede realizarse mediante mutagénesis dirigida o no dirigida o
mediante ingenieria metabdlica, prefiriéndose particularmente la mutagénesis no dirigida.

En la mutagénesis dirigida, se generan mutaciones en genes particulares de la célula de una manera controlada. Las
mutaciones posibles son transiciones, transversiones, inserciones y eliminaciones. Dependiendo del efecto del
intercambio de aminoacidos sobre la actividad de la enzima, se hace referencia a "mutaciones de cambio de sentido"
o0 "mutaciones sin sentido”. Las inserciones o eliminaciones de al menos un par de bases en un gen conducen a
"mutaciones del marco de lectura”, como consecuencia de las cuales se incorporan aminoacidos incorrectos o se
interrumpe prematuramente la traduccion. Las eliminaciones de varios codones conducen tipicamente a una pérdida
completa de la actividad enzimatica. Las instrucciones para generar dichas mutaciones pertenecen a la técnica anterior
y pueden encontrarse en libros de texto de genética y biologia molecular conocidos, tales como, por ejemplo, el libro
de texto de Knippers ("Molekulare Genetik", 62 edicién, Georg Thieme-Verlag, Stuttgart, Alemania, 1995), el de
Winnacker ("Gene und Klone", VCH Verlagsgesellschaft, Weinheim, Alemania, 1990) o el de Hagemann ("Allgemeine
Genetik", Gustav Fischer-Verlag, Stuttgart, 1986). Pueden encontrarse detalles, en particular referencias bibliograficas
utiles relacionadas con estos métodos de mutagénesis dirigida, por ejemplo, en el documento DE-A-102 24 088.

Sin embargo, es particularmente preferible de acuerdo con la invencion si la modificacion genética en la etapa a2) del
método se realiza mediante mutagénesis no dirigida. Un ejemplo de dicha mutagénesis no dirigida es el tratamiento
de las células con productos quimicos, tales como, por ejemplo, N-metil-N-nitro-N-nitrosoguanidina o irradiacion de
las células con luz UV. Dichos métodos para inducir mutaciones son generalmente conocidos y pueden buscarse,
entre otros, en Miller ("A Short Course in Bacterial Genetics, A Laboratory Manual and Handbook for Escherichia coli
and Related Bacteria" (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1992)) o en el libro de referencia "Manual of Methods for
General Bacteriology" de la American Society for Bacteriology (Washington D.C., Estados Unidos de América, 1981).

De acuerdo con una realizacion adicional del proceso de acuerdo con la presente invencién, esto también es posible
si en la etapa a2) del método, la modificacion genética se consigue mediante ingenieria metabdlica. Como se usa en
el presente documento, la expresidon "ingenieria metabdlica” se refiere a una modificacion genética dirigida de la
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informacion celular genética. Esta modificacion incluye la introduccion de genes en una especie que no pertenecen a
la especie (es decir, genes heterologos), la duplicacion de genes nativos (es decir, genes homadlogos), la eliminacion
de genes, la redisposicion de genes homologos o heterdlogos o la introduccion de secuencias reguladoras, tales como
secuencias sefal, atenuadores, promotores o terminadores. Los métodos para realizar ingenieria metabdlica son
conocidos en la técnica y pueden derivarse de libros de texto conocidos sobre genética y biologia molecular, tales
como el libro de texto Miilhardt ("The experimenter: molecular biology / genomics", 62 edicion, Spektrum Akademischer
Verlag, Heidelberg, Alemania, 2009), de Wink ("Molecular Biotechnology: Concepts, Methods and Applications", 22
edicion, Wiley -VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim, Alemania, 2011).

Un ejemplo de ingenieria metabdlica es la introduccion de secuencias reguladoras que codifican los péptidos sefial
Sec y, cuando se fusionan directa o indirectamente con un gen que codifica una secuencia de proteinas, debido a la
secrecion de la proteina de fusion desde la célula (Rusch and Kendall, 2007, "Interactions that drive Sec-dependent
bacterial protein transport", Biochemistry 46, 9665e9673; Bendtsen et al., 2004: "Improved prediction of signal
peptides: SignalP 3.0", J. Mol. Biol. 340, 783e795; Nielsen et al., 1997: "ldentification of prokaryotic and eukaryotic
signal peptides and prediction of their cleavage sites", Protein Eng. 10, 1e6; von Heijne y Abrahmsen, 1989: "The
structure of signal peptides from bacterial lipoproteins", Protein Eng. 2, 531e534; von Heijne, 1989: "Species-specific
variation in signal peptide design: Implications for protein secretion in foreign hosts", FEBS Lett. 244, 439e446; Dalbey
et al., 2012: "Membrane proteases in the bacterial protein secretion and quality control pathway", Microbiol. Mol. Biol.
Rev. 76, 311e350). Otros ejemplos de ingenieria metabdlica son la variacion del uso del codon del gen codificante de
proteinas, la variacion del promotor bajo el control del cual se encuentra el gen codificante de proteinas o la variacion
del sitio de union a ribosomas en la region cadena arriba del gen codificante de proteinas.

Mediante la modificacion genética de la célula en la etapa a2) del método, dependiendo de la naturaleza de la mutacion
que ha tenido lugar en la célula, en una célula particular, por ejemplo como consecuencia de una actividad enzimatica
aumentada o reducida, una expresiéon aumentada o reducida de una enzima particular, una actividad aumentada o
reducida de una proteina de transporte particular, una expresiéon aumentada o reducida de una proteina de transporte
particular, una mutacién en una proteina reguladora, una mutaciéon en una secuencia reguladora, una mutacion en
una proteina estructural, una mutaciéon en un elemento de control de ARN, la introduccién de una nueva actividad
enzimatica (heteréloga), la introduccién de una nueva proteina reguladora (heteréloga), la introducciéon de una nueva
secuencia reguladora (heteréloga o sintética), la introduccion de una nueva proteina estructural (heteréloga) o la
introduccion de un nuevo elemento de control de ARN (heterdlogo), puede haber un aumento de la secrecion de
proteina a través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosélico que tiene influencia sobre la expresion de la
proteina fluorescente por la interacciéon con una proteina reguladora correspondiente mediante el promotor. Una célula
en la que se aumenta la secrecion de proteina a través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosélico como
consecuencia de la mutacién se distingue por lo tanto en que la proteina fluorescente se forma en esta célula. Por lo
tanto, el gen para la proteina fluorescente actia como un gen indicador para una secrecion aumentada de proteina a
través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosélico.

En la etapa a3) del método, del método de acuerdo con la invencion, las células individuales en la suspension celular
que tienen una secrecién aumentada de proteina a través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosolico se
identifican por tanto mediante la deteccion de la actividad de fluorescencia intracelular. Para esto, la suspensioén celular
se expone a radiacion electromagnética en aquella frecuencia que excita las proteinas fluorescentes para la emision
de luz.

De acuerdo con una configuracion particular del método de acuerdo con la invencién, después, preferiblemente justo
después de la identificacion de las células en la etapa a3) del método, se realiza una etapa a4) del método mas, en la
que las células identificadas se separan de la suspension celular, realizandose preferiblemente esta separacion por
medio de citometria de flujo (FACS = separacion de células activadas por fluorescencia), muy particular y
preferiblemente por medio de citometria de flujo de alto rendimiento (HT-FACS = separacién de células activadas por
fluorescencia de gran productividad). Pueden encontrarse detalles sobre el analisis de las suspensiones celulares por
medio de citometria de flujo, por ejemplo, en Sack U, Tarnok A, Rothe G (eds.): Zellulare Diagnostik. Grundlagen,
Methoden und klinische Anwendungen der Durchflusszytometrie, Basel, Karger, 2007, paginas 27 - 70.

Por medio del método de acuerdo con la invencién, en una suspension celular en la que se han generado mutaciones
dirigidas o no dirigidas en las células o en la que se ha alterado la informacién genética por ingenieria metabdlica, es
por lo tanto posible aislar de una manera dirigida, sin influir en la vitalidad de las células, aquellas células en las que
la mutacién ha conducido a una secrecidon aumentada de proteina a través de la membrana citoplasmica al espacio
extracitosalico.

El sensor de acuerdo con la presente invencion no solo puede identificarse para identificar mutaciones genéticas que
conducen a una secrecién aumentada de proteina a través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosolico
como se ha descrito anteriormente, el sensor también puede utilizarse

- para identificar células que se caracterizan por una secrecion particularmente alta de una proteina deseada a

través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosolico en una suspension celular que comprende una
pluralidad de células genéticamente diferentes,
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- para optimizar las condiciones de cultivo celular para la secrecién de una proteina deseada a través de la
membrana citoplasmica al espacio extracitosélico,

- para optimizar el medio de cultivo para la secrecién de una proteina deseada a través de la membrana citoplasmica
al espacio extracitosolico, o

- para identificar un compuesto que se caracteriza por una actividad antibiética debida a su propiedad de dafar la
membrana de una célula bacteriana o para analizar el efecto de dicho compuesto sobre una poblacién de células
bacterianas genéticamente diferentes

como se describe en los siguientes métodos que comprenden las etapas de método 1) a $3), y1) ay3), (d1) ad3) o
€1) a €3).

La presente invencion también se refiere a un método para la identificacion de una célula que se caracteriza por una
alta secrecion de proteina deseada a través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosélico en una suspension
celular o para la identificacion de una suspension celular que comprende células que se caracterizan por una alta
secrecion de proteina deseada a través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosolico, comprendiendo el
método las etapas:

1) provision de

- una suspension celular que comprende una pluralidad de células de acuerdo con la presente invencién que
estan genéticamente modificadas con respecto a su tipo silvestre y que comprenden una secuencia génica que
codifica una proteina fluorescente, en la que la expresion de la proteina fluorescente depende de la cantidad
de proteina que se secreta a través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosdlico, en la que las
células en la suspension celular difieren entre si con respecto a la cantidad de proteina que se secreta a través
de la membrana citoplasmica al espacio extracitosélico,

[0}

- una pluralidad de suspensiones celulares, comprendiendo cada suspension celular, células de acuerdo con
la presente invencion que estan genéticamente modificadas con respecto a su tipo silvestre y que comprenden
una secuencia génica que codifica una proteina fluorescente, en la que la expresion de la proteina fluorescente
depende de la cantidad de proteina que se secreta a través de la membrana citoplasmica al espacio
extracitosdlico, en la que las suspensiones celulares difieren entre si con respecto a la cantidad de proteina
que se secreta por las células a través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosélico;

B2) cultivo de células diferentes en la suspension celular o de las diferentes suspensiones celulares;

B3) identificacion de células individuales en la suspension celular que tienen una alta secrecion de la proteina
deseada a través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosdlico o identificacion de suspensiones celulares
individuales que tienen una alta secrecioén de la proteina deseada a través de la membrana citoplasmica al espacio
extracitosalico.

La expresion "células que tienen una alta secrecién de proteina a través de la membrana citoplasmica al espacio
extracitosélico” como se usa junto con este proceso particular se refiere a aquellas células o suspensiones celulares
que, comparadas con las otras células en la suspension celular o comparadas con las otras suspensiones celulares,
se caracterizan por una cantidad particularmente alta de proteina que se secreta a través de la membrana citoplasmica
al espacio extracitosoélico.

La presente invencién también se refiere a un método para la identificacién de una composicién de medio de cultivo
que esta optimizada para la produccién recombinante de proteina, comprendiendo el método las etapas:

y1) provision de una pluralidad de medios de cultivo que se diferencian entre si con respecto a la composicion del
medio del cultivo;

y2) cultivo de células de acuerdo con la presente invencion que estan genéticamente modificadas con respecto a
su tipo silvestre y que comprenden una secuencia génica que codifica una proteina fluorescente, en la que la
expresion de la proteina fluorescente depende de la cantidad de proteina que se secreta a través de la membrana
citoplasmica al espacio extracitosélico en los diferentes medios de cultivo, obteniéndose de este modo una
pluralidad de suspensiones celulares en las que las células de las suspensiones celulares, debido a la diferencia
en la composicién de los medios de cultivo, difieren entre si con respecto a la cantidad de la proteina deseada que
se secreta a través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosélico;

y3) identificacion de aquellas suspensiones celulares que comprenden células que tienen una alta secrecion de
proteina a través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosélico.

La expresién "células que tienen una alta secrecién de la proteina deseada a través de la membrana citoplasmica al
espacio extracitosolico"” como se usa junto con este proceso particular se refiere a aquellas suspensiones celulares
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que, comparadas con las otras suspensiones celulares, se caracterizan por una cantidad particularmente alta de la
proteina deseada que se secreta a través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosolico. Una alta cantidad
de secrecion de la proteina deseada a través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosolico en esta
suspension celular indica por tanto que el medio de cultivo usado en esta suspension celular particular es
particularmente ventajoso para el cultivo de células que estan destinadas a secretar grandes cantidades de la proteina
deseada a través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosélico.

Los medios de cultivo que se proporcionan en la etapa y1) del proceso pueden diferir entre si con respecto a la clase
y cantidad de la fuente de carbono, la clase y cantidad de la fuente de nitrégeno, la clase y cantidad de la fuente de
fosfato, la clase y cantidad de elementos traza, la clase y cantidad de sales, la clase y cantidad de detergentes, la
clase y cantidad de vitaminas, la clase y cantidad de tampones, etc.

La presente invencion también se refiere a un método para la identificacion de condiciones de cultivo que estan
optimizadas para la produccién recombinante de una proteina deseada, comprendiendo el método las etapas:

01) provisién de una pluralidad de suspensiones celulares que comprenden células de acuerdo con la presente
invencion que estan genéticamente modificadas con respecto a su tipo silvestre y que comprenden una secuencia
génica que codifica una proteina fluorescente, en la que la expresion de la proteina fluorescente depende de la
cantidad de proteina que se secreta a través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosolico;

02) cultivo de las células en estas suspensiones celulares en condiciones de cultivo diferentes de modo que las células
en las diferentes suspensiones celulares, debido a la diferencia en las condiciones de cultivo, difieren entre si con
respecto a la cantidad de la proteina deseada que se secreta a través de la membrana citoplasmica al espacio
extracitosolico;

03) identificacion de aquellas suspensiones celulares que comprenden células que tienen una alta secrecion de
proteina a través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosélico.

La expresién "células que tienen una alta secrecién de la proteina deseada a través de la membrana citoplasmica al
espacio extracitosolico"” como se usa junto con este proceso particular se refiere a aquellas suspensiones celulares
que, comparadas con las otras suspensiones celulares, se caracterizan por una cantidad particularmente alta de la
proteina deseada que se secreta a través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosélico. Una alta cantidad
de la proteina deseada que se secreta a través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosélico en esta
suspension celular indica por tanto que las condiciones de cultivo que se han seleccionado en esta preparacion
experimental son particularmente ventajosas para el cultivo de células que estan destinadas a secretar grandes
cantidades de la proteina deseada a través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosolico.

La variacion de las condiciones de cultivo en la 62) del proceso puede referirse, por ejemplo, a la temperatura, la
velocidad de agitacion, el suministro de oxigeno, la tasa de alimentacion, el momento temporal de afiadir un inductor,
el periodo de cultivo y el modo de realizar el cultivo celular (proceso discontinuo, fermentacién continua, etc.).

La presente invencién también se refiere a un método para la identificacién de un compuesto que se caracteriza por
una actividad antibiética debida a su propiedad de dafiar la membrana de una célula bacteriana o para analizar el
efecto de dicho compuesto sobre una poblacion de células bacterianas genéticamente diferentes o células
genéticamente idénticas en estados fisioldgicos diferentes o fases de crecimiento diferentes, comprendiendo el método
las etapas:

€1) provision de una suspension celular que comprende las células de acuerdo con la presente invencion que estan
genéticamente modificadas con respecto a su tipo silvestre y que comprende una secuencia génica que codifica
una proteina fluorescente, en la que la expresion de la proteina fluorescente depende de la cantidad de proteina
que se secreta a través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosolico; la proteina depende de la cantidad
de proteina que se secreta a través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosoélico;

€2) cultivo de células en estas suspensiones celulares en presencia del compuesto;

€3) determinacion de la actividad antibiética del compuesto mediante deteccion de la actividad de fluorescencia
intracelular.

Se ha descubierto sorprendentemente que el sensor de acuerdo con la presente invencion también puede usarse para
la identificacién de un compuesto que se caracteriza por una actividad antibiética debida a su propiedad de dafiar la
membrana de una célula bacteriana. Si dicho compuesto dafia la membrana de una célula que comprende el sensor
de acuerdo con la presente invencioén, se observa una expresion aumentada de la proteina fluorescente dentro de las
células.

Por lo tanto, las células que comprenden el sensor de acuerdo con la presente invencion pueden usarse, por ejemplo,
para determinar si un compuesto dado tiene la capacidad de dafiar la membrana de una célula bacteriana o a qué
concentracion un compuesto dado tiene la capacidad de dafiar la membrana de una célula bacteriana. A este fin, el
compuesto se aflade a una concentracién o concentraciones diferentes a una suspension celular que comprende el
sensor de acuerdo con la presente invencion y las células se incuban en presencia de este compuesto para determinar
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- mediante la deteccién de la actividad de fluorescencia intracelular - si el compuesto dafia la membrana celular y a
qué concentracion el compuesto dafia la membrana celular.

Las células que comprenden el sensor de acuerdo con la presente invencién también pueden usarse, por ejemplo,
para determinar qué células en una suspension celular que comprende una pluralidad de células genéticamente
diferentes o células genéticamente idénticas en diferentes estados fisioldgicos o diferentes fases de crecimiento son
susceptibles a un determinado compuesto que se sabe que dafa la membrana celular de células bacterianas. A esta
fin, el compuesto se afiade a una suspension celular genéticamente diferentes (por ejemplo, células de especies
diferentes) o células genéticamente idénticas en diferentes estados fisioldgicos o diferentes clases de crecimiento,
comprendiendo cada célula el sensor de acuerdo con la presente invencion, y las células se incuban en presencia de
este compuesto para determinar - mediante la deteccién de la actividad de fluorescencia intracelular - qué células son
susceptibles para el compuesto.

La presente invencion también se refiere a un método para la produccién de una célula que esta modificada
genéticamente con respecto a su tipo silvestre con una secrecion optimizada de proteina a través de la membrana
citoplasmica al espacio extracitosolico, comprendiendo el método las etapas:

1) provision de una suspension celular que comprende células de acuerdo con la presente invencidon que estan
modificadas genéticamente con respecto a su tipo silvestre y que comprende una secuencia génica que codifica
una proteina fluorescente, en la que la expresion de la proteina fluorescente depende de la cantidad de proteina
que se secreta a través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosoélico;

Il) modificacion genética de las células para obtener una suspension celular en la que las células difieren con
respecto a la cantidad de la proteina deseada que se secreta a través de la membrana citoplasmica al espacio
extracitosolico;

1) identificacion de células individuales en la suspension celular que tengan una secrecion aumentada de la
proteina deseada a través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosélico;

1V) separacion de las células identificadas desde la suspension;

V) identificacion de aquellos genes modificados genéticamente G, a G, o aquellas mutaciones M a M, en las
células identificadas y separadas que son responsables de la secrecion aumentada de proteina a través de la
membrana citoplasmica al espacio extracitosolico;

VI) produccion de una célula que esta modificada genéticamente con respecto a su tipo silvestre con una secrecion
optimizada de la proteina deseada a través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosélico, de la cual el
genoma comprende al menos uno de los genes G1 a G, y/o al menos una de las mutaciones M1 a Mn,.

De acuerdo con las etapas |) a IV) del método, se generan en primer lugar las células que tienen una secrecion
aumentada de proteina a través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosélico mediante mutagénesis o
mediante ingenieria metabdlica y se separan de una suspension celular. Para detalles sobre estas etapas del proceso
se hace referencia a las etapas i) a iv) de proceso que se han descrito anteriormente.

En la etapa V) del método, en las células identificadas y separadas, se identifican después aquellos genes modificados
genéticamente G1 a G, o0 aquellas mutaciones M1 a M, que son responsables de la secrecion aumentada de proteina
a través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosoélico por medio de métodos genéticos conocidos para la
persona experta en la materia, dependiendo el valor numérico de n y m del nimero de genes modificados observados
y de las mutaciones observadas, respectivamente, en la célula identificada y separada. Preferiblemente, el
procedimiento en este contexto es que se analiza en primer lugar la secuencia de aquellos genes o secuencias
promotoras en las células que se sabe que estimulan la secrecion de proteina a través de la membrana citoplasmica
al espacio extracitosolico. Si no se reconoce ninguna mutacién en cualquiera de estos genes, se analiza todo el
genoma de la célula identificada y separada para identificar, donde sea adecuado, otros genes modificados G; u otras
mutaciones M;. De esta manera pueden identificarse las secuencias génicas ventajosas modificadas G; o mutaciones
ventajosas M; que conducen a una secrecion aumentada de proteina a través de la membrana citoplasmica al espacio
extracitosalico.

En una etapa VI) adicional del método, puede producirse después una célula que esta modificada genéticamente con
respecto a su tipo silvestre con una secrecion optimizada de proteina a través de la membrana citoplasmica al espacio
extracitosdlico, de la cual el genoma comprende al menos uno de los genes Gi a G, y/o al menos una de las
mutaciones M1 Mr,. Para esto, se introducen en una célula de una manera dirigida uno o mas de los genes modificados
ventajosos G y/o mutaciones modificadas M observadas en la V) del método. Esta introduccién dirigida de mutaciones
particulares puede realizarse, por ejemplo, por medio de "sustitucion génica”. En este método, una mutacion, tal como,
por ejemplo, una eliminacion, insercion o intercambio de bases, se produce in vitro en el gen de interés. A su vez, €l
alelo producido se clona en un vector que es no-replicativo para el hospedador diana y después este se transforma
en el hospedador diana mediante transformacion o conjugacion. Después de una recombinacion homologa por medio
de un suceso de "entrecruzamiento” que efectua la integracion y un segundo suceso de "entrecruzamiento" adecuado
que efectua una escision en el gen diana o en la secuencia diana, se consigue la incorporacién de la mutacion o el
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alelo.

La presente invencién también se refiere a una célula con una secrecién optimizada de proteina a través de la
membrana citoplasmica al espacio extracitosélico que se ha obtenido por el método descrito anteriormente.

La presente invencién también se refiere a un proceso para la produccién de una proteina deseada, comprendiendo
el método las etapas:

(a) produccion de una célula microbiana que esta modificada genéticamente con respecto a su tipo silvestre con
una secrecion optimizada de la proteina deseada a través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosélico
por el método de acuerdo con la reivindicacion 13;

(b) cultivo de la célula en un medio de cultivo que comprende nutrientes en condiciones en las que la célula produce
proteina a partir de los nutrientes.

Las proteinas adecuadas que pueden prepararse por este método comprende una hormona, una toxina, un anticuerpo,
una proteina estructural, una enzima, una proteina de transporte o una proteina reguladora. Son particularmente
adecuadas aquellas proteinas que ya se han mencionado en relaciéon con la célula de acuerdo con la presente
invencion.

Las células modificadas genéticamente de acuerdo con la invencién con una secrecion optimizada de proteina a través
de la membrana citoplasmica al espacio extracitosolico que se producen en la etapa (a) del método pueden cultivarse
en el medio nutritivo en la etapa (b) del método continua o discontinuamente en el método discontinuo (cultivo por
lotes) o en el método de alimentacién discontinua (método de alimentacion) o método de alimentacion discontinua
repetida (método de alimentacion repetitiva) con el propdsito de producir la proteina. También es concebible un método
semi-continuo como el que se describe en el documento GB-A-1009370. Un resumen de métodos de cultivo conocidos
se describe en el libro de texto de Chmiel ("Bioprozesstechnik 1. Einfuhrung in die Bioverfahrenstechnik”, Gustav
Fischer Verlag, Stuttgart, 1991) o en el libro de texto de Storhas ("Bioreaktoren und periphere Einrichtungen", Vieweg
Verlag, Braunschweig/Wiesbaden, 1994).

El medio nutritivo que vaya a utilizarse debe cumplir las necesidades de las cepas particulares de una manera
adecuada. Las descripciones de medios de cultivo de diversos microorganismos estan contenidas en el libro de
referencia "Manual of Methods for General Bacteriology" de la American Society for Bacteriology (Washington D.C.,
Estados Unidos de América, 1981).

El medio nutritivo puede comprender carbohidratos, tales como, por ejemplo, glucosa, sacarosa, lactosa, fructosa,
maltosa, melaza, almidén y celulosa, aceites y grasas, tales como, por ejemplo, aceite de soja, aceite de girasol, aceite
de cacahuete y aceite de coco, acidos grasos, tales como, por ejemplo, acido palmitico, acido estearico y acido
linoleico, alcoholes, tales como, por ejemplo, glicerol y metanol, hidrocarburos, tales como metano, aminoacidos, tales
como L-glutamato o L-valina, o acidos organicos, tales como, por ejemplo, acido acético, como una fuente de carbono.
Estas sustancias pueden usarse individualmente o en forma de una mezcla.

El medio nutritivo puede comprender compuestos organicos que contienen nitrégeno, tales como peptonas, extracto
de levadura, extracto de carne, extracto de malta, licor de maiz fermentado, harina de soja y urea, o compuestos
inorganicos, tales como sulfato de amonio, cloruro de amonio, fosfato de amonio, carbonato de amonio y nitrato de
amonio, como una fuente de nitrégeno. Las fuentes de nitrogeno pueden usarse individualmente o como una mezcla.

El medio nutritivo puede comprender acido fosférico, dihidrogenofosfato potasico o hidrogenofosfato dipotasico o las
sales que contienen sodio correspondientes como una fuente de fésforo. El medio nutritivo debe comprender ademas
sales de metales, tales como, por ejemplo, sulfato de magnesio o sulfato de hierro, que son necesarias para el
crecimiento. Finalmente, ademas de las sustancias mencionadas anteriormente, pueden emplearse sustancias
esenciales para el crecimiento, tales como aminoacidos y vitaminas. Ademas, pueden afadirse precursores
adecuados al medio nutritivo. Las sustancias de partida mencionadas pueden afadirse al cultivo en forma de un Unico
lote o0 pueden alimentarse durante el cultivo de una manera adecuada.

Algunos compuestos basicos, tales como hidroxido sédico, hidroxido potasico, amoniaco o amoniaco acuoso, o
compuestos acidos, tales como acido fosférico o acido sulfdrico, se emplean de una manera adecuada para controlar
el pH del cultivo. Pueden emplearse agentes antiespumantes, tales como, por ejemplo, poliglicol ésteres de acidos
grasos, para controlar el desarrollo de espuma. Pueden afiadirse al medio, sustancias adecuadas que tienen una
accion selectiva, tales como, por ejemplo, antibiéticos, para mantener la estabilidad de los plasmidos. Se introducen
en el cultivo oxigeno o gas que contiene oxigeno, tales como, por ejemplo, aire, para mantener condiciones aerdbicas.
Normalmente, la temperatura del cultivo es de 15 °C a 45 °C, y preferiblemente de 25 °C a 40 °C.

La presente invencion también se refiere a un método para la preparacioén de una mezcla, comprendiendo el método
las etapas:

(A) produccioén de una proteina por el método descrito anteriormente;
(B) mezcla de la proteina con un componente de mezcla que difiere de la proteina.

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2758 096 T3

La mezcla puede ser un producto alimentario, un pienso para animales, una composicién farmacéutica, una
composicion para produccion de alimentos, por ejemplo una mezcla que comprende enzimas amiloliticas y enzimas
lipoliticas que se usan como sustitutos enzimaticos de monoglicéricos para conseguir perfiles de textura de miga en
productos horneados fermentados con levadura, una composicion de pegamento, una composicion de acabado textil
0 una composicion lignocelulosica.

La invencion se explica ahora con mayor detalle con la ayuda de figuras y de ejemplos no limitantes.

La Figura 1 muestra la deteccion de la fluorescencia en funcion de la concentracion de una bacitracina (Bac) en la
cepa pSen0706 de ATCC 13032 (véase el Ejemplo 1c).

La Figura 2 muestra la deteccion de la fluorescencia en funcién de la concentraciéon de una vancomicina (Van) en
la cepa pSen0706 de ATCC 13032 (véase el Ejemplo 1c).

La Figura 3 muestra la deteccion de la fluorescencia en funcion del nivel de secrecion de AmyE o la concentracion
de AmyE en el lado trans de la membrana citoplasmica en la cepa pSen0706 pCLTON2-AmyE de ATCC 13032
(véase el Ejemplo 1e).

La Figura 4 muestra la detecciéon de la fluorescencia en funciéon del nivel de secrecion de cutinasa o la
concentracion de cutinasa en el lado trans de la membrana citoplasmica en la cepa pSen0996 8 pCLTON2 de
ATCC 13032 (Ejemplo 3d)

Ejemplo 1

Produccion de una célula de acuerdo con la invencion segun la primera realizacion mediante el ejemplo de una célula
en la que una secuencia génica que codifica una proteina fluorescente esta bajo el control del promotor cg0706 y en
la que la expresion de la proteina fluorescente depende de la presencia y concentracion de un compuesto que se
caracteriza por una actividad antibiética debida a su propiedad de dafar la membrana de una célula bacteriana o de
la concentracion de a-amilasa (AmyE) en el lado trans de la membrana citoplasmica.

a) Construccion de vectores pSen0706 y pSen0706S

La construccion de la fusion del promotor P(cg0706) con el gen indicador eyfp (SEQ ID NO 18; secuencia de proteinas
de la eYFP: SEQ ID NO 19) se consiguié mediante la amplificacion de PCR de la secuencia promotora y posterior
clonacion en el vector pSenLys (Binder et al.: "A high-throughput approach to identify genomic variants of bacterial
metabolite producers at the single-cell level'; Genome Biology 13(5), R40, 2012). EI ADN gendmico de
Corynebacterium glutamicum ATCC13032 sirvié como plantilla y los oligonucleétidos 0706-Sal-fll (SEQ ID NO 20) y
0706-RBSNde-r (SEQ ID NO 21) sirvieron como cebadores. pSenLys ya comprende la secuencia que codifica eyfp.

0706-RBSNde r:
GCGCATATGATATCTCCTTCTTCTAGCGGGTCTGCCACATTTGCTG

0706-Sal-fll:
GCGGTCGACGGGTAAACGTGGGATATAAA

Después de la purificacion del fragmento amplificado en un gel de agarosa al 0,8 %, el fragmento se digirié con las
enzimas de restriccion Sall y Ndel y, después de la purificacion de la mezcla de reaccion, el fragmento se ligé al vector
pSenLys, que también se habia abierto con Sall y Ndel, y se desfosforil6. La mezcla de ligadura se usé directamente
para transformar E. coli XL1-blue, y la seleccion de los transformantes se realizé en placas LB que contenian 50 pug/ml
de kanamicina. Las 32 colonias que crecieron en estas placas, y que por lo tanto eran resistentes a la kanamicina, se
utilizaron para la PCR de las colonias. La PCR de las colonias se realizé con los cebadores SenCas-fw (SEQ ID NO
24) y TKP-seg-rv (SEQ ID NO 25), para comprobar si el fragmento de promotor se habia insertado en el vector
pSenLys. El analisis de PCR de las colonias en un gel de agarosa mostro el producto de PCR esperado con un tamafio
de 343 pb en las muestras que se habian analizado, con lo cual se cultivaron cuatro colonias para preparaciones de
plasmidos a mayor escala. Después de 16 h de cultivo, estos cultivos se recogieron mediante centrifugacion y se
preparé el ADN plasmidico. Dos de estas preparaciones de plasmidos se secuenciaron con los cebadores utilizados
en la PCR de la colonia y la secuencia de los insertos mostr6 una identidad del 100 % con la secuencia esperada. El
plasmido resultante se nombré pSen0706 (SEQ ID NO 35).

El plasmido pSen0706S, una variante de pSen0706 que transmite una resistencia a espectinomicina en lugar de la
resistencia a kanamicina, se obtuvo mediante amplificaciéon de la secuencia mediadora de la resistencia a la
espectinomicina por PCR y la posterior clonacién del producto de PCR en el vector pSen0706. El plasmido pEKEx3
sirvi6 como plantilla para la PCR y los oligonucleétidos Spc Sacll-f (SEQ ID NO 22) y Spc Bgl-r (SEQ ID NO 23)
sirvieron como cebadores.

Spc Sacllf:
GCGCCGCGGACTAATAACGTAACGTGACTGGCAAGAG

Spc Bgl-r:
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GCGAGATCTTCTGCCTCGTGAAGAAGGTGTTGCTGAC

Después de la purificacion del fragmento amplificado en gel de agarosa al 0,8 %, el fragmento se digiri6 con las
enzimas de restriccion Sacll y Bglll y, después de la purificacion de la mezcla de reaccion, el fragmento se ligo al
vector pSen0706, que también se habia digerido con Sacll y Bglll, y se desfosforild. La mezcla de ligadura se usé
directamente para transformar E. coli XL1-blue, y la seleccion de los transformantes se realizdé en placas LB que
contenian 100 pg /ml de espectinomicina. Se utilizaron 4 colonias que crecieron en estas placas, y que por lo tanto
eran resistentes a la espectinomicina, para inocular cultivos liquidos (5 ml de medio LB que contenia 100 ug/ml de
espectinomicina). Después de 16 h de cultivo, estos cultivos se centrifugaron y se preparé el ADN plasmidico. 2 de
estas preparaciones de plasmidos se secuenciaron con cebadores SenCas-fw (SEQ ID NO 24) y TKP-seq-rv (SEQ ID
NO 25) y la secuencia del inserto mostré un 100 % de identidad con la secuencia esperada. El plasmido resultante se
nombré pSen0706S.

SenCas-fw:
GTCGCCGTCCAGCTCGACCAGGATG

TKP-seqg-rv:
CGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCG

b) Transformacion de Corynebacterium glutamicum con pSen0706

Las células competentes de la cepa ATCC 13032 de C. glutamicum se prepararon segun lo descrito por Tauch et al.,
2002 (Curr Microbiol. 45(5) (2002), paginas 362-7. Estas células se transformaron por electroporacion con pSen0706
segun lo descrito por Tauch ef al.. La seleccién de los transformantes se realizd sobre placas BHIS con 25 yg/ml de
kanamicina. Los clones obtenidos de este modo se nombraron ATCC 13032 pSen0706.

c) Deteccion de la fluorescencia en funcién de la concentracion de un compuesto que se caracteriza por una actividad
antibiética debida de su propiedad de dafar la membrana de una célula bacteriana.

El analisis de la emision de fluorescencia in vivo se realizé cultivando las células de la cepa ATCC 13032 pSen0706
con 0,8 ml de medio CGXIl (Keilhauer et al, 1993, J. Bacteriol. 175: 5595-603) en dimension de microtitulacion
(Flowerplate® MTP-48-B) en el sistema BioLector (m2p-labs GmbH, 52499 Baesweiler, Alemania). Este sistema
permite el cultivo paralelo de 48 cultivos y mediciones 6pticas regulares y automatizadas del crecimiento del cultivo
asi como de la fluorescencia. Se inocularon 10 cultivos con células de la cepa ATCC 13032 pSen0706 en una DO de
0,1 y se cultivaron durante 24 horas. Después de 4 horas, se afiadieron las sustancias antibidticas vancomicina o
bacitracina a los cultivos. Las concentraciones de vancomicina se ajustaron a 0; 1,25; 2,5; 5; 10; 15; 20 ug/ml y las
concentraciones de bacitracina se ajustaron a 0; 1; 4 yg/ml. Cada 10 minutos se midieron las densidades celulares de
los cultivos y la fluorescencia. La fluorescencia se excitd con luz de una longitud de onda de 485 nm, la medicion de
la emision de fluorescencia de EYFP se realizé a 520/10 nm. La fluorescencia de los cultivos se ha registrado por
medio del software BioLection V.2.4.1.0. Se observé que las emisiones de fluorescencia de cultivos con diferentes
concentraciones de vancomicina o bacitracina también eran diferentes (figuras 1y 2).

d) Transformacion de ATCC 13032 pSen0706 con pCLTON2-AmyE

Las células competentes de la cepa ATCC 13032 pSen0706 de C. glutamicum como se han descrito anteriormente se
transformaron mediante electroporacion con el vector pPCLTON2-AmyE como se ha descrito anteriormente. Este vector
comprende una secuencia de acido nucleico que codifica la enzima amilolitica a-amilasa (AmyE) de Bacillus subtilis y
el péptido sefal nativo especifico de Sec para permitir la exportacién de la proteina sobre la ruta Sec de
Corynebacterium glutamicum. El pCLTON2-AmyE se preparé mediante amplificacion de la secuencia codificante de
AmyE a partir de ADN cromosémico de Bacillus subtilis con los cebadores AmyE-Hpal-f (SEQ ID NO 33) y AmyE-
Sacl-r (SEQ ID NO 34), restriccion con Hpal y Sacl y ligadura en el vector pPCLTON2 cortado por Smal/Sacl, un
derivado de pCLTON1 que confiere resistencia a espectinomicina (Un vector de expresion inducible por tetraciclina
para Corynebacterium glutamicum que permite una expresion génica fuertemente regulable. Lausberg F,
Chattopadhyay AR, Heyer A, Eggeling L, Freudl R. Plasmid. 2012 68(2): 142-7). Los clones obtenidos de este modo
se nombraron ATCC 13032 pSen0706 pCLTON2-AmyE.

AmyE-Hpa-f:
GCGCGTTAACCGAAGGAGATATAGATATGTTTGC

AmyE-Sac-r:
CAGTGAATTCGAGCTCCTAGTG

e) Deteccion de la fluorescencia en funcion del nivel de secrecion de AmyE o la concentracion de AmyE en el lado
trans de la membrana citoplasmica (variacion de parametros)

El andlisis de la emisién fluorescencia in vivo se realizd cultivando las células de la cepa ATCC 13032 pSen0706
pCLTON2-AmyE con 0,8 ml de medio CGXII (Keilhauer et al, 1993, J. Bacteriol. 175: 5595-603) en dimension de
microtitulacion (Flowerplate® MTP-48-B) en el sistema BioLector (m2p-labs GmbH, 52499 Baesweiler, Alemania). Se
inocularon 3 cultivos con células de la cepa ATCC 13032 pSen0706 pCLTON2-AmyE en una DO de 0,1 y se cultivaron
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durante 24 horas. Después de 4 horas, se indujo la expresion de AmyE mediante la adicién de anhidrotetraciclina
(ATc). Las concentraciones de ATc se ajustaron a 0, 100, 250 ng/ml para provocar intensidades de expresion
diferentes. Cada 10 minutos se midieron las densidades celulares de los cultivos y la fluorescencia. La fluorescencia
se excitd con luz de una longitud de onda de 485 nm, la medicién de la emision de fluorescencia de EYFP se realizd
a 520/10 nm. La fluorescencia de los cultivos se ha registrado por medio del software BioLection V.2.4.1.0. Se observé
que también son diferentes las emisiones de fluorescencia de los cultivos que se habian inducido de manera diferente
(figura 3). Después de 24 horas, los cultivos en la Flowerplate se centrifugaron para sedimentar las células y para
obtener sobrenadantes de cultivo libres de células. Se utilizaron 20 ul de cada sobrenadante de cultivo para cuantificar
la actividad enzimatica de la AmyE secretada por medio de un ensayo de amilasa (Phadebas Amylase Test, Magle
AB, Lund, Suecia). Se observd que, en estas condiciones de cultivo seleccionadas, deben considerarse como una
correlacion 6ptima con mayores emisiones de fluorescencia, actividades mas altas de amilasa en el sobrenadante del
cultivo inducidas por concentraciones de ATc.

Ejemplo 2

Produccion de una célula de acuerdo con la invencion segun la primera realizacion mediante el ejemplo de una célula
en la que una secuencia génica que codifica una proteina fluorescente esta bajo el control del promotor cg7325y en
la que la expresion de la proteina fluorescente depende de la presencia y concentracion de un compuesto que se
caracteriza por una actividad antibiética debida a su propiedad de dafar la membrana de una célula bacteriana o de
la concentracion de una determinada proteina en el lado frans de la membrana citoplasmica.

a) Construccion del vector pSen1325

La construccion de la fusion del promotor P(cg7235) con el gen indicador eyfp (SEQ ID NO 18; secuencia de proteinas
de la eYFP: SEQ ID NO 19) se consiguié mediante la amplificacion de PCR de la secuencia promotora y posterior
clonacion en el vector pSenLys (Binder et al.: "A high-throughput approach to identify genomic variants of bacterial
metabolite producers at the single-cell level'; Genome Biology 13(5), R40, 2012). EI ADN gendmico de
Corynebacterium glutamicum ATCC13032 sirvi6 como plantilla y los oligonucleétidos 1325-Sal-f (SEQ ID NO 26) y
1325-RBSNde-r (SEQ ID NO 27) sirvieron como cebadores. pSenLys ya comprende la secuencia que codifica eyfp.

1325-Sal-f:
GCGGTCGACGAGCTGTAAGGGTTTACTTG

1325-RBSNde-r:
GCGCATATGATATCTCCTTCTTCTAACCAGCGACGCCGCCGATCC

Después de la purificacion del fragmento amplificado en un gel de agarosa al 1%, el fragmento se digirié con las
enzimas de restriccion Sall y Ndel y, después de la purificacion de la mezcla de reaccion, el fragmento se ligé al vector
pSenLys, que también se habia digerido con Sall y Ndel, y se desfosforil6. La mezcla de ligadura se usé directamente
para transformar E. coli XL1-blue, y la seleccion de los transformantes se realizé en placas LB que contenian 50 pug/ml
de kanamicina. Las 48 colonias que crecieron en estas placas, y que por lo tanto eran resistentes a la kanamicina, se
utilizaron para la PCR de las colonias. La PCR de las colonias se realizé con los cebadores SenCas-fw (SEQ ID NO
24) y TKP-seqg-rv (SEQID NO 25) para comprobar si el fragmento de promotor se habia insertado en el vector pSenLys.
El analisis de PCR de las colonias en un gel de agarosa mostro el producto de PCR esperado con un tamario de 250
pb en las muestras que se habian analizado, con lo cual se cultivaron cuatro colonias para preparaciones de plasmidos
a mayor escala. Después de 16 h de cultivo, estos cultivos se recogieron mediante centrifugacion y se prepar6 el ADN
plasmidico. Dos de estas preparaciones de plasmidos se secuenciaron con los cebadores utilizados en la PCR de la
colonia y la secuencia de los insertos mostré una identidad del 100 % con la secuencia esperada. El plasmido
resultante se nombré pSen1325 (SEQ ID NO 36).

b) Transformacion de Corynebacterium glutamicum con pSen1325

Las células competentes de la cepa ATCC 13032 de C. glutamicum se prepararon segun lo descrito por Tauch et al.,
2002 (Curr Microbiol. 45(5) (2002), paginas 362-7. Estas células se transformaron por electroporacion con pSen1325
segun lo descrito por Tauch ef al.. La seleccién de los transformantes se realizé sobre placas BHIS con 50 pyg/ml de
kanamicina. Los clones obtenidos de este modo se nombraron ATCC 13032 pSen1325.

c) Deteccion de la fluorescencia en funcién de la concentracion de un compuesto que se caracteriza por una actividad
antibiética debida de su propiedad de dafar la membrana de una célula bacteriana.

El analisis de la emision de fluorescencia in vivo se realizé cultivando las células de la cepa ATCC 13032 pSen1325
con 0,8 ml de medio CGXIl (Keilhauer et al, 1993, J. Bacteriol. 175: 5595-603) en dimension de microtitulacion
(Flowerplate® MTP-48-B) en el sistema BioLector (m2p-labs GmbH, 52499 Baesweiler, Alemania). Se inocularon 13
cultivos con células de la cepa ATCC 13032 pSen1325 en una DO de 0,1 y se cultivaron durante 24 horas. Después
de 4 horas, se anadieron las sustancias antibidticas vancomicina o bacitracina a los cultivos. Las concentraciones de
vancomicina se ajustaron a 0; 1,25; 2,5; 5; 10; 15; 20 yg/ml y las concentraciones de bacitracina se ajustaron a 0;
0,25; 0,5; 1; 2; 4 pg/ml. Cada 10 minutos se midieron las densidades celulares de los cultivos y la fluorescencia. La
fluorescencia se excité con luz de una longitud de onda de 485 nm, la medicion de la emision de fluorescencia de
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EYFP se realizdé a 520/10 nm. La fluorescencia de los cultivos se ha registrado por medio del software BiolLection
V.2.4.1.0. Se observo que las emisiones de fluorescencia de cultivos con diferentes concentraciones de vancomicina
o bacitracina también eran diferentes.

Ejemplo 3

Produccion de una célula de acuerdo con la invencion segun la primera realizacion mediante el ejemplo de una célula
en la que una secuencia génica que codifica una proteina fluorescente esta bajo el control comun del promotor cg0996
y el promotor cg0998 y en la que la expresion de la proteina fluorescente depende de la concentracion de una
determinada proteina en el lado frans de la membrana citoplasmica.

a) Construccion de vectores pSen0996_8, pSen0996_8c y pSen0996_8e

Las construcciones de las fusiones de los promotores P(cg0996) y P(cg0998) con el gen indicador eyfp (SEQ ID NO
18; secuencia de proteinas de la eYFP: SEQ ID NO 19) se consiguieron por medio de sintesis quimicas de fragmentos
de ADN sintético (SEQ ID NO 28 para pSen0996_8, SEQ ID NO 29 para pSen0996_8c y SEQ ID NO 30 para
pSen0996_8e) y su ligadura en el vector pSenLys (Binder et al.: "A high-throughput approach to identify genomic
variants of bacterial metabolite producers at the single-cell level"; Genome Biology 13(5), R40, 2012). pSenLys ya
comprende la secuencia que codifica eyfp.

Después de la escision de los fragmentos de ADN sintetizados con las enzimas de restriccion Sall y Ndel y la posterior
purificacion de la mezcla de reaccion, los fragmentos de ADN que se habian recortado se usaron en reacciones de
ligadura individuales con el vector pSenLys que también se habia digerido con Sall/Ndel y se desfosforilaron. Las
mezclas de ligaduras se usaron directamente para transformar por separado E. coli XL1-blue, y las selecciones de
transformantes se realizaron en placas LB que contenian 50 ug/ml de kanamicina. Se utilizaron 8 colonias que
crecieron en cada una de estas placas, y que por lo tanto eran resistentes a la kanamicina, para las PCR de las
colonias. Las PCR de las colonias se realizaron usando los cebadores SenCas-fw (SEQ ID NO 24) y TKP-seq-rv (SEQ
ID NO 25) para verificar que los fragmentos de ADN sintetizados estaban insertados en el pSenLys.

El analisis de PCR de las colonias en un gel de agarosa mostro los productos de PCR esperados con un tamafio de
872 pb en el caso de pSen0996_8, un tamafio de 413 pb en el caso de pSen0996_8c y un tamafo de 2774 en el caso
de pSen0996 8e en las muestras que se habian analizado, por lo cual se cultivaron ocho colonias cada una para
preparaciones de plasmidos a mayor escala. Después de 16 h de cultivo, estos cultivos se recogieron mediante
centrifugacion y se prepar6 el ADN plasmidico. Una de cada una de estas preparaciones de plasmidos se secuencio
con los cebadores JPS0003 (SEQ ID NO 31) y JPS0004 (SEQ ID NO 32) y la secuencia de los insertos mostré un 100
% de identidad con la secuencia esperada. Los plasmidos resultantes se nombraron pSen0996_8 (SEQ ID NO 37),
pSen0996_8c (SEQ ID NO 38) y pSen0996_8e (SEQ ID NO 39).

JPS0003:
CTGAACTTGTGGCCGTTTAC

JPS0004:
TTGTTGCCGGGAAGCTAGAG

b) Transformacion de Corynebacterium glutamicum con pSen0996_8, pSen0996_8c y pSen0996_8e

Las células competentes de la cepa ATCC 13032 de C. glutamicum se prepararon segun lo descrito por Tauch et al.,
2002 (Curr Microbiol. 45(5) (2002), paginas 362-7. Estas células se transformaron por electroporacién con
pSen0996_8 o pSen0996_8c o pSen0996_8e segun lo descrito por Tauch et al..

c) Transformacion de ATCC 13032 pSen0996_8 o ATCC 13032 pSen0996_8c o ATCC 13032 pSen0996_8e con
pCLTON2-FsCut

Las cepas competentes de la cepa ATCC 13032 pSen0996 8 o ATCC 13032 pSen0996 8c o ATCC 13032
pSen0996_8e de C. glutamicum como se ha descrito anteriormente se transformaron mediante electroporacién con el
vector pCLTON2-FsCut como se ha descrito anteriormente. Este vector comprende una secuencia de acido nucleico
que codifica enzima lipasa cutinasa (FsCut) de Fusarium solani pisiy el péptido sefial NprE especifico de Sec para la
exportacion de la proteina sobre la ruta Sec de Corynebacterium glutamicum. pCLTON2-FsCut se consiguié por medio
de sintesis quimica de un fragmento de ADN sintético (SEQ ID NO 33), restriccion del fragmento de ADN sintético
DNA con Pstl/Sacl y ligadura del fragmento restringido al vector pCLTONZ digerido de igual manera, un derivado de
pCLTON1 que confiere resistencia a espectinomicina (Un vector de expresion inducible por tetraciclina para
Corynebacterium glutamicum que permite una expresion génica fuertemente regulable. Lausberg F, Chattopadhyay
AR, Heyer A, Eggeling L, Freudl R. Plasmid. 2012 68(2): 142-7). Los clones obtenidos de este modo se nombraron
ATCC 13032 pSen0996_8 pCLTON2-FsCut, ATCC 13032 pSen0996 8c pCLTON2-FsCut o ATCC 13032
pSen0996 8e pCLTON2-FsCut.

d) Deteccion de la fluorescencia en funcién del nivel de secrecion de cutinasa o la concentracion de cutinasa en el
lado trans de la membrana citoplasmica (variacion de parametros)
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El analisis de la emision de fluorescencia in vivo se realizo cultivando las células de la cepa ATCC 13032 pSen0996_8
pCLTON2-FsCut con 0,8 ml de medio CGXII (Keilhauer et al, 1993, J. Bacteriol. 175: 5595-603) en dimension de
microtitulacion (Flowerplate® MTP-48-B) en el sistema BioLector (m2p-labs GmbH, 52499 Baesweiler, Alemania). Se
inocularon 3 cultivos con células de la cepa ATCC 13032 pSen0996_8 pCLTON2-FsCut a una DO de 0,1 y se
cultivaron durante 24 horas. Después de 4 horas, se indujo la expresion de cutinasa mediante la adicion de
anhidrotetraciclina (ATc). Las concentraciones de ATc se ajustaron a 0, 100, 250 mM para provocar intensidades de
expresion diferentes. Cada 10 minutos se midieron las densidades celulares de los cultivos y la fluorescencia. La
fluorescencia se excité con luz de una longitud de onda de 485 nm, la medicién de la emision de fluorescencia de
EYFP se realizdé a 520/10 nm. La fluorescencia de los cultivos se ha registrado por medio del software BiolLection
V.2.4.1.0. Se observé que también son diferentes las emisiones de fluorescencia de los cultivos que se habian inducido
de manera diferente (figura 4). Después de 24 horas, los cultivos en la Flowerplate se centrifugaron para sedimentar
las células y para obtener sobrenadantes de cultivo libres de células. Se utilizaron 20 yl de cada sobrenadante de
cultivo para cuantificar la actividad enzimatica de la cutinasa secretada por medio de un ensayo de palmitato de p-
nitrofenilo (bNPP). Se observd que, en estas condiciones de cultivo seleccionadas, deben considerarse como una
correlacion 6ptima con mayores emisiones de fluorescencia, actividades mas altas de cutinasa en el sobrenadante del
cultivo inducidas por concentraciones de ATc.
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SECUENCIAS

SEQ IDNo. 01

gcgggtctge cacatttgct gaaaagtacc agttgcaagg tgtggtgttg gagcttcata 00
accaggttgg gcaaaaggga tgaatccctg gttgtggtgg ggctoectgaa aagtactcat 120
agactctatt gtggagtgtt gaggctgata agtgaatggg ggaaagccct gaaaaggtgg 180
cgttcagggt cttccectgat g 201
SEQ D No. 02

accttaaatt catcgcctac aacctittgt aggtaagaabt ttaacaagag ccagttatct 00
tctcttaaaa tgaggaggta actggcttct ttatgcttaa gaggtgttag cataagtgaa 120
atatgttcca acgcgtggac gtcttaattg ggaggaagtc tgtcacggac tggaagacga 180
aaagggtatc gatg 194
SEQ IDNo. 03

gggaacccat tcgcagcggyg ttcgamaatyg tcgatgatta aaccactaaa gagctcacag 60
gaagtgttca gactacttag agtgacgcce cagccacagg gttcataatc aaatcatg 118
SEQ 1D No. 04

accagcgacg ccgccgatcoc atttgteoggt ggtgcttcgg gcgagtcecgtc gagattgtge 60
tgggaaagtc atcgggatca agctccttta tggctgattg agtttttett tcttcttcaa 120
tcatcgccaa taagaaccta gagcacatcg gggatttccc ctctecctaac cocctaaaaac 180
ccctgagaaa acgctccaag taaaccctta cagctc 216
SEQ ID No. 05

atggttgatyg bLgtttttgot cgatgaccac tcoccecgtgbhtbc goteccggcegt caaagcagaa &80
ctaggcaacyg ccgtcacagt agtcggcgaa gcagggacgq tggecgacgce cgtagceccggce 120
atcaaggcaa gcaaaccaga ggtagtgctt ctcgacgtcc acatgceccga cggcggogge 180
ctcgcagtge tccagcagat caacgactcc gatgtggaca ccattttett ggcactcagt 240
gtctctgatg ctgcggaaga tgtcatcgcecce atcatccgtg gecggtgoccag gggatacgtg 300
accaaatcaa tcotcococggtga agaactcatc gaagccatca accgegtgaa atccggogac 360
gecattcttet caccacgect ggcaggcttc gtocctcecgacg ccttcegccecge ccoccgattoc 420
gcagctggeg caggcattgt cgacgcacce gaaaaagacyg ccgcecgtaga atccggaaaa 480
atcctcgacyg acccagttgt cgacgccctc acccgocgcg aactcgaagt cctcoccgcecta 540
ctagccegcg gctacaccta caaagaaatc ggcaaagaac hbgtitcatttc cgtcaaaacc 600
gtggaaaccc acgcctcaaa cattctgegg aaaacccaac aatccaaccyg ccacgcgttg 660
acccggtggg ctcactecgag ggatcttgac taa 693
SEQ ID No. 06

atgttccaac gcgtggacgt cttaattggg aggaagtctg tcacggactg gaagacgaaa 60
agggtatcga tgaaaatttt agttgttgat gacgagcaag ctgtacgtga ctccttgcocga 120



cgttcecttt
gagatgattg
gacggacttg
cttactgece
tatttggcta
cgctcectgeag
gatttgacgc
actcgaacag
cgcgeccaga
gaggtctaca
catacagtac

cgttcaacgyg
acaaggaaca
aggtctgtecg
gcgataatgt
aaccatttgc
tggaatcaaa
ttgacccaga
agttcgecgct
ttttggaaga
ttggatacct
gaggagtcgg

SEQ 1D No. 07

atggataact
aaagagaacg
aaaaaacgag
gctcttggeca
caatcatcca
aaaaaaagct
atggtagaag
agctetttgt
tcaggtgtca
gtagaagggy
ctggtaggca
acaaaagtgy
attggggatc
gtggacagaa
acagacgcag
attgtcggca
attccaagca
cgtccatata
ggcacactcyg
tcaggetcete
ggtaaagaaa
ggtgataccg
ctggatcaaa

atcgtgatga
atcagagcgce
gattcggatyg
tttacacgtt
gccagcageca
caagcagctc
acctttcacc
tcggotetag
Ltttcaaaaa
catcatcact
gtgactcgtt
caaacttcgg
cgcttggaaa
cggtttcaat
caattaatcc
ttaacagtat
atgacgtaaa
tcggtgtcag
gcetgttegg
ctgctgaaaa
ttgatacagg
ttgaagtgaa
aagaagagaa

SEQ ID No. 08

ttotcataca
tatttagaga
aaaatgacac
tatacattaa
geccgagatyg
tcaaagccgt
tataaggaag
gaagacgcce
tttgatctgc
ctcctaaaag
cggagactgce
aggatgatgt

ccatttatct
atgagggetyg
cgtcteccea
taaaagaaat
cggatattga
ttttgcecgecg
ctcecteectgt
gcgaggteta
tgctattatt
tgtggggaca
gcagaaagat
catcatga

SEQ D No. 09

tcecggtgega
tcttccaact

SEQ IDNo. 1

gtgattcgag
ttggaggcgc
cggcttgety
gatggcattg
ctcactagct
tatctgttga
ggagagccga
ggtgaaaacg
atcgcagaag
gtcaaaacac
gcggtgtacyg

gatacgactc
tgtataagat

0

tattattgat
agcccgatat
Lggaactgtc
aagctacaaa
tcattgatga
aaacctcaaa
agctggagtc
cgctcecogea
gaaagacaaa
atattacgaa
cacaccgaaa

ES 2758 096 T3

atacaacgtt
gcctgctttg
ccaccttcge
ttctgatcegt
tcttgaagag
tcagagttcc
aagtcgagat
cctgcaattyg
ggtatgggge
tcgacgcaag
atacgtcctyg

aaacagaacg
ctcctacteg
gttcagaccyg
tacaccgctt
aacgcaatct
atctgcattc
agcgattgtc
ttcttctgat
agagaatggc
gaaggtatct
aactgattta
tgattcatcet
agacctgtce
gtctacatca
aggtaacagc
gaaaatcagt
accgatbttgct
catgcttgat
cagccagctyg
ggccggatta
cagtgaattyg
aattctccga
aacttcgtaa

agttgaagat
gaacattaca
cctatggatt
caaggcgaaa
cagagtgctt
ggagctgatt
ccaaaaaaat
tgacgaaaac
tatccatcat
tgactacttc
gccectgaattyg

cggtcttata
gaagacaagg

tgatgatcat
tgaagtcatc
gcctgatgtc
gcaaatttgc
tgacaaagtyg
agcggcagaa
aaaagtggcg
tgaatcgett
caaagaaata
tattttatca
tcatctecgtyg

gttetcecgecag
gtgatcctcg
agcgaaggeg
gttggtggec
ctgttggege
agcattgaac
gtctaccgca
ctcectcaaaa
tgcgatttcc
actgaattgg
cgagagaccg

aaaggtaatyg
gccocgcaatg
ttgcttggeg
ggtgaccatyg
gttacagcaa
aagagcgagy
ggtattacaa
tccagcgaag
aaggcttata
ttatatgacg
gccgtectco
gatcttagaa
cgcacagtaa
gccggcgaaa
ggcggtcett
gaggatgatg
gaagaattgc
ctagagcaag
aataaaggcy
aaadedyady
cgcaatatct
aacggcaaaqg

gaggataacc
tcttttacga
ctcgatateca
gatcctgacg
ggcttagagce
atccgtgtge
gaaattgccg
gggaatatca
aaagggcatc
ggaacagacc

aaggtggaga

taaaaatcaa
aaaacgaaag

gaaatggtca
ggcgaagcat
attttaatgg
cgggagcttt
tacccggtta
atcgccgatg
ggaaaagtat
acaaaacggg
gacgaggaac
aagctggatyg
aattag

22

aagacggeat
atgtcatgat
atgatcggece
tcgatgcagyg
gcgtcecgtte
aggctctatt
acggacgcgce
accaaaggaa
ccacttcagy
aaggagaaga
ctcecgtga

agaatgaggt
tcattcatga
gagtgatcgg
attctcagga
caagcacctc
actcttctaa
atcttcaggce
atacagaaag
tcattacaaa
gcactgaggt
aaatcagtga
caggcgagac
cacaaggaat
cgagcattaa
tgttaaatac
ttgagggtat
tgtctaaagg
tgccgcaaaa
tttacatcecy
atattatcat
tatataaaga
aaatgacgaa

tgaatgaact
aaggtgaaga
tgctgcegga
tgcecggteat
ttggcagcaa
aaaagctgct
tctectogta
tcaatttgac
catactctcg
gggtcgttga
cgatttacgg

tctctgattc
gaggatctge

gaatgggget
cggacggcag
accttgtcat
ccgacccogaa
ttgaagctgyg
ccatccgege
tatccaggct
agctcgaaat
tgtttattac
tcagtgaceg

ccaagcacta
gcctggtatg
aattcttatt
cgcagatgac
actggtgcgt
atcttgtggc
catcagcctt
agtgctcact
caatgcccte
ccgectgate

ctttttaacg
tcaggagaag
cggcagtctt
cactgcaaaa
ctctgaatct
aatctcagat
acaatcaaac
cggttcaggy
taaccacgtc
tactgcaaag
tgaccacgtc
cgttattgcy
tgtaagcgge
cgtcattcag
agacggcaaa
cggattcgece
acaaattgaa
ttaccaagaa
tgaggtcget
cggcctaaaa
cgcaaagatc
aaaaattaaa

gctgacgaag
cgccagaaag
taccgacgge
ttttatttee
tgactacatt
gcagctcgta
tcgggteget
gtcaaaggaa
tgaggatatc
tgatctcgtc
tttcggctac

gttttgcata
atg

cgcggetttt
cgaaggtgtt
ggagggcatg
aattattgtg
cgcgctcage
cgcaagcaadg
gcgccactca
actctgcctg
gattaaaaca
gacgcaggcyg

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
768

a0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
300
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1350

60
120
180
240
300
300
420
480
540
600
660
6718

60
113

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
636



SEQ ID No. 1

atgacaaaaa
caaattatceg
ttccttaaaa
ctatttttga
tttectgattt
aaacaggtca
Jgacatgcgca
gatttaaatg
cecgagggag
ccatcggace
ggctcgaaga
tcaaagcgcc
gtatga

SEQIDNo. 1

atgagaaaaa
agcctgetce
cLtgttttgce
agcgtgaccyg
gatacattaa
ccgeteggtyg
gtggagcttc
caaatgaaga
gcggtcagece
aaggatgctg
gcccaaaatyg
gggctyaagy
attgagtggg
atcgtgcagg
attctgggca
aaaatggacc

Jaaatcggcyg
aaggtececcga
tga

SEQIDNo. 1

ggacatcgag
cgcaacctag

1

aacagcttct
gaataggcga
aatattcccg
aaaacctctt
acgcoggota
atctcaataa
gottttttat
tctctggttt
aaagtacaat
ttgaagtggc
aaagcggatt
gggtaaaagt

2

aaatgcttge
tttttgtttg
tgtcatcaag
tcggtttcge
ttgaatccat
atgatgaaat
aagtcgcate
agtcggttat
agcagctctt
atgacaaaac
agatgagggc
agggccttac
atatacagga
aggcccttte
taaagaacaqg
aggtgaaagc

gtgtcgecga
tttttecgga

3

aactctecggg
ttgtgcagtt
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cggattgatc
tctgotgttt
tgattggctt
cagcatcacc
caggcttate
aaaagaacat
cggtgagety
tatcggtgat
cgtcattage
tgtcagcectcy
aagcacgaag
gtccgtttcc

cagcctccaa
cctgatttee
ctggttcgga
ctcagggtat
tttaaccttt
cggectgget
ccltoccagaaa
ctcagaagaa
tgccatatcg
agtcaagcgg
gctgctgcte
ggagettttg
cacagcgata
aaacgtattt
ccagctccgt
ctcctcatac

agtgatttca
agaaaaagga

gttcggcgaa
actgttgaaa

attgctttat
tggeceygetet
ggctccgtca
tttaatttat
aaagggaagce
catgagccge
caaatgatga
atcaaaatcg
ggagtcattg
gctgttttta
gtatatgccyg
ttatttatcg

tggcgcgeca
tttatgatgt
attccogttita
atgtacggca
gaaaacggca
gctgatcage
ctttccaatg
cgccagcgat
atgatgacat
atcaggatgg
catttacggc
gacgagttecc
tccaagggtyg
agacattcaa
ctgaaggtga
ggcttgaatt

gtagaaggaa
gagaacgaac

cgttatctca
gccacaccca

23

tcggcatcag
tttttctygat
tgtatatctt
tcggetatge
cgatatttga
caaaadgatgt
agcagccgtt
atttatctaa
gtaacgttga
taggagacat
cgtcaactga
gtgatgtgga

tccecgecatgac
tttactateg
tccoctgatttt
accggttgaa
atttcgctta
tgaacgaaat
aacghtgcgga
tggccagaga
cagccgtget
tcgagcatat
ctgttaccct
gaaaaaagca
ttgaagacca
aagegtcaaa
ttgataatgg
ctatgaaaga

aaggcactca
gtgattcgag

gtggaatctc
tgccagtcca

tatgtttttg
tgceggetat
tgccgegttt
gtttgecgca
accgaatgag
daaacatccece
Lgacctgaac
agcgatgatt
tatttatgta
taatctgatc
ttttagcgag
tgtgaagtac

aacgggaatc
gctogatecyg
gcttctgate
gacaaggatt
tcggataccg
ggcgaagege
atggcaggch
tcttcatgat
ggaacatgtc
ggcaggcgaa
tgaaggaaaa
gceecgattgat
cttgttcaga
agtaaccgtg
aaaaggcttt
acgtgcaagt

aatcgaagtyg
tattattgat

agtccacgcg
cgcatyg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
726

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
6060
720
780
840
900
960

1020
1080
1083

60
116



SEQIDNo. 14

atgtggtggt
cggtggcggy
ttegeegtcet
ageegggege
gagggtaccyg
accgctcaac
ggcgagttgt
accaacggta
aagctgcogtt
ggggggatgg
cgggtggege
aggctgacag
gcaaggctgg
aatgtcgaac
atggtcgacce
gatttggtygy
gctgacgtcg
gacgtcgagy
cttaacctga
ctgagccage
cecegtgecagy
ttgccgggtt
ttgctgcgca
ctgctecceg
agcacggaca
acgcgegceaa

tccgceccocgeocg
tcatgctgcet
atgcggtgat
aactgctecat
cctattegga
agccgggeca
tcatgtcgcg
gttcgctgct
gggtgctatt
tcacccgyggce
gaaccgacga
aggcattcaa
ttaccgacge
tcttgatggce
tgcgtgecga
acctgtcceg
tcgaccgcag
tgattgggty
tggacaacgc
tcgacgegtoe
agcgcegtet
cgggectegy
tcgaagacac
gccgteggat
tcgagaactc
cctag

SEQIDNo. 15

atggaactcc
ggtgacgact
acgaccttga
gagcecgtotyg
atgccgtcct
cggctctceg
ttcecggtcgg
accaacttgt
gaggactacyg
cggetgggac
gtggtgctgt
aagctcggga
gcagcgcacc

tcggcggace
tgccaactta
gtcecgaccag
accaattgca
gggatgagct
gcaaccagca
tccagaatta
tcectyggacat
accgggtgcc
ctgacctgca
gtgacatcga
cggtacgtag
ccgaacatgg

SEQ ID No. 16

gtaaattacc
tgctgecagga
tgatggecegt
gcagaaactt
gcgttatetg

gtcagattct
ttatatcagce
agaacaataa
tagttcggaa
ttaatcgaga

SEQ IDNo. 17

atgaataaaa
ctcgagatgg
ctggacgaca
gacacattaa
Jggcagtgaac
cogtttaatyg
agcgagceaac
ctgaatccag
gagtttaccc
ttaagccagg
atttccaacc
ttgcgtggteo

tcectgttagt
aaggcttcaa
gcattgattt
aagcacttcg
Ltgatcgcgt
atcgtgaget
agcaaaacaa
geccgtocagga
tgctctattt
aagtgttggg
tgcgtcgtaa
gcggctatct
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agaccgggcyg
ggcgatgtece
ctcggcecgeyg
cgccagtygge
tgtcaacqgcyg
gacgctgccg
gcgcaccacc
gatctccaaa
gatcgtgggt
cgggctgagyg
cctgeggecc
tttaatgctg
cggacatgaa
ctcgatggce
tgtgctgget
aggcgacgcc
cctggagegyg
gcaggtttat
cgcgaagtgyg
gcacgctgag
gytgtttgaa
gttggcgatc
cgacccagge
gccgattcoocg
tecggggtteg

ccgggttggg
ttgcagtgca
catgtctcat
gggcaccgcce
ggtccgtcag
cgatgccgaa
ccagccgggo
ggtcegeoyc
cgccgatgag
ggctgcocttg
gggtctgteg
ccggatacac
cgagtgcgca

cchtgagttte
ggtatgaccy
ccaggetttt
cttcaggcta
ctgaaataca

tgatgatgac
cgtgattgtt
acttttgctt
ccagacacac
tctcggeoctt
ggtggcacgt
cgacaacgdt
agccagette
gctggcacag
caaacgcctyg
actgccggat
gatggtttct

ccgectgegeg
atggtcgega
ctctacageg
tcgectggeay
atgctggtca
gtcggtgcty
gccgaccaac
agtctcaagce
gggatcgyggyg
cecggtgggece
atccccgtet
cgggcgctygg
ttgcgtacce
ccgggggetc
caaatcgagqg
ggagaagtgyg
gtcaggcygge
ggcgataccg
agcccgcecegg
ctggtggttt
cggttttacce
gtcaaacagg
ggccagcoeec
cagcttceccyg
gcgaacgtta

aatacggaat
aattcggagg
ccccaacagy
gtattcgacg
cacgccgatc
gacctgaccc
accttcgaag
cgggetegea
cccaaccecg
gccltegetge
tacgaggaga
cgcggacgec
gttcacgtca

cgctatggga
acctctatge
gtaaagacga
taaaacgaat
tg

cgagagctga
gcccacgatg
gacgtaatga
cagacgccectyg
gagctgggcyg
attcgcgega
tcaccgacac
gacgggcaaa
catctgggtc
acgccttteg
cgtaaagatg
gcttcatga

24

ccaccagctc
tggtggttgt
acatcgacaa
ctgatcecggy
acceccggeca
ccgagaaggce
gggtgcttge
ccaccgaagc
tggcggtege
gcctcaccga
tcggcagcga
ccgagtcacy
cgctaacgte
cgcggcetacce
aattgtccac
tgcacgagcc
ggcgcaacga
ctggattgtc
gcggcocacgt
ccgaccgcegg
ggtcggcate
tggtgctcaa
ctggaacgtc
gtgcgacggce
tctcagtgga

cgcaactttyg
atctcaatat
tccgegatga
ccaccgggga
gggtgtacceg
aggagacctt
gctggctaca
tcecggatgga
agcagatcta
cgcocggagtt
tcggegecac
aggcactgeg
acccagttcg

atattattac
gtyggatgaa
acaataaatt
ctgaagaaca

cttcectatt
gdgaacaggc
tgccgaagaa
tcattatgtt
cagatgacta
tecetgegeey
tggaagttga
cgctggagtt
aggtggtttc
accgcgctat
gtcacccecgtyg

attatccctg
gectgatgteg
ccaactgcag
taaggcaatc
gtccatctac
ggtgatccgt
catccgtctg
agtcatgaac
cgcggtyggec
dgcggecgag
cgaattggcc
ggaacggeag
gctgcgcacce
caagcaggag
actggtaggce
ggtcgacatg
tatccttttc
gcggatggeg
gggtgtcagg
ccocgggealtt
dggcacydgey
ccacggcgga
gatttacgtg
tggcgctegg
atctcagtce

cgttgccgac
cacgaccatc
ccagtgggtyg
caaggoccace
gctggecttat
tatcagggtg
ccgcatcacce
ggcgttacce
ccacgacgca
tcgtgecocgeg
actgggcgtg
ggactacctg
ctga

cgttgccgeo
taccgacgte
tttacctttt
cagcaatttt

aaaggagctyg
gettgatett
aaatggtatc
gacggcgcgc
tctcocogaaa
ttogeactgg
tgccttagtyg
aaccggtact
ccgtgaacat
tgatatgcac
gtttaaaacc

a0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
£40
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
14490
1500
1515

60
120
180
240
300
300
420
480
540
600
660
720
774

60
120
180
240
272

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
699
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15

20

SEQ ID No. 18

gtgagcaagy gcgaggagcet
gacgtaaacg gccacaagtt

aagctgacce
gtgaccacct
cacgacttct

tgaagttcat
tcggctacgg
tcaagtccge

aaggacgacg gcaactacaa

aaccgcatcg
ctggagtaca
atcaaggtga
cactaccagc
ctgagctacc
ctggagttcy

agctgaaggg
actacaacag
acttcaagat
dagaacacccc
agtccgecct
tgaccgccge

SEQTDNo. 19

VSKGEELFTG VVPILVELDG

VTTFGYGLQC
NRIELKGINF
HYQONTFIGD

FARYPDHMEQ
KEDGNILGHK
GPVLLPDNHY
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gttcaccggy
cagcgtgtee
ctgcaccacec
cctgecagtge
catgccegaa
gacccgegec
catcaactte
ccacaacgte
ccgccacaac
catcggcgac
gagcaaagac
cgggatcact

DVNGHEKFSVS
HDFFKSAMPE
LEYNYNSHNV
LSYQSALSKD

gtggtgccca
ggcgagggeg
ggcaaqgctgce
ttcgecececget
ggctacgtece
gaggtgaagt
aaggaggacd
tatatcatgg
atcgagggcyg
ggceccogtgoe
cccaacgaga
ctocggcatagg

GEGEGDATYG
GYVQERTIFE
YIMADKQKNG
PNEKRDHMVL

SEQ ID NO 20

gcggtcgacg ggtaaacgtg ggatataaa 29
SEQ ID NO 21

gcgcatatga tatctccttc ttctagcggg tetgecacat ttgetg
SEQ ID NO 22

gcgcegcegga ctaataacgt aacgtgactg gcaagag 37
SEQ ID NO 23

gcgagatctt ctgcctcgtg aagaaggtgt tgctgac 37
SEQ ID NO 24

gtcgecgtee agcetcgacca ggatg 25

SEQ ID NO 25

cgggaagcta gagtaagtag ttcg 24

SEQ ID NO 26

gcggtcgacg agctgtaagg gtttacttg 29
SEQ ID NO 27

gcgcatatga tatctccttc ttctaaccag cgacgccgcec gatcc

SEQ ID No. 28

gaatttaaca
ttaagaggtg

agagccagtt
ttagcataag

agtctgtcac ggactggaag

agcaagctgt
aggtcttgce

acgttaatct
atcgtgaatc

atcagatgat ggcggaacga
gttcgaaaat gtcgatgatt
tacttagagt gacgccccag
acaaacaacg gtgagaaccce

acctgaactt

taagaaggag

SEQID No. 29

caatttaaca agagccagtt
ttaagaggtg ttagcataag
agtctgtcac ggactgogaag

atcttctctt
tgaaatatgt
acgaaaaggg
atcgcgeccgt
aggttgtgaa
gaatcactat
aaggtaccac
ccacagggtt
ggaccgtgea
atatcatatg

atcttctett
tgaaatatgt
acgaaaagdg

aaaatgagga
tccaacgcgt
tatcgatgaa
cagctcecegt
tcggecatggt
tgatttgcca
cactaaagag
cataatcaaa
tcggaaactc

aaaatgagga
tccaacgegt
tatcgatotyg

25

tectggtcega
agggcgatge
ccgtgcectyg
accccgacca
aggagcgcac
tcgagggega
gcaacatcct
ccgacaagca
gcagcgtgca
tgctgcccga
agcgcgatca
acgagctgta

KLTLEFICTT
KDDGNYKTRA
IKVNFKIRHN
LEFVTAAGIT

46

45

ggtaactggc
ggacgtctta
aattttagtt
tccatgeccgy
ggccaacteg
ggggaaccca
ctcacaggaa
tcatgacaaa
catcagaaac

ggtaactgge
ggacgtctta
aacccattecg

getggacgge
cacctacgge
gcccacccte
catgaagcag
catcttctte
caccctggtg
ggggcacaayg
gaagaacgge
gctcgecgac
caaccactac
catggtcctg
caagtaataa

GKLPVPHFPTL
EVKFEGDTLV
IEGGSVQLAD
LGMDELYK

ttctttatge
attgggagga
gttgatgacg
gatcgggatt
ttgtgggtga
ttcgcagcegy
gtgttcagac
tcaattcccc
caactcecggt

ttctttatge

attgggagga
cagcgggtte

o
120
180
240
300
300
420
480
540
600
660
720

60
120
180
238

a0
120
180
240
300
360
420
480
540
570

60
120
180
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gaaaatgtcg
tagagtgacyg

atgattaagg
ccccageccac

SEQ 1D No. 30

aatttaacaa
taagaggtgt
gtctgtcacyg
gcaagctgta
cgcagaagac
cctegatgte
aggcgatgat
tggecctegat
ggcgcgegto
tgaacaggct
ccgcaacgga
caaaaaccaa
tttecececact
attggaagga
gaccgctceccyg
agtgatgact
ttggtagett
gtcaccaact
agtgaagcgy
agtgacactc
tcactgectyg
agtgctgage
gatatggtgyg
ggcagtggty
ccactgtcaa
attcccgtgg
aaggcactge
ctgaaaactc
agtggaggat
cagatgaccg
gccgaaacgt
gaaagccgte
ggcgatgatt
tcgeccectgaga
attgttattyg
cggttctatc
gtgaatcagg
ggaacgagaa
gatgattaaa
goccacagyggt
cggaccgtge
gatatcatat

gagccagtta
tagcataagt
gactggaaga
cgtgactecct
ggcatccaag
atgatgecctg
cggccaattc
gcaggcegeag
cgttcactgg
ctattatctt
cgcgecatca
aggaaagtgc
tcaggcaatg
gaagaccgece
tgacattaag
ccgacggttce
tcgeocgttgg
caatcgatcg
gattctatgce
gaatcgcectt
attcagattt
gcattctcat
ataccgatcg
ttttggcgte
agctgcagcg
tgggaaatga
gggagtcteg
cactgacctc
cgggaatcece
aaatgtctga
caagcattgt
gcatgacggt
tttecttaac
atggcattgt
atgattcagg
gcgccgtcag
ttgtgaatcy
tcactattga
ccactaaaga
tcataatcaa
atcggaaact
g
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taccaccact
agggttcata

tcttctetta
gaaatatgtt
cgaaaagggt
tgcgacgtte
cactagagat
gtatggacgg
ttattcttac
atgactattt
tgcgtecgete
gtggcgattt
geccttactceg
tcactcgege
ccctecgaggt
tgatccatac
gcgaatcggc
aatgtcgttg
tgttattact
tgatctggaa
aaccgcagaa
aatcccacct
ccttaagagt
gaaacgagat
gcagctcacg
gattctgctt
tgcecgtecgaa
tgagttcgct
tacccggcaa
aatgcggaca
caaggaadgaa
tttgattggt
agatctcaac
gcggatagat
cagggcatta
tcgagtgtog
gocctggaatt
ctccegttcee
gcatggtgge
tttgccaggg
gctcacagga
atcatgacaa
ccatcagaaa

SEQ ID NO 31

ctgaacttgt ggccgtttac 20

SEQ ID NO 32

ttgttgccgg gaagctagag 20
SEQ ID NO 33

gcgcgttaac cgaaggagat atagatatgt ttgc
SEQ ID NO 34

cagtgaattc gagctcctag tg 22

aaagagctca
atcaaatcat

aaatgaggag
ccaacgcgtyg
atcgatgaaa
cctttegtte
gattgacaag
acttgaggtc
tgcccgocgat
ggctaaacca
tgcagtggaa
gacgcttgac
aacagagttc
ccagattttyg
ctacattgga
agtacgagga
gcaggggaaa
cgttggcget
gttgctgecalt
aaacaagcgg
accgaaatty
gggtgggaat
aaagaagcgqg
agctcgggea
gtgcttggeg
ggtttcatca
gagatcgaac
aagttgactc
tctecagttygyg
aatattgaat
ttggatggeco
gatcttgttg
caagtgttgyg
gtttccgaga
gtaaatgttt
atgtcacaga
gctgaaaaag
atgccgggat
caactcgttyg
gaacccattc
agtgttcaga
atcaattcecc
ccaactccgy

34

26

caggaagtgt
g

gtaactggcet
gacgtcttaa
attttagttg
aacggataca
gaacagcctg
tgtcgeccacc
aatgtttetyg
tttgctcttyg
tcaaatcaga
ccagaaagtc
gcgctecctge
gaagaggtat
taccttcgac
gtcggatacyg
atgggcctyge
tggctttget
attggtctgt
atgcaatgct
ctoctgttagy
acgtcategg
ggaaacagat
cagtggtggt
tcattctett
ttgcgaagga
gaactgatga
gtagtttcaa
tggcagatgce
tgctgttgat
ttcagcgtga
atcttgcgeg
aaattgcgct
ctgtggattg
tggataatgce
tcgacaaagce
aacgaggatt
cgggattagg
tgggtgaatc
gocagcgggtt
ctacttagag
cacaaacaac
tacctgaact

tcagactact

tctttatget
ttgggaggaa
ttgatgacga
acgttgttct
ctttggtgat
ttcgcagcga
atcgtgttgg
aagagctgtt
gttccagecat
gagatgtcta
aattgctcct
ggggctgcga
gcaagactga
tcctgegaga
ccctaccgaa
gagcgccact
ctccagctat
tggacgagcc
Lgaatatgec
tgaatccata
cctcgtaaca
ttttgctaaa
gatcattggc
ggggctgaaa
gcttcecgtgey
tgacatgctc
aggacacgag
ggcaaccaac
tgtattggeg
tgaagaaacc
tgaccgaaty
gaaactgctg
cattaaatgg
aacggtcecge
agttttggaa
tcttgeccatc
agatgatgge
cgaaaatgtc
tgacgcceca
ggtgagaacc
ttaagaagga

240
281

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2471



SEQ IDNo. 35

ggatcettat
ctccagecagg
gctcaggtag
gtagtggtcyg
cttgatgccyg
ctccagecttyg
gcggttcacce
Jgtccttgaag
gtcgtgctge
ggtcacgagy
cagcttgeeg
tacgtcgecyg
gctcaccata
ttgcaaggtg
tgtggtgggg
tgaatggggy
cagygggeatyg
gcggdgcaag
acgttgcgca
gactggatgg
tggtttattyg
ctggggcceag
actatggatyg
taactgtcag
tttaaaagga
gagttttcgt
ggtctgegey
aaggttctct
ccaaaactty
aaatcaatta
aagacgatag
gtccagcttyg
gcggccataa
gggagccegeco
gatttgagcyg
ttgccgecgge
gccecegtteg
gagcgaggaa

tacttgtaca
accatgtgat
tggttgtegy
gcgagctgca
ttcttectgct
tgccccagga
agggtgtcge
aagatggtge
Ltcatgtggt
gtgggccagy
taggtggcat
tccagetcga
tgatatctcc
tggtgttgga
ctcctgaaaa
aaagccctga
acatgatcga
cggtgecttt
aactattaac
aggcggataa
ctgataaatc
atggtaagcoc
aacgaaatag
accaagttta
tctaggtgaa
tccactgage
taatctcttyg
gagctaccaa
tcctttcagt
ccagtggctyg
ttaccggata
gagcgaactyg
cagcggaatg
agggggaaac
tcagatttecg
cctocteactt
taagccattt
gcggaatata
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gctcgtcoccat
cgcgettete
gcagcagcac
cgctgcecgee
tgtcggcceat
tgttgccgte
cctegaactt
gectectggac
cggggtagey
gcacgggceay
cgcectocgee
ccaggatggg
ttcttctage
gcttcataac
gtactcatag
aaaggtggcy
agatatgagt
atatcccacyg
tggcgaacta
agttgcagga
tggagccggt
ctccecgtate
acagatcgcet
ctcatatata
gatcettttt
gtcagacccc
ctctgaaaac
ctctttgaac
ttagccttaa
ctgccagtgyg
aggcgcageg
cctacccgga
acaccggtaa
gocctggtatc
tgatgcttgt
ccectgttaag
ccgetegeeg
tcectgtatca

gccgagagtg
gttggggtct
ggggccgteg
ctcgatgtty
gatatagacg
ctccttgaag
cacctcggeg
gtagecetteg
ggcgaagcac
cttgocggty
cteocgececggac
caccaccccg
gggtctgcca
caggttgggc
actctattgt
ttcagggtct
aacacacchtg
tttacccgte
cttactctag
ccacttctgce
gagcgtgggt
gtagttatct
gagataggtyg
ctttagattg
gataatctca
ttaataagat
Jgaaaaaaccyg
cgaggtaact
ccggogceaty
tgcttttgeca
gtcggactyga
actgagtgtc
accgaaaggc
tttatagtcc
cagggdagey
tatcttecectg
cagtcgaacy
catattctgce

27

atceceggegyg
ttgctcaggy
ccgatggggg
tggcggatct
ttgtggctgt
ttgatgcect
cgggtcttgt
ggcatggcegy
tgcaggccgt
gtgcagatga
acgctgaact
gtgaacagct
catttgctga
aaaagggatg
ggagtgttga
tccctgatgyg
cgccttatac
gacctgcage
cttececggea
gctcggeect
ctcgecggtat
acacgacggg
cctecactgat
atttaaaact
tgaccaaaat
gatcttcttg
ccttgoaggy
ggcttggagy
acttcaagac
tgtctttecyg
acggggggtt
aggcgtggaa
aggaacagga
tgtcgggttt
gagcctatgyg
gcatcttcca
accgagcgta
tgacgcaccy

cggtcacgaa
cggactggta
tgttctgctg
tgaagttcac
tgtagttgta
tcagctcgat
agttgccgtc
acttgaagaa
agccgaaggt
acttcagggt
tgtggcecgtt
cctcgeectt
aaagtaccag
aatccctggt
ggctgataag
tttggtgtecy
ccecgcagect
aatggcaaca
acaattaata
tccggctgge
cattgcagca
gagtcaggca
taagcattgg
tcatttttaa
cccttaacgt
agatcgtttt
cggtttttcy
agcgcagtca
taactcctct
ggttggactc
cgtgcataca
tgagacaaac
gagcgcacga
cgccaccact
aaaaacggcet
ggaaatctece
gcgagtcagt
gtgcagcctt

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280



ttttctectg
agtatacact
aggcctgaat
tgttgtaggt
tgtcgggaag
gccacgttgt
Jgaacaataaa
aacgggaaac
ggtataaatyg
ggaagcccga
ttacagatga
agcattttat
cagcattcca
cagtgttecet
gocgtattteyg
attttgatga
ttttgccatt
tttttgacga
gataccagga
aacggctttt
tgatgctecga
ttacgctgac
ggatcagatc
aatcaccaac
gctggatgat
acctcagcgce
ggcagttcaa
gtcattctgg
ataaaagagt
gacggtgata
cggaggatca
agggcgatca
tttagggtga
ggggcaaggo
cttgtgeget
ctagagagct
cgggddgaac
tegtggaagt
agattcagac
aaaccaacct
cttagctagt
tgcggecttt
ctgcgtctct
acgtcgegce
tccgaccgcee
taggcgctca
ctcatcacgg
tccagacgct
cgcagtggcet
gocgtttttta
gcgatccacyg
cagtggccac
ttecteggte
caccggatca

ccacatgaag
ccgctagegce
cgcecccatca
ggaccagttyg
atgcgtgate
gtctcaaaat
actgtcectgcet
gtcttgectcg
ggctcgegat
tgcgccagag
gatggtcaga
ccgtactcct
ggtattagaa
gegeeggtty
tctegetcecag
cgagcgtaat
ctcaccggat
ggggaaatta
tcttgecate
tcaaaaatat
tgagttttte
ttgacgggac
acgcatctte
tggtccacct
ggggcgattc
tcaaagatgc
cagatcggga
tgaagaagct
ttgatgctca
tggggcaaat
agtcggtcaa
ggggacgatt
aagaagcttg
tLtcgocgaagoe
tacgaggtga
tcaagagcaa
cgttttetyge
tcaatgcccyg
atagcttecat
gcaatggtca
ttttcteget
ttaccgccac
gtctgacgag
atcgtcetgge
tgagcgacgg
ccagccgcett
gcggcacgcc
tcagcggogo
tttcttgocg
ggtttttctg
cgattgtgct
cggectecagec
gttgcagcca
atgagccaga
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cacttcactyg
tgaggtctgce
tccagccaga
gtgattttga
tgatccttca
ctctgatgtt
tacataaaca
aggccgogat
aatgtcggge
ttgtttctga
ctaaactggc
gatgatgcat
gaatatcctyg
cattcgatte
gcgcaatcac
ggctggcctyg
tcagtcgtca
ataggttgta
ctatggaact
ggtattgata
taatcagaat
ggcggctttg
ccgacaacge
acaacaaagc
aggcctggta
aggggtaaaa
agggctggat
cgaccgtctt
gggtgtageg
ggtggtcacc
gccaagcgcea
tttgcgaaga
gcataggggt
ggagtcgegyg
gecggtyggyy
tcagccocgac
ctacgagatyg
cagacttaag
tgattgtcgyg
agcgatttcc
gtgcteggge
gtcttcececat
cagggacgac
ggtcacgcat
tgtaggcacg
ttaactggta
ctggagcagt
tcggecagget
cttcgatacg
tgcctgagat
gggcatgcca
tatgtgaaaa
gcaggcgcat
tgagctggca

acacccteat
ctcgtgaaga
aagtgaggga
acttttgctt
actcagcaaa
acattgcaca
gtaatacaag
taaattccaa
aatcaggtgce
aacatggcaa
tgacggaatt
ggttactcac
attcaggtga
ctgtttgtaa
gaatgaataa
ttgaacaagt
ctcatggtga
ttgatgttgg
gcclteggtga
atcctgatat
tggttaattyg
ttgaataaat
agaccgttcec
tctecatcaac
tgagtcagca
gctaaccgca
ttgctgagga
ggccgcgaca
gttcggttta
atcctgtcgg
accagcggea
atttccacgg
gtgcacgaac
cagtggcttt
aaccgttatc
ctagaaagga
gcacatttac
tgctctattc
ccacgagcca
tttagctttce
gtactcactyg
agtggccaga
tggctggect
cggceggcaga
ctecgtaggeg
tcccacagtc
ccagaggaca
tgcttcaage
tgcccgtecy
catgcgagcea
gcggtacgeyg
agecctyggtea
attcgggectg
tttcecegetco
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cagtgccaac
aggtgttget
gccacggttg
tgccacggaa
agttcgattt
agataaaaat
gggtgttaty
catggatgct
gacaatctat
aggtagecgtt
tatgcctcett
cactgcgatc
aaatattgtt
ttgtcctttt
cggtttggtt
ctggaaagaa
tttctcactt
acgagtcgga
gttttctect
gaataaattg
gttgtaacac
cgaacttttg
gtggcaaagc
cgtggctecc
acaccttctt
tctitaccga
tgaaggtgga
ccgcocgacat
ttgacgacygg
ctgtggcaca
ccgecgegayg
taagaatcca
tcggtggagg
gaagatcttt
tgcctatggt
ggccaagaga
tgggaagctt
acggtctgac
gtctcteceot
ctagcttgtc
tttgggtctt
gcttttegece
ttagcgacgt
tcaggctcac
tcgatgatct
aaagcgtggce
cggacgccgt
gtggcaagty
ctagaaaact
acctccataa
gtgggatcgt
gcgcoccgaaaa
ctcatgcectg
agtggattca

atagtaagcc
gactcatacc
atgagagctt
cggtctgegt
attcaacaaa
atatcatcat
agccatattc
gatttatatg
cgattgtatg
gccaatgatg
ccgaccatca
cccgggaaaa
gatgegctygy
aacagecgate
gatgcgagtg
atgcataagc
gataacctta
atcgcagacc
tcattacaga
cagtttcatt
tggcagagca
ctgagttgaa
aaaagttcaa
tcactttctg
cacgaggcag
caaggcatcc
ggaaggtgat
gatccaactg
gatcagtacc
ggctgaacgc
caacgtcgca
atctctcgaa
aaatttccge
gggagcagtc
gtgageccce
gagaccccta
tacggecgtece
gtgacacgct
caacagtcat
gttgactgga
tccagegtto
ctcggctget
agccgogeac
ggccgtcectge
tggtgtcttt
gaaaagccgt
cgatcagctc
cttttgcttc
cctgctcata
gatcagctag
cggagacgtyg
cgocgggteat
ctgcggcata
cgccgatecca

2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520



agctggcgct
gtgctcgatt
tgcgtgetge
tcggtataac
gtcgegagte
gtcttegete
agcggaaaat
gcgctttete
ggcgttcaac
ttecgacgege
gcggccacygg
ccacgatcge
tcgetegggyg
tggcgtttgt
gcgogecgte
attcgatcct
gctcctcaag
atgctggege
cggcagecatc
cgggccaatt
aagtttttgg
tcaggggtge
acggtgtgtc
gaccgagaag
cgacggtacy
aaggggaagc
gctatctgte
cgacgccgca

ttttccagge
ttccecgecgg
gcgtgcecgtea
ttcggctgtyg
ttgctgecect
gtccagecac
ttccaggccyg
ccaggtttgg
atttttecagg
gacgctgctyg
ccacacgaaa
ggataattct
gacgcacttc
tggcgegete
ctcgecgggte
ccactactygt
atccgccacyg
gtccgtegta
gagcgcgtcy
ttggtacttc
cggaaaatca
taaaaatttt
gtatttctgg
ttttttacaa
caacaaaaaa
ctcocaatcga
gcagcgecct
9499

SEQ IDNo. 36

ggatccttat
ctccagcagyg
gctcaggtag
gtagtggtcg
cttgatgeccy
ctccagettg
Jgoggttcace
gtccttgaag
gtcgtgectge
ggtcacgagy
cagcttgeeg
tacgtcgecyg
gctcaccata
Lgcttaeggge
gctgattgag
gatttececcecet
gctecgtegac
actctagctt
cttctgcget
cgtgggtete
gttatctaca
ataggtgcct
ftagattgatt

tacttgtaca
accatgtgat
tggttgtcgg
gcgagctgca
ttcttctgct
tgccccagga
agggtgtege
aagatggtgc
ttcatgtggt
gtgggccagy
taggtggecat
tccagetcga
tgatatctee
gagtcocgtega
tttttettte
ctcctaacec
ctgcagcaat
cccggcaaca
cggcccttoe
gcggtateat
cgacggggag
cactgattaa
taaaacttca
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gtgcccagocg
cctggtgget
gagcaacata
tttctecagt
ggaaattttc
gtgatcgcay
gtgtgtcaat
actgggggtt
tattcgtgea
ccgatteggt
cgcggcattt
cgctgceget
cagcgccatt
gcggetgget
aggccgdggga
gcgtectect
agagtttcta
tcgagagcte
gactccagceg
gtcgtgaagy
cgcggceacga
gtatcgcact
cbtggttttt
aaggcaaaaa
gcgtcaggat
cgcgacgcge
cagggacaag

gctegtcocat
cgcgettcte
gcagcagcac
cgctgccgee
tgtcggceat
tgttgcecgte
cctegaactt
gctecctggac
cggggtagceg
gcacgggcag
cgcectegee
ccaggatggy
ttecttctaac
gattgtgcty
ttcttcaate
ctaaaaaccc
ggcaacaacg
attaatagac
ggctggctgg
tgcagcactg
tcaggcaact
gcattggtaa
tttttaattt

ctccaaaatce
cggcacatca
ctggcaccgg
gtccgggtcet
tctgcccagy
cgcgagcteyg
gtctcgtgaa
agccgacgec
gcttatcget
gcaggtggtyg
acgatgtttg
tccagctetyg
tgcgacctag
gcggcacgac
ggaatcaggc
ggcgctgecyg
ggtcgctcge
ggaaaaatcc
cgacatcaga
tcatgacacc
aaattttcac
tgatttttcc
aaaaaatctg
ctttttcggg
cgccgtagag
gcteoctacgge
ccacccgeac

gcecgagagtyg
gttggggtct
ggggccegteg
ctcgatgttyg
gatatagacg
ctccttgaag
caccteggey
gtagccttecg
ggcgaagcac
cttgcecggtg
ctcgecggac
cacecaccecg
cagcgacgcece
ggaaagtcat
atcgccaata
ctgagaaaac
ttgcgcaaac
tggatggagg
tttattgctg
gggccagatg
atggatgaac
ctgtcagacc
aaaaggatct
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gcgtagacct
atgtccagga
gcaagcgatt
ttgatccaag
tgagcgagga
ggatgggtygt
tccgetagag
ctgtgagtta
tcttgcocgec
gcggegctaa
tcatgcctgce
tgacgaccat
ccgcctceceag
acgcatctga
caccgcagta
agcacgcagce
ggcactggcc
gatcaccgtt
gagatccata
attataacga
gaagcgggac
gaaagacaga
gaatcgaaaa
atcgacagaa
cgattgaaga
gatcctgacg
aacgtcgcga

atcoccecggegyg
ttgctcaggg
ccgatggggg
tggcggatct
ttgtggctgt
ttgatgcect
cgggtettgt
ggcatggcgg
tgcaggcegt
gtgcagatga
acgctgaact
gtgaacagct
gococgatocat
cgggatcaay
agaacctaga
gctccaagta
tattaactgy
cggataaagt
ataaatctgg
gtaagcccte
gaaatagaca
aagtttactc
aggtgaagat

cggggtttac
caagcacggc
ttgaaccaac
cgctggcgaa
attcgcggceg
cgaacagatc
tcatttttga
ccgctcacygg
tgtgcgcttt
cacgtecctgg
gggcaccgeg
ggccaaaatt
ctcctcggeg
gcaatatttt
ggcgcaactyg
togtcageoca
cagtctcgtg
tttaaatcga
gctgatgatt
acgttcgtta
tttgcgcage
ttatctgcaa
tttgcgggge
ataaaacgat
ccgtcaacca
cagattttta
gggcgatcag

cggtcacgaa
cggactggta
tgttctgetg
tgaagttcac
tgtagttgta
tcagctcgat
agttgccgte
acttgaagaa
agccgaaggt
acttcagggt
tgtggcegtt
cctcgeoctt
ttgteggtayg
ctcctttaty
gecacatcggg
aacccttaca
cgaactactt
tgcaggacca
agcocggtgag
ccgtatcgta
gatcgctgag
atatatactt
cctttttgat

5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6060
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7153

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380



aatctcatga
ataagatgat
aaaaccgcct
ggtaactyggc
gcgcatgact
ttttgcatgt
ggactgaacy
gagtgtcagy
gaaaggcagg
atagtcctgt
gggggcggag
cttcctggcea
Locgaacgace
attctgetga
ccctecatcag
gtgaagaagy
tgagggagcc
tttgctttge
cagcaaaagt
ttgcacaaga
atacaagggg
attccaacat
caggtgcgac
atggcaaagyg
cggaatttat
tactcaccac
caggtgaaaa
tttgtaattg
tgaataacygg
aacaagtctyg
atggtgattt
atgttggacyg
tcggtgagtt
ctgatatgaa
ttaattggtt
aataaatcga
ccgtteegty
catcaaccgt
gtcagcaaca
aaccgcatct
ctgaggatga
cgcgacaceg
cggtttattg
ctgtcggetyg
agcggeaccyg
tocacggtaa
cacgaactcg
tggctttgaa
cgttatctge
gaaaggaggc
catttactgg
tctattecacy
cgagccagtc
agctttccta

ccaaaatcce
cttcttgaga
tgcagggegg
ttggaggagc
tcaagactaa
ctttcecogggt
gggggttegt
cgtggaatga
aacaggagag
cgggtttege
cctatggaaa
tcttccagga
gagcgtagcey
cgcaccgygtyg
tgccaacata
tgttgctgac
acggttgatg
cacggaacygg
tcgatttatt
taaaaatata
tgttatgage
ggatgctgat
aatctatcga
tagcgttgce
gcctcecttecg
tgcgatccce
tattgttgat
tccttttaac
tttggttgat
gaaagaaatg
ctcacttgat
agtcggaate
ttctccttea
taaattgcag
gtaacactgg
acttttgctyg
gcaaagcaaa
ggctcectca
ccttcttecac
ttaccgacaa
aggtggagga
ccgacatgat
acgacgggat
tggcacaggc
ccgcgagcaa
gaatccaatc
gtggaggaaa
gatctttggg
ctatggtgtg
caagagagag
gaagctttac
gtctgacgty
tctececetcaa
gcttgtegtt
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ttaacgtgag
tegttttggt
tttttcgaag
gcagtcacca
cbtcctctaaa
tggactcaag
gcatacagtc
gacaaacgcg
cgcacgaggg
caccactgat
aacggctttg
aatctccgee
agtcagtgag
cagccttttt
gtaagccagt
tcataccagg
agagctttgt
tctgegttgt
caacaaagcc
tcatcatgaa
catattcaac
ttatatgggt
ttgtatggga
aatgatgtta
accatcaagc
gggaaaacag
gcgetggeag
agcgakbcgcg
gcgagtgatt
cataagcttt
aaccttattt
gcagaccgat
ttacagaaac
tttcatttga
cagagcatta
agttgaagga
agttcaaaat
ctttctggcect
gaggcagacc
ggcatccgge
aggtgatgtc
ccaactgata
cagtaccgac
tgaacgccyyg
cgtcgcaagg
tctcgaattt
ttteccgecggg
agcagtccett
agccccecta
acccctacgg
ggcgtcctcg
acacgctaaa
cagtcataaa
gactggactt

ttttecgttce
ctgcgcgtaa
gttctctgag
aaacttgtcc
tcaattacca
acgatagtta
cagcttggag
gccataacag
agcacgccagg
ttgagcgtca
ccgeggceech
ccgttecgtaa
cgaggaagad
tetecctgeca
atacactceg
cctgaatcge
tgtaggtgga
cgggaagaty
acgttgtgtc
caataaaact
gggaaacgtc
ataaatgggce
agcccgatgce
cagatgagat
attttatccg
cattccaggt
tgttcctgeg
tatttcgtct
ttgatgacyga
tgccattctc
ttgacgaggyg
accaggatct
ggctttttca
tgctcgatga
cgctgactty
tcagatcacy
caccaactgy
ggatgatggg
tcagegctea
agttcaacag
attctggtga
aaagagtttyg
ggtgatatgg
aggatcaagt
gcgatcaggg
agggtgaaag
gcaaggcttc
gtgcgcttac
gagagcttca
ggggaaccgt
tggaagttca
ttcagacata
ccaacctgca
agctagtttt
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actgagcgtc
tectcettgete
ctaccaactc
tttcagttta
gtggctgcetyg
ccggataagg
cgaactgcct
cggaatgaca
gggaaacgcc
gatttcgtga
ctcacttccc
gccatttccg
gaatatatce
catgaagcac
ctagcgctyga
cccatcatcce
ccagttggtyg
cgtgatctga
tcaaaatctc
gtctgcttac
ttgctcegagy
tcgcgataat
gccagagttg
ggtcagacta
tactcctgat
attagaagaa
ccggttgeat
cgctcaggcg
gcgtaatgge
accggattca
gaaattaata
tgccatccta
aaaatatggt
gtttttctaa
acgggacggc
catctteoceceyg
tccacctaca
gcgattcagg
aagatgcagyg
atcgggaagg
agaagctcga
atgctcagygg
ggcaaatggt
cggtcaagec
gacgattttt
aagcttggca
gcgaagcgga
gaggtgagca
agagcaatca
tttetgccta
atgcccgceag
gcecttcattyga
atggtcaagce
tctegetgty

agacccctta
tgaaaacgaa
tiftgaaccga
gccttaaccy
ccagtggtge
cgcagcggtce
acccggaact
ccggtaaacc
tggtatcttt
tgcttgtcag
tgttaagtat
ctcgccgeag
Lgtatcacat
ttcactgaca
ggtctgecctce
agccagaaag
attttgaact
tccttcaact
tgatgttaca
ataaacagta
ccgcgattaa
gtcgggcaat
tttctgaaac
aactggctga
gatgcatggt
tatcctgatt
tcgattcctg
caatcacgaa
tggcctgttg
gtcgtcactc
ggttgtattg
tggaactgce
attgataatc
tcagaattgg
ggctttygttyg
acaacgcaga
acaaagctct
cctggtatga
ggtaaaagct
gctggatttg
ccgtcocttgge
tgtagcggtt
ggtcaccatc
aagogcaacse
gcgaagaatt
taggggtgtg
gtcgcggcag
ggtggggaac
gcccgaccta
cgagatggca
acttaagtgc
ttygteggceca
gatttccttt
ctcgggecgta

14490
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620



ctcactgttt
ggccagagct
ctggecttta
cggeagatca
gtaggcgtcg
cacagtcaaa
gaggacacgyg
ttcaagcgtg
ccgtceccgeta
gcgagcaacc
gtacgcggtg
ctggtcagcg
cgggctgete
cccgcteagt
caaaatcgcyg
cacatcaatyg
gcaccgggca
cgggtctttg
goccaggtga
gagctcggga
tcgtgaatce
cgacgccctg
tatcgecttct
ggtggtggcy
atgtttgtca
agctctgtga
gacctageceyg
gcacgacacg
atcaggccac
gctgccgage
cgctcgeggce
aaaatccgat
catcagagag
tgacaccatt
ttttcacgaa
tttttecegaa
aaatctggaa
tttcgggatc
cgtagagcga
ctacggcgat
cccgcacaac

gggtctttece
tttcgeccte
gcgacgtagc
ggctcacggce
atgatcttgg
gcgtggcgaa
acgccgtega
gcaagtgctt
gaaaactcct
tccataagat
ggatcgtogg
ccgaaaacge
atgcctgetyg
ggattcacgc
tagacctcgyg
tccaggacaa
agcgattttyg
atccaagcge
gcgaggaatt
tgggtgtcga
gctagagtca
tgagttaccg
tgccgeetgt
gcgctgacac
tgcetgeyggy
cgaccatggc
ccteocagete
catctgagca
cgcagtaggc
acgcagctcg
actggcccag
caccgttttt
atccatagct
ataacgaacyg
gcgggacttt
agacagatta
tcgaaaattt
gacagaaata
ttgaagaccyg
cctgacgcag
gtcgegagygg

SEQ IDNo. 37

ccctgecggeg
tgcgacagat
gaggcttcece
ttgcgtaccg
aaacttctcg
tacgacacac
ttagcaccce
ccgeccaaaaa
caaaattggc
ctcgatgcetg

tcgctgatcg
agctaaaaat
ctttggttga
tLcgategttt
gtcgcececgo
cgtttgcaga
tgagctgege
ctttaacgaa
ccgaatcatc
ccgtcgattt
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agcgttcoctgo
ggctgctctg
cgcgcacacyg
cgtctgetee
tgtcttttag
aagccgtcte
tcagctectee
ttgctteccge
gctcatagecg
cagctaggcyg
agacgtgcag
gggtcattte
cggcatacac
cgatccaagce
ggtttacgtyg
gcacggctgce
aaccaactcyg
tggcgaagte
cgcggcggtae
acagatcagc
tttttgagcg
ctcacggggc
gecgetttttc
gtcctgggeg
caccgcgcca
caaaatttcg
ctcggegtygg
atattttgeg
gcaactgatt
tcagccaget
tctegtgatyg
aaatcgacgg
gatgattcgg
ttcgttaaag
gcgcagctca
tctgcaaacy
gcggggcgac
aaacgatcga
tcaaccaaag
atttttaget
cgatcagcga

ccctocgegac
ctgegtecagg
cggtcttcaa
tatttctgtc
aaattttcga
taatctgtct
aaagtceccge
cgttcgttat
agctatggat
aaaaacggtyg

ggcecttttta
cgtctctgtc
tcgecgccatc
gaccgecctga
gcgctcacca
atcacgggcg
agacgcttca
agtggectttt
ttttttaggt
atccacgcga
tggccaccygyg
ctcggtcgtt
cggatcaaty
tggcgetttt
ctcgattttc
gtgctgcgey
gtataacttc
gcgggtcttg
ttcgctegtc
ggaaaatttc
ctttctcccea
gttcaacatt
gacgcgcgac
gccacggcca
cgatcgcgga
ctcgggggac
cgtttgttygy
cgccgtceete
cgatcctcca
cctcaagatc
ctggcgecgtc
cagcatcgag
gccaattttg
tttttggcgy
ggggtgctaa
gtgtgtcgta
cgagaagttt
cggtacgcaa
gggaagcctc
atctgtcgea
cgeacgeaggy

gttgtgcggy
atcgcecgtag
tcgectctacy
gatcccgaaa
ttccagattt
ttcggaaaaa
ttcgtgaaaa
aatggtgtca
ctctctgatg
atcggatttt

31

ccgccacgtce
tgacgagcag
gtctggeggt
gcgacggtgt
gccgetttta
gcacgcecctg
gcggegeteg
cttgccgett
ttttctgtge
ttgtgctggy
ctcagcctat
gcagccagea
agccagatga
tccaggcgtyg
ccgccggect
tgcgtcagag
ggctgtgttt
ctgccctgga
cagccacgtyg
caggccggtg
ggtttggact
tttcaggtat
gctgctgceg
cacgaaacgc
taattctecge
gcacttccag
cgcgetegey
gcgggtcagyg
ctactgtgcg
cgccacgaga
cgtcecgtateg
cgcgtecggac
gtacttcgtc
aaaatcacgc
aaattttgta
tttectggett
tttacaaaag
caaaaaagcg
caatcgacgc
gcgcecctcag

tggcttgtcc
agcgegegto
gcgatcctga
aagtttttge
tttaaaaacc
tcaagtgcga
ttttegtgee
tgaccttcac
tcgcgectgga
tccgagetet

ttccecatagt
ggacgactgg
cacgcatcgg
aggcacgcte
actggtatce
gagcagtcca
gcaggcttge
cgatacgtgc
ctgagatcat
catgccagcyg
gtgaaaaagc
ggcgcatatt
gectggeattt
cccagcegcte
ggtggctcgg
caacatactg
ctccecgtgtce
aattttctct
atcgcagcgce
tgtcaatgtc
gggggttage
tcgtgcaget
attcggtgca
ggcatttacyg
tgcecgettece
cgccatttgce
gctggetgey
ccggggagga
tcctoctgge
gtttctaggt
agagctcgga
tccagcocgcga
gtgaaggtca
ggcacgaaaa
tcgcacttga
ggtttttaaa
gcaaaaactt
tcaggatcge
gacgcgcget
ggacaagcca

ctgagggcgc
gegtecgattg
cgcecttttttyg
ctbttgtaaa
aagccagaaa
tacaaaattt
gegtgatttt
gacgaagtac
gtccgacgcg
cgatacgacg

4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
0120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7060

a0
120
180
240
300
360
420
480
540
600



gacgcgocadg
gatcttgagg
tggaggatcg
dgaggacggcg
ccaacaaacyg
gtccececcgag
tecocgegatey
tggcegtgge
gtcgecgegto
aatgttgaac
tgggagaaag
gaaattttcc
Jgacgagcgaa
caagacccygc
gaagttatac
cgcgcageac
gaaaatcgag
aaaagcgcca
cattgatccyg
aacgaccgag
ccggtggeca
tcgcgtggat
acctaaaaaa
aaaagccact
tgaagcgtct
cgcececghgat
tggtgagcgc
tcaggcggtc
gatggcgega
gacagagacg
taaaaaggcc
aaaactagct
tgcaggttgg
tatgtctgaa
tgaacttcca
acggttcccee
tgaagctcte
gtaagcgcac
gaagccttge
ctttcaccct
ccctgatege
acttgatcct
ccatatcacc
caaactcttt
tcaccagaat
ctgttgaact
tgagcgctga
cccatcatcco
ccagttggtyg
cgtgatctga
caagtcagcg
tcatcgagca
tgaaaaagcc
agatcctggt

catcacgaga
agctggctga
aatcagttgc
cgcaaaatat
ccacgccgag
cgaaattttyg
tggcgeggtyg
cgcccaggac
gaaaaagcgc
gcceccgtgag
cgctcaaaaa
gctgatctgt
gaccgecgey
gacttcgeca
cgagttggtt
gcagccgtgce
cacgtaaacc
gcttggatcg
gtgtatgccyg
gaaatgaccc
ctgracgtet
cgcctagectyg
cgctatgage
gcggaagcaa
ggagagctga
gagacggctt
ctaaaagaca
ggagcagacyg
catgtgegcyg
cagagcagce
gcagaacgct
aagtccagto
tttatgactg
Lttagcecgtgt
cgaggacgece
ccgtaggggt
taggggggct
aaggactgct
cccgcggaaa
aaattcgaga
ccttgcgacy
ccggegttca
gtcggtactg
tatcagttgg
gacatcacct
gccggatgec
ggtctgecte
agccagaaag
attttgaact
tcettecaact
taatgctctg
tcaaatgaaa
gtttctgtaa
atcggtctge
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ctgggccagt
cgagctgegt
gcctactgceg
tgctcagatyg
gagctggadg
gccatggtecg
cccgecaggea
gtgtcagcge
acaggcggca
cggtaactca
tgactctagc
tcgacaccca
aattocctege
gegettggat
caaaatcgct
ttgtcctgga
ccgaggtcta
gcgtgaatcc
cagcaggceat
gcgttttcgg
ccgacgatee
atcttatgga
aggagttttc
aagcacttge
tcgacggegt
ttcgeccacge
ccaagatcat
gccgtgagec
gctacgtcgc
gagggcgaaa
ggaaagaccc
aacgacaagc
ttgagggaga
cacgtcagac
gtaaagcttce
ctctctottg
cacaccatag
cccaaagatce
tttecctecac
gattggattc
ttgctecgcgy
gcectgtgcca
atcccgtcogt
atcatgtcgg
tceteccacct
ttgtcggtaa
gtgaagaagg
tgagggagcc
tttgetttge
cagcaaaagt
ccagtgttac
ctgcaattta
tgaaggagaa
gattccgact

gccgegageg
gctcggcagce
gtaggcctgat
cgtgtegtge
cggctaggtc
tcacagagct
tgacaaacat
cgccaccace
agaagcgata
cagggcgteg
ggattcacga
tccecgagetce
tcacctyggygce
caaagacccy
tgceceggtyge
cattgatgtg
cgcgattttyg
actgagcggy
gagcagcccg
cgctgaccag
caccgcegtac
ggttgctcge
tagcggacgg
cacgcttgaa
ccgtgtectce
tttgactgtg
cgacgcctac
tgatctgccg
taaaggccag
agctctggcc
aaacagtgag
taggaaagct
gactggctcg
cgtgaataga
ccagtaaatyg
gcctecttte
gcagataacyg
ttcaaagcca
cgagttcgty
ttaccgtgga
cggtgccget
cagccgacag
caataaaccg
cggtgtcgeyg
tcatcctcag
agatgcggtt
tgttgctgac
acggttgatyg
cacggaacgg
tcgatttatt
aaccaattaa
ttcatatcayg
aactcaccga
cgtccaacat
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acctagaaac
gccaggagga
tccteccocegg
cgcagccagc
gcaaatggcg
ggaagcggea
cgtaaatgec
tgcaccgaat
agctgcacga
gctaacccee
gacattgaca
gcgctgcecgat
agagaaaatt
gacacggdgag
cagtatgttyg
ccgagccace
gagcgcetggg
aaatgccagce
aatatgcgece
gctttttcac
cgctggcaty
atgatctecag
gcacgtatcg
gcaagcctagc
tggactgctc
ggataccagt
gagcgtgcct
ccgatgegtg
ccagtcgtec
actatgggaa
tacgccecgay
aaaggaaatc
tggccgacaa
gcacttaagt
tgccatctey
taggteggge
gttccececace
ctgccgecgac
cacacccecta
aattcttege
ggttgecgett
gatggtgacc
aaccgctaca
gccaagacgg
caaatccagc
agcttttacc
tcataccaqgg
agagctttgt
tctgegttgt
caacaaagcco
ccaattctga
gattatcaat
ggcagttcca
caatacaacc

tctecgtggeg
cgcacagtag
cctgacccge
cgcgagcgcg
ctggaagtgc
gcgagaatta
gegtttogty
cggcagcagce
atacctgaaa
agtccaaacc
caccggechg
cacgtggctg
tccagggcag
aaacacagce
ctctgacgca
aggcececggcegg
cacgcctgga
tcatctggcet
tgctggectge
ataggctgag
cccagcacaa
gcacagaaaa
aagcggcaag
cgagcgccgce
cagggcgtge
taaaagcgge
acaccgtcgc
accgccagac
ctgctcgtca
gacgtggcgg
cacagcgaga
gcttgaccat
tcaatgaagc
ctgcgggeat
taggcagaaa
tgattgctet
ggctcaccte
tcececgettege
tgccaagett
aaaaatcgtc
ggcttgaccyg
accatttgcce
ccctgagcecat
tcgagettet
ccttccecgat
cctgcatett
cctgaatcge
tgtaggtgga
cgggaagatg
gceccgtcoccegt
ttagaaaaac
accatatttt
taggatggca
tattaatttc

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
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
36060
3720
3780
3840



ccctegtcaa
gagaatggca
tcgtcatcaa
agacgaaata
cgcaggaaca
acctggaatg
cggataaaat
atctcatctg
gcatcgggcet
gcccatttat
gacgtttccoc
agttttattg
Jacacaacgt
catcttecey
tccacctaca
gcgattcagyg
cggagtgtat
tggcaggaga
cgecttectceyg
ttacgaacgg
agggecgegg
tgacgctcaa
cctyggeggcet
ctgttatggc
ctccaagetg
taactatcgt
tggtaattga
ggacaagttt
ctcagagaac
ttacgcgcag
ggaacgaaaa
agatcctttt
ggtctgacag
gttcatccat
catctggecee
cagcaataaa
ccteccatccea
gtttgcgcaa
cgacaatgtc
tctggttaag
atcgcctaca
gaggaggtaa
cgcgtggacy
atgaaaattt
cccgttocat
atggtggcca
tgccagggga
aagagchcac
tcaaatcatg
aactccatca
caagggcgag
aaacggccac
gaccctgaag
cacctteggco
cttcttecaag
cgacggcaac
catcgagcetg
gtacaactac
Jgtgaacttc
ccagcagaac
ctaccagtecc
gttcocgtgacce
c

aaataaggtt
aaagcttatg
aatcactcgc
cgcgatcgcet
ctgccagege
ctgttttcece
gcocttgatggt
taacatcatt
tcccatacaa
acccatataa
gttgaatatg
ttcatgatga
ggctttgtty
acaacgcaga
acaaagctet
cctggtatga
actggcttac
aaaaaggctyg
ctcactgact
ggcggagatt
caaagccgtt
atcagtggtg
ccctegtgeg
cgcgtttgte
gactgtatge
cttgagtcca
tttagaggag
tggtgactgc
cttcgaaaaa
accaaaacga
ctcacgttaa
aaattaaaaa
ttaccaatgc
agttgcctga
cagtgctgca
ccagccagceo
gtctattaat
cgttgttgce
gccocttcagy
gcagcacagc
accttttgta
ctggcttctt
tcttaattgg
tagttgttga
gceogggateg
actcgttgtyg
acccattcgce
aggaagtgtt
acaaatcaat
gaaaccaact
gagctgttca
aagttcageyg
ttcatctgca
tacggcctge
tcecgoeatge
Lacaagaccc
aagggcatca
aacagccaca
aagatccgec
acccccatcg
gccctgagea
gccgcocggga
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atcaagtgag
catttctttce
atcaaccaaa
gttaaaagga
atcaacaata
ggggatcgca
cggaagaggc
ggcaacgcta
tcgatagatt
atcagcatcc
gctcataaca
tatattttta
aataaatcga
cegttcegtyg
catcaaccqgt
gtcagcaaca
tatgttggca
caccggtgcg
cgetacgetoe
tcctggaaga
tttecatagg
gocgaaaceoyg
ctctectgtt
tcattccacg
acgaaccccc
acccggaaaqg
ttagtcttga
gctcctccaa
ccgeccctgca
tctcaagaag
gggattttgg
tgaagtttta
ttaatcagtyg
ctccecegtog
atgataccgce
ggaagggccg
tgttgccgygy
attgctgcag
aggtcaagat
tcggtctegt
ggtaagaatt
tatgcttaag
gaggaagtct
tgacgagcaa
ggattaggtc
ggtgaatcag
agcgggttcg
cagactactt
tccccacaaa
ccggtacctyg
ccggggtggt
tgtcegygcga
ccaccggcaa
agtgcttecge
ccgaaggceta
gcgecgaggt
acttcaagga
acgtctatat
acaacatcga
qcgacggcco
aagaccccaa
tcactctcgg

aaatcaccat
cagacttgtt
ccgttattca
caattacaaa
ttttcacctg
gtggtgagta
ataaattcecy
cctttgccat
gtcgcacctg
atgttggaat
ccecocttgtat
tcttgtgcaa
acttttgcty
gcaaagcaaa
ggctceccteca
ccttcttecac
ctgatgaggg
tcagcagaat
ggtcgttcga
tgccaggaag
ctcegecece
acaggactat
cctgectttce
cctgacactc
cgttcagtcce
acatgcaaaa
agtcatgcgc
gccagttacc
aggecggtttt
atcatcttat
tcatgagatt
aatcaatcta
aggcacctat
tgtagataac
gagaceccacdg
agcgcadgaad
aagctagagt
gtcgaccatg
cgacggtcag
ggacgtagag
taacaagagc
agqgtgttagce
gtcacggact
gctgtacgtt
ttgccatcagt
atgatggcgg
aaaatgtcga
agagtgacgc
caacggtgag
aactttaaga
gcccatcctg
gggecgagggce
gctgccecgtg
ccgctacececo
cgtecaggag
gqaagttcgag
ggacggcaac
catggccgac
gggcggcage
cgtgctgetyg
cgagaagcgce
catggacgag
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gagtgacgac
caacaggcca
ttcgtgattyg
caggaatcga
aatcaggata
accatgcatc
tcagccagtt
gtttcagaaa
attgcccgac
ttaatcgcgy
tactgtttat
tgtaacatca
agttgaagga
agttcaaaat
ctttctgget
gaggcagacc
tgtcagtgaa
atgtgataca
ctgcggcgag
atacttaaca
ctgacaagca
aaagatacca
ggtttaccgg
agttccgggt
gaccgctgeg
gcaccactgg
cggttaaggc
tcggttcaaa
ttcgttttca
taaggggtct
atcaaaaagy
aagtatatat
ctcagcgatc
tacgatacgg
ctcaccgget
tggtcctgea
aagtagttcy
cgcegttecc
accgttcgea
cagttctaaa
cagttatctt
ataagtgaaa
ggaagacgaa
aatctatecge
gaatcaggtt
aacgagaatc
tgattaaggt
cccagcecaca
aacccggacce
aggagatatc
gtcgagcetygg
gatgccacct
ccctggcececa
gaccacatga
cgcaccatcet
ggcgacaceac
atcetgggge
aagcagaaga
gtgcagctcy
cccgacaacce
gatcacatgg
ctgtacaagt

tgaatccggt
gccattacge
cgccltgageg
atgcaaccgg
ttcttctaat
atcaggagta
tagtctgacc
caactctgge
attatcgcga
cctcgagcaa
gtaagcagac
gagattttga
Ltcagatcacy
caccaactgg
ggatgatggg
tcagcgctag
gtgcttcatg
ggatatattc
cggaaatgge
gggaagtgag
tcacgaaatc
ggcgtttcec
tgtcatteccy
aggcagttcg
ccttatccgyg
cagcagccac
taaactgaaa
gagttggtag
gagcaagaga
gacgctcagt
atcttcacct
gagtaaactt
tgtctatttc
gagggcttac
ccagatttat
actttatcecg
ccagttaata
agtggaaggc
tcccacgecy
ccttaaattc
ctcttaaaat
tatgttccaa
aagggtatcg
gceccgtcaget
gtgaatcggce
actattgatt
accaccacta
gggttcataa
gtgcatcgga
atatggtgag
acggcgacgt
acggcaagcet
ccctecgtgac
agcagcacga
tcttcaagga
tggtgaaccy
acaagctgga
acggcatcaa
ccgaccacta
actacctgag
tcctgetgga
aataaggatc

3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
41860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
0420
0480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7561



SEQ IDNo. 38

cectgeggey
tgcgacagat
gaggcttecece
ttgcgtaccyg
aaacttctecg
tacgacacac
ttagcaccce
cecgccaaaaa
caaaattggce
ctcgatgetyg
gacgcgecag
gatcttgagg
tggaggatcg
gaggacggcg
ccaacaaacyg
gtcceecegag
tccgcgatcg
tggcegtgge
gtcgecgegte
aatgttgaac
tgggagaaag
gaaattttce
gacgagcgaa
caagacccgc
gaagttatac
cgcgcageac
gaaaatcgag
aaaagcgceca
cattgatceg
aacgaccgag
ccggtggeca
tcgcgtggat
acctaaaaaa
aaaagccact
tgaagcgtct
cgccogtgat
tggtgagegce
tcaggcggtc
gatggcgcga
gacagagacyg
taaaaaggcc
aaaactagct

tcgetgateg
agctaaaaat
ctttggttga
tcgategttt
gtcgccceccgce
cgtttgcaga
tgagctgege
ctttaacgaa
ccgaatcatc
ccgtcgattt
catcacgaga
agctggctga
aatcagttgc
cgcaaaatat
ccacgeegag
cgaaattttg
tggcgeggtyg
cgceccaggac
gaaaaagcgc
gcccececgtgag
cgctcaaaaa
gctgatctgt
gaccgcacgcyg
gacttcgcea
cgagttggtt
gcagccgtge
cacgtaaacc
gecttggateg
gtgtatgceg
gaaatgaccc
ctgcacgtct
cgcctagctyg
cgctatgagce
gcggaagcaa
dgagagctga
gagacggctt
ctaaaagaca
ggagcagacg
cgtgtgcgcg
cagagcagcc
gcagaacgct
aagtccagtc
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ccctogegac
ctgcgtcagg
cggtcttcaa
tatttctgte
aaattttcga
taatctgtct
aaagtceccyge
cgttcgttat
agctatggat
aaaaacggtg
ctgggccagt
cgagctgegt
gcctactgeg
tgctcagatyg
gagctggagyg
gccatggtecg
ccegcaggea
gtgtcagcgc
acaggcggcea
cggtaactca
tgactctage
tcgacaccca
aattcctcge
gocgcttggat
caaaatcgct
ttgtcctgga
ccgaggtcta
gcgtgaatce
cagcaggcat
gcgttttcogg
ccgacgatce
atcttatgga
aggagtttte
aagcacttgc
tcgacggcegt
ttcgeccacqge
ccaagatcat
gcecgtgagee
gctacgtcge
gagggcgaaa
ggaaagaccc
aacgacaagc

gttgtygcggy
atcgccgtag
tcgetctacy
gatecccgaaa
ttccagattt
ttcggaaaaa
ttcgtgaaaa
aatggtgtca
ctctctgatg
atcggatttt
gccgegageg
gctcggcage
gtggcctgat
cgtgtecgtyge
cggctaggtc
tcacagagct
tgacaaacat
cgccacecacce
agaagcgata
cagggcgtay
ggattcacga
tccecgagetc
tcacctggge
caaagacccg
tgceceggtge
cattgatgtg
cgcgattttyg
actgagcggg
gagcagcccg
cgctgacecag
caccgcgtac
ggttgctcge
tagcggacgg
cacgcttgaa
ccgtgtecto
tttgactgtyg
cgacgecctac
tgatctgccy
taaaggccag
agctetyggec
aaacagtgag
taggaaagct
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tggcttgtece
agcgcgegtc
gcgatectga
aagtttttgce
tttaaaaacc
tcaagtygcga
ttttegtgece
tgaccttcac
tcgcgctgga
tccgagetcet
acctagaaac
gccaggadga
tccteceegg
cgcagccagce
gcaaatggcg
ggaagcggca
cgtaaatgcc
tgcaccgaat
agctgcacga
gctaacccce
gacattgaca
gcgcectgcgat
agagaaaatt
gacacggygag
cagtatgttyg
CCYagcTacao
gagcgetggy
aaatgccagc
aatatgcgec
gctttttcac
cgctggcaty
atgatctecag
gcacgtatecg
gcaagcctge
tggactgctc
ggataccagt
gagcgtgect
ccgatgegtyg
ccagtcgtcc
actatgggaa
tacgcccocgag
aaaggaaatc

ctgagggcge
gcgtcgattg
cgctttttty
cttttgtaaa
aagccagaaa
tacaaaattt
gegtgatttt
gacgaagtac
gtccgacgcg
cgatacgacyg
tctegtggeg
cgcacagtag
cctgacccge
cgcgagcgceg
ctggaagtgc
gcgagaatta
gcgtttcgtg
cggcagcagc
atacctgaaa
agtccaaacc
caccggecty
cacgtggctg
tccagggcag
aaacacagcc
ctctgacgca
daggcaggcegg
cacgcctgga
tcatctgget
tgctggctge
ataggctgag
cccagcacaa
gcacagaaaa
aagcggcaag
cgagcgcoccge
cagggcgtge
taaaagcgge
acaccgtcge
accgccagac
ctgctcgtca
gacgtggcgg
cacagcgaga
gcttgaccat

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520



tgcaggttgg
tatgtctgaa
tgaacttcca
acggttceccce
tgaagctctc
gtaagcgcac
gaagccttge
ctttcaccct
ccoctgatege
acttgatcct
ccatatcacc
caaactcttt
Lcaccagaat
ctgttgaact
tgagcgctga
cccatcatcc
ccagttggtyg
cgtgatctga
caagtcagcy
tcatcgagca
tgaaaaagcc
agatcctggt
ccctegtcaa
gagaatggca
tcgtcatcaa
agacgaaata
cgcaggaaca
acctggaatyg
cggataaaat
atctcatctg
gcatcgggct
gcccatttat
gacgtttccc
agbtttattg
gacacaacgt
catcttcceg
tccacctaca
gcocgattcagyg
cggagtgtat
tggcaggaga
cgcttecteyg
ttacgaacgg
agggccgcgyg
tgacgctcaa
cectggeggcet
ctgttatggc
ctccaagetg
taactatcgt
tggtaattga
ggacaagttt
ctcagagaac
ttacgecgeay
ggaacgaaaa
agatcctttt

tttatgactyg
tttagcgtgt
cgaggacgcc
ccgtaggggt
taggggggct
aaggactgct
cccgcggaaa
aaattcgaga
ccttgcgacyg
ccggcegttea
gtcggtactg
tatcagttgg
gacatcacct
gecggatgece
ggtctgectce
agccagaaag
attttgaact
tcecttcaact
taatgctctyg
tcaaatgaaa
gtttctgtaa
atcggtetge
aaataaggtt
aaagcttatg
aatcactcge
cgcgategct
ctgccagcgc
ctgttttcecc
gcttgatggt
taacatcatt
tcccatacaa
acccatataa
gttgaatatg
Ltcatgatga
ggctttgtty
acaacgcadga
acaaagctct
cctggtatga
actggcttac
aaaaaggctyg
ctcactgact
ggcggagatt
caaagccgtt
atcagtggtyg
ccectecgtgeg
cgcgtttgte
gactgtatgce
cttgagtcca
tttagaggag
tggtgactge
cttcgaaaaa
accaaaacga
ctcacgttaa
aaattaaaaa
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ttgagggaga
cacgtcagac
gtaaagcttc
ctctctettyg
cacaccatag
cccaaagate
tttecctecac
gattggattc
ttgctcecgecgg
gcctgtgcecca
atccegtegt
atcatgtcgg
tecctecacet
ttgtecggtaa
gtgaagaaqgqg
tgagggagcc
tttgetttge
cagcaaaagt
ccagtgttac
ctgcaattta
tgaaggagaa
gattccgact
atcaagtgag
catttcttte
atcaaccaaa
gttaaaagga
atcaacaata
ggggatcgca
cggaagagge
ggcaacgcta
tcgatagatt
atcagcatcc
gctcataaca
tatattttta
aataaatcga
ccgttcogtyg
catcaaccgt
gtcagcaaca
tatgttyggeca
caccggtgcecyg
cgctacgcte
tcetggaaga
tttccatagg
gcgaaacccg
ctctoctgtt
tcattccacyg
acgaaccccc
acccggaaag
ttagtcttga
gctcctcoccaa
ccgecctgea
tctcaagaag
gggattttgg
tgaagtttta

gactggctcg
cgtgaataga
ccagtaaatg
gcctecttte
gcagataacg
ttcaaagcca
cgagttecgty
ttaccgtgga
cggtgccget
cagccgacag
caataaaccg
cggtgtcgcg
tcatccteay
agatgcoggtt
tgttgctgac
acggttgatg
cacggaacgg
tcgatttatt
aaccaattaa
ttcatatcag
aactcaccga
cgtccaacat
aaatcaccat
cagacttgtt
ccgttatteca
caattacaaa
ttttcacctg
gtggtgagta
ataaatteccyg
cctttgeeat
gtcgcacctyg
atgttggaat
ccececttgtat
tcttgtgcaa
acttttgcty
gcaaagcaaa
ggctcoctea
ccttctteac
ctgatgaggg
tcagcagaat
ggtcgttcecga
tgccaggaag
ctccgecocece
acaggactat
cctgcctttc
cctgacactc
cgttcagtecc
acatgcaaaa
agtcatgcgce
gccagttacc
aggcggtttt
atcatcttat
tcatgagatt
aatcaatcta
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tggccgacaa
gcacttaagt
tgccatctcg
taggtcggge
gttcccecacc
ctgcegecgac
cacaccccta
aattcttcge
ggttgcgett
gatggtgacc
aaccgctaca
gccaagacgg
caaatccagce
agcttttacce
tcataccagyg
agagctttgt
tctgegttgt
caacaaagcco
ccaattctga
gattatcaat
ggcagttcca
caatacaacc
gagtgacgac
caacaggcca
ttcgtgattyg
caggaatcga
aatcaggata
accatgcatc
tcagccagtt
gtttcagaaa
attgccecgac
ttaatcgocgyg
tactgtttat
tgtaacatca
agttgaagga
agttcaaaat
ctttctgget
gaggcagacc
tgtcagtgaa
atgtgataca
ctgcggcgag
atacttaaca
ctgacaagca
aaagatacca
ggtttaccgg
agttccgggt
gaccgctgceg
gcaccactgg
cggttaaggc
tcggttcaaa
ttcgttttca
taaggggtect
atcaaaaagg
aagtatatat

tcaatgaagce
ctgcgggcat
taggcagaaa
tgattgctct
ggctcacctc
tccgettcecge
tgccaagcett
aaaaatcgtc
ggcttgaccyg
accatttgce
ccctgageat
tcgagecttct
ccttecececgat
cctgecatett
cctgaatege
tgtaggtgga
cgggaagatg
gccgtcecoccegt
ttagaaaaac
accatatttt
taggatggca
tattaatttc
tgaatcecggt
gccattacge
cgcctgagcyg
atgcaaccgg
ttcttctaat
atcaggagta
tagtctgacc
caactctggce
attatcgcga
cctcgagcaa
gtaagcagac
gagattttga
tcagatcacy
caccaactgg
ggatgatggyg
tcagcgcectag
gtgcttecaty
ggatatattc
cggaaatggc
gggaagtgag
tcacgaaatc
ggcgtttcce
tgtcattccg
aggcagttcg
ccttatccgg
cagcagccac
taaactgaaa
gagttggtag
gagcaagaga
gacgctcagt
atcttcacct
gagtaaactt

2580
2640
2700
2760
2820
23880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760



ggtctgacag
gttcatccat
catctggcecee
cagcaataaa
cctccatcca
Jgtttgcgcaa
ctecttaaaat
tatgttccaa
aagggtatcyg
ccactaaaga
tcataatcaa
ggtcgagety
cgatgeccace
gccctggece
cgaccacatg
gcgcaccatc
gggcgacacc
catcctgggyg
caagcagaag
cgtgcagcectce
gcccgacaac
cgatcacatg
gctgtacaag

SEQ ID NO.

ccctgcggey
tgcgacagat
gaggcttecce
ttgcgtaccyg
aaacttctcyg
tacgacacac
ttagcacccc
ccgecaaaaa
caaaattggc
ctecgatgety
gacgcgecag
gatcttgagg
tggaggatcg
gaggacggcyg
ccaacaaacg
gtcececeecgag
tcecgcgatcg
tggcegtgge
gtcgcgcgte
aatgttgaac
tgggagaaag
gaaattttcc
gacgagcgaa
caagacccgce
gaagttatac
cgcgecageac
gaaaatcgag
aaaagcgcca

ttaccaatgc
agttgecctga
cagtgctgca
ccagccagece
gtctattaat
cgttgttgec
gaggaggtaa
cgcgtggacyg
atgtgaaccc
gctcacagga
atcatggtga
gacgdcgacg
tacggcaagc
accctcgtga
aagcagcacg
ttcttcaagg
ctggtgaacc
cacaagctgyg
aacggcatca
gccgaccact
cactacctga
gtcctgetgy
taataaggat

39

tcgctgatcg
agctaaaaat
ctttggttga
tcgatcgttt
gtcgeoeccege
cgtttgcaga
tgagctgcge
ctttaacgaa
ccgaatcatc
ccgtogattt
catcacgaga
agctggctga
aatcagttgc
cgcaaaatat
ccacgccgag
cgaaattttyg
tggcgeggty
cgecoccaggac
gaaaaagcgc
gcceccgtgag
cgctcaaaaa
gctgatctgt
gaccgccgcg
gacttcgcca
cgagttggtt
gcagcegtge
cacgtaaacc
gcttggatcy
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ttaatcagtyg
ctcecececgteg
atgataccgc
ggaaggdceeg
tgttgccggyg
attgctygcag
ctggecttett
tcttaattgg
attcgcageg
agtgttcaga
gcaagggcga
taaacggcca
tgaccctgaa
ccaccttcgg
acttcttcaa
acgacggcaa
gcatcgagct
agtacaacta
aggtgaactt
accagcagaa
gctaccagtc
agttcgtgac
cc

ccctocgogac
ctgcgtcagg
cggtcttcaa
tatttctgte
aaattbtcga
taatctgtet
aaagtcccge
cgttcgttat
agctatggat
aaaaacggrty
ctgggccagt
cgagctgegt
gcectactgeg
tgctcagatyg
gagctggagyg
gccatggteyg
cccocgeaggea
gtgtcagcgc
acaggcggca
cggtaactca
tgactctagc
tcgacaccca
aattcctcge
gcgecttggat
caaaatcgct
ttgtectygga
ccgaggtcta
gcgtgaatce

aggcacctat
tgtagataac
gagacccacd
agcgcagaag
aagctagagt
gtcocgacaatt
tatgcttaag
gaggaagtct
ggttcgaaaa
ctacttagag
ggagctgttc
caagttcagc
gttcatctge
ctacggcctg
gtccgccatyg
ctacaagacc
gaagggcatc
caacagccac
caagaltccgce
cacccccatc
cgccocctgage
cgcegeeggy

gttgtgcggg
atcgccgtay
tcgctctacg
gatcccgaaa
ttccagattt
ttcggaaaaa
ttcgtgaaaa
aatggtgtca
ctctctgatg
atcggatttt
gccgegageg
gctcggcagce
gtggcctgat
cgtgtegtge
cggctaggtc
tcacagagcet
tgacaaacat
cgceaccace
agaagcgata
cagggcgtceyg
ggattcacga
tccecgagetc
tcacctggge
caaagacccd
tgcccggtge
cattgatgty
cgcgattttg
actgagcggyg

36

ctcagcgatc
tacgatacgg
ctcaccgget
tggtcctgea
aagtagttcg
taacaagagc
aggtgttagce
gtcacggact
tgtcgatgat
tgacgcccoca
accggggtygg
gtgtecggey
accaccggca
cagtgcttcg
ccecgaagget
cgcgocgagqg
aacttcaagyg
aacgtctata
cacaacatcg
ggcgacggcc
aaagacccca
atcactcteyg

tggcttgtecc
agcgcgegtce
gcgatcctga
aagtttttgce
tttaaaaacc
tcaagtygcga
ttttcgtgec
tgaccttcac
tcgcgectgga
tccgagetet
acctagaaac
gccaggagga
tcctececegg
cgcagccage
gcaaatggcg
ggaagcggca
cgtaaatgcc
tgcaccgaat
agctgcacga
gctaacccee
gacattgaca
gcgcectgegat
agagaaaatt
gacacgggag
cagtatgttg
ccgagceeace
gagcgctggg
aaatgccagce

tgtctattte
gagggcttac
ccagatttat
actttatccg
ccagttaata
cagttatctt
ataagtgaaa
ggaagacgaa
taaggtacca
gccacagggt
tgcccatcect
agggcgaggg
agctgecegt
cccgctacce
acgtccagga
tgaagttcga
aggacggcaa
tcatggccga
dgggceggceay
ccgtgectget
acgagaagcg
gcatggacga

ctgagggcgc
gcgtcgattg
cgcttttttg
cttttgtaaa
aagccagaaa
tacaaaattt
gcgtgatttt
gacgaagtac
gtccgacgcg
cgatacgacy
tctegtggeg
cgcacagtag
cctgacccge
cgcgagcgceg
ctggaagtgc
gecgagaatta
gecgtttcocgtg
cggcagcage
atacctgaaa
agtccaaacc
caccggcctg
cacgtggctg
tccagggecag
aaacacagcc
ctctgacgea
aggeccggegyg
cacgcctgga
tcatctgget

5820
5880
5940
6000
6060
6120
0180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
0000
0660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7102

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

1020
1080
11440
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680



cattgatccg
aacgaccgag
ccggtggceca
tcgegtggat
acctaaaaaa
aaaagccact
tgaagcgtct
cgccogtgat
tggtgagege
tcaggcggtce
gatggcgega
gacagagacg
Caaaaaggcc
aaaactagcet
tgcaggttygg
tatgtctgaa
tgaacttcca
acggttcccc
tgaagctcte
gtaagcgcac
gaageccttge
ctttcaccct
ccctgatcege
acttgatcct
ccatatcacc
caaactcttt
tcaccagaat
ctgttgaact
tgagcgctyga
ccecatcatce
ccagttggtyg
cgtgatctga
caagtcagcg
tcatcgagca
tgaaaaagcce
agatcctggt
ccctegteaa
gagaatggca
tcgtecatcaa
agacgaaata
cgcaggaaca
acctggaatg
cggataaaat
atctcatctg
gcatcgggcet
goccatttat
gacgtttcce
agttttattyg
gacacaacgt
catcttcceg
tccacctaca
gocgattcagy
cggagtgtat
tggcaggaga

gtgtatgccg
gaaatgaccc
ctgcacgtct
cgcctagetyg
cgctatgage
gcggaagcaa
ggagagctga
gagacggctt
ctaaaagaca
ggagcagacyg
cgtgtgcgceg
cagagcagecc
gcagaacgct
aagtccagte
tttatgactyg
tttagcgtgt
cgaggacgcc
ccgtaggggt
tagggggygct
aaggactgct
cccgeggaaa
asattcgaga
ccttgcgacyg
ccggcgttca
gtcggtactg
tatcagttgg
gacatcacct
gccggatgcec
ggtctgectc
agccagaaag
attttgaact
tcecttecaact
taatgctctyg
tLcaaatgaaa
gtttctgtaa
atcggtatyge
aaataaggtt
aaagcttatg
aatcactcgce
cgcgategcet
ctgccagocgce
ctgttttcece
gcttgatggt
taacatcatt
tcccatacaa
acccatataa
gttgaatatg
ttcatgatga
ggctttgttg
acaacgcaga
acaaagctct
cctggtatga
actggecttac
aaaaaggctyg
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cagcaggcat
gcgttttcegg
ccgacgatcc
atcttatgga
aggagbtttc
aagcacttge
tcgacggegt
ttcgeccacge
ccaagatcat
gccgtgagec
gctacgtcge
gdagggcgaaa
ggaaagaccc
aacgacaagc
ttgagggaga
cacgtcagac
gtaaagcttc
cbtctectocttyg
cacaccatag
cccaaagatc
tttectecac
gattggattc
ttgctegegg
gcctgtgcca
atccegtegt
atcatgtcgg
tcctccacct
ttgtcggtaa
gtgaagaaqgqg
tgagggagce
tttgetttge
cagcaaaagt
ccagtgttac
ctgcaattta
tgaaggagaa
gattccgact
atcaagtgag
catttcttte
atcaaccaaa
gttaaaagga
atcaacaata
ggggatcgca
cggaagaggc
ggcaacgcta
tcgatagatt
atcagcatcc
gctcataaca
tatattttta
aataaatcga
ccgtbtcecgtyg
catcaaccgt
gtcagcaaca
tatgttggca
caccggtgcg

gagcagcccg
cgctgaccag
caccgcgtac
ggttgctege
tagcggacgy
cacgcttgaa
ccgtgteete
tttgactgtyg
cgacgcctac
tgatctgecy
taaaggccag
agctctggcec
aaacagtgayg
taggaaagcet
gactggctecyg
cgtgaataga
ccagtaaatg
gcctectttc
gcagataacg
ttcaaagcca
cdagttegtyg
ttaccgtgga
cggtgccget
cagccgacag
caataaaccyg
cggtgtegeg
tcatcctcag
agatgcggtt
tgttgctgac
acggttgatg
cacggaacgdg
tcgatttatt
aaccaattaa
ttcatatcag
aactcaccga
cgtccaacat
aaatcaccat
cagacttgtt
ccgttattea
caattacaaa
ttttcaccty
gtagtgagta
ataaattccg
cctttgccat
gtcgcacctg
atgttggaat
ccccttgtat
tctitgtgcaa
acttttgctyg
gcaaagcaaa
ggctccctca
ccttecttecac
ctgatgaggg
tcagcagaat

37

aatatgcgec
gectttttcac
cgctggcatg
atgatctcag
gcacgtatcg
gcaagccectge
tggactgctce
ggataccagt
gagcgtgect
ccgatgegty
ccaghtecgtcc
actatgggaa
tacgccegag
aaaggaaatc
tggccgacaa
gcacttaagt
tgccatctcg
taggtcggge
gttccccace
ctgccgcecgac
cacaccecta
aattcttege
ggttgcgcett
gatggtgacc
aaccgctaca
gccaagacgg
caaatccagc
agcttttacc
tcataccagg
agagctttgt
tctgegttgt
caacaaagcc
ccaattctga
gattatcaat
ggcagttcca
caatacaacc
gagtgacgac
caacaggcca
ttecgtgattyg
caggaatcga
aatcaggata
accatgcatc
tcagccagtt
gtttcagaaa
attgcccgac
ttaatcgcgg
tactgtttat
tgtaacatca
agttgaagga
agttcaaaat
ctttctggcect
gaggcagace
tgtcagtgaa
atgtgataca

tgctggctge
ataggctgag
cccagcacaa
gcacagaaaa
aagcggcaag
cgagcgecge
cagggcgtge
taazagcgge
acaccgtege
accgeccagac
ctgctcgtca
gacgtggcgg
cacagcgaga
gecttgaccat
tcaatgaage
ctgcgggcat
taggcagaaa
tgattgctct
ggctcacctc
tccgecttcge
tgccaagcectt
aaaaatcgtc
ggcttgaccg
accatttgcc
ccctgagcat
tcgagecttet
ccttceccgat
cctgcatctt
cctgaatcege
tgtaggtgga
cgggaagatg
gcecgtcecocogt
ttagaaaaac
accatatttt
taggatggea
tattaatttc
tgaatccggt
gccattacge
cgcctgagey
atgcaaccgg
ttcttctaat
atcaggagta
tagtctgacc
caactctgge
attatcgcga
cctcgagcaa
gtaagcagac
gagattttga
tcagatcacyg
caccaactgg
ggatgatggg
tcagegctag
gtgcttcatg
ggatatattc

1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920



cgettecteg
ttacgaacgg
agggccgcegg
tgacgctcaa
cctggegget
ctgttatggc
ctccaagety
taactatcgt
tggtaattga
ggacaagttt
ctcagagaac
ttacgcgecag
Jgaacgaaaa
agatcctttt
ggtctgacag
gttcatccat
catctggeccece
cagcaataaa
cctececatcca
gtttgcgcaa
cgacaatgtce
tctggttaag
atcgcctaca
gaggaggtaa
cgegtggacyg
atgaaaattt
tcgttcaacg
gacaaggaac
qaggtctgte
cgcgataatyg
aaaccatttyg
gtggaatcaa
cttgacccag
gagttcgegoe
attttggaag
attggatacc
cgaggagtey
gggaaaatgg
ggcgettgge
ctgcatattg
aagcggatge
aaattgctcet
gggaatacgt
aagceggggaa
cgggcacagt
ttggcgtcat
tcatcattgce
tcgaacgaac
tgactcgtag
agttggtgge
ttgaattgct
atggecctteca
ttgttgatct
tgttggaaat

ctcactgact
ggcggagatt
caaagccgtt
atcagtggtyg
cccltecgtgeg
cgcgtttgte
gactgtatgc
cttgagtcca
tttagaggag
tggtgactge
cttcgaaaaa
accaaaacga
ctcacgttaa
aaattaaaaa
ttaccaatgc
agttgcctga
cagtgctgca
ccagccagce
gtctattaat
cgttgttgcc
gceccttecagyg
gcagcacagc
accttttgta
ctggcttctt
tcttaattgg
tagttgttga
gatacaacgt
agcctgettt
gccacctteg
tttctgatcg
ctcttgaaga
atcagagttc
aaagtcgaga
tcctgeaatt
aggtatgggy
ttcgacgcaa
gatacgtcct
gcctgeccct
tttgctgage
gtctgtctece
aatgcttgga
gttaggtgaa
catcggtgaa
acagatccte
ggtggttttt
tctecttgate
gaaggagggg
tgatgagctt
tttcaatgac
agatgcagga
gttgatggca
gegtgatgta
tgcgcgtgaa
tgcgctitgac
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cgctacgctc
tcctggaaga
tttccatagg
gcgaaacccg
cbtcteectgtt
tcattccacg
acgaacccec
acccggaaayg
ttagtcttga
gctcctccaa
ccgeecltgea
tctcaagaag
gggattttygy
tgaagtttta
ttaatcagtyg
ctcececegteg
atgataccgc
ggaagggcecg
tgttgccggy
attgctgcag
aggtcaagat
tcggtctegt
ggtaagaatt
tatgcttaag
gaggaagtct
tgacgagcaa
tgttctcgeca
ggtgatcctc
cagcgaaggae
tgttggtgge
gctgttggeg
cagcattgaa
tgtctaccge
gctecctcaaa
ctgecgattte
gactgaattg
gocgagagace
accgaaagtyg
goccactttygyg
agctatgtca
cgagccagtyg
tatgccagtyg
tccatatcac
gtaacaagtg
gctaaagata
attggcggca
ctgaaaccac
cgtgegattoc
atgctcaagg
cacgagctga
accaacagtg
ttggcgcaga
gaaaccgcoyg
cgaatggaaa

ggtcgttcoa
tgccaggaag
ctcecgccceec
acaggactat
ccbgectttc
cctgacactc
cgttecagtec
acatgcaaaa
agtcatgcgce
gccagttacc
aggocggtttt
atcatcttat
tcatgagatt
aatcaatcta
aggcacctat
tgtagataac
gagacccacg
agcgcagaad
aagctagagt
gtcgaccatg
cdacggtecag
ggacgtagag
taacaagagc
aggtgttage
gtcacggact
gctgtacgtg
gaagacggca
gatgtcatga
gatgatcgge
ctcgatgcag
cgcgtcecgtt
caggctctat
aacggacgcyg
aaccaaagga
cccacttcag
gaaggagaad
gctcocegtgac
atgactcecga
tagctttege
ccaactcaat
aagcgggatt
acactcgaat
tgcctgattc
ctgagcgeat
tggtggatac
gtggtgtttt
tgtcaaagct
cegtgygtgoy
cactgcggga
aaactccact
gaggatcggy
tgaccgaaat
aaacgtcaag
gccgtcecgeat

38

ctgcggcgag
atacttaaca
ctgacaagca
aaagatacca
ggtttaccgg
agttccgggt
gaccgctgeyg
gcaccactgg
cggttaaggce
tcggttcaaa
ttcgttttca
taaggggtct
atceaaaaaqgy
aagtatatat
ctcagecgatc
tacgatacgg
ctcaccggct
tggtcctgea
aagtagttcg
cgccgttccc
accgttegea
cagttctaaa
cagttatctt
ataagtgaaa
ggaagacgaa
actccttgeg
tccaagcact
tgcctggtat
caattcttat
gcgcagatga
cactggtgcy
tatcttgtogg
ccatcagcct
aagtgctcac
gecaatgccect
accgectgat
attaaggcga
cggttcaatg
cgttggtgtt
cgatcgtgat
ctatgcaacc
cgccttaatc
agatttcctt
tctecatgaaa
cgatcggeag
ggcgtcgatt
gcagcgtgece
aaatgatgag
gtctcgtacc
gacctcaatg
aatccccaag
gtctgatttyg
cattgtagat
gacggtgcgg

cggaaatggce
gggaagtgag
tcacgaaatc
ggegtttcce
tgtcattccg
aggcagttcg
ccttatccecgyg
cagcagccac
taaactgaaa
gagttggtag
gagcaagaga
gacgctcagt
atcttcacct
gagtaaactt
tgtctatttce
gagggcttac
ccagatttat
actttatccg
ccagttaata
agtggaaggc
tcccacgecg
ccttaaattce
ctcttaaaat
tatgttccaa
aagggtatcg
acgttccctt
agagatgatt
ggacggactt
tcttactgece
ctatttggct
tcgctctgea
cgatttgacg
tactcgaaca
tcgcgeecag
cgaggtctac
ccatacagta
atcggecgcayg
tegttgegtt
attactgtty
ctggaaaaac
gcagaaaccg
ccacctgggt
aagagtaaag
cgagatagct
ctcacggtgce
ctgcttggtt
gtcgaagaga
ttcgctaagt
cggcaatctc
cggacaaata
gaagaattgg
attggtgatce
ctcaaccaag
atagatgttt

4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5040
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
62440
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
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ccgagactgt ggattggaaa ctgctgggeg atgatttttc cttaaccagg gcattagtaa 3220
atgttttgga taatgccatt aaatggtcgc ctgagaatgg cattgttcga gtgtcgatgt 8280
cacagatcga caaagcaacg gtccgcattg ttattgatga ttcagggcct ggaattgetg 8340
aaaaagaacyg aggattagtt ttggaacggt tctatcgecge cgtcagctce cgttccatgo 8400
cgggatcggg attaggtctt gccatcgtga atcaggttgt gaatcggecat ggtggcecaac 8460
tcgttgtggyg tgaatcagat gatggcggaa cgagaatcac tattgatttyg ccaggggaac 8520
ccattecgecag cgggtticgaa aatgtcgatg attaaaccac taaagagctc acaggaagtg 8580
ttcagactac ttagagtgac gccccagcca cagggttcat aatcaaatca tgacaaatca 8640
attccccaca aacaacggtg agaacccgga ccgtgcatcg gaaactcocat cagaaaccaa 8700
ctccggtace tgaactttaa gaaggagata tcatatggtg agcaagggcqg aggagcectgtt 8760
caccggggtyg gtgcccatce tggtcgagct ggacggcgac gtaaacggcc acaagttcag 8820
cgtgtccgge gagggcgagyg gcgatgecac ctacggcaaqg ctgaccctga agttcatctg 8880
caccaccegge aagctgceccyg tgccctggcoe caccctocghbg accacctltceg getacggect 8940
grcagtgcette gcccgetace ccgaccacat gaagcagcac gacttcttca agtcoccgceat 9000
gcccgaaggce tacgtcecagg agcgcaccat cttcettcaag gacgacggca actacaagac 9060
ccgcgceecgag gtgaagttcg agggcgacac cctggtgaac cgcatcgagce Lgaagggceat 9120
caacttcaag gaggacggca acatcctggg gcacaagctg gagtacaact acaacagcca 9180
caacgtcetat atcatggeceyg acaagcadgaa gaacgdcatce aaggtgaact tcaagatcceg 9240
ccacaacate gagggcggca gegtgcaget cgecgaccac taccagcaga acacccccat 9300
cggcgacgge cccgtgotge tgcocccgacaa ccactacctg agctaccagt ccgcocctgag 9360
caaagacccc aacgagaagce gcgatcacat ggtcctgctg gagttecgtga ccgecogcocgg 9420
gatcactcte ggcatggacg agctgtacaa gtaataagga tcc 9463

LISTA DE SECUENCIAS

<110> Forschungszentrum Jiilich GmbH

<120> SENSORES PARA LA DETECCION Y CUANTIFICACION DE SECRECION MICROBIOLOGICA DE
PROTEINAS

<130> F13156EP
<160> 39
<170> PatentIn versioén 3.3

<210> 1

<211> 201

<212> ADN

<213> Corynebacterium

<220>
<221> misc_feature
<223> secuencia de ADN del promotor cg0706

<400> 1
gcgggtctge cacatttget gaaaagtacc agttgcaagg tgtggtgttg gagcttcata 60
accaggttgg gcaaaaggga tgaatccetg gttgtggtgg ggctcctgaa aagtactcat 120
agactctatt gtggagtgtt gaggctgata agtgaatggg ggaaagccct gaaaaggtgg 180

cgttcagggt cttccctgat g 201

<210> 2

<211> 194

<212> ADN

<213> Corynebacterium

<220>
<221> misc_feature
<223> secuencia de ADN del promotor thecg0996

<400> 2

39
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accttaaatt catcgcctac aaccttttgt aggtaagaat ttaacaagag ccagttatct
tctcttaaaa tgaggaggta actggettet ttatgettaa gaggtgttag cataagtgaa
atatgttcca acgcgtggac gtcttaattg ggaggaagtc tgtcacggac tggaagacga

aaagggtatc gatg

<210> 3

<211> 118

<212> ADN

<213> Corynebacterium

<220>
<221> misc_feature
<223> secuencia de ADN del promotor g0998

<400> 3
gggaacccat tcgecageggg tteogaaaatg tcgatgatta aaccactaaa gagetcacag

gaagtgttca gactacttag agtgacgccc cagccacagg gttcataatc aaatcatg

<210> 4

<211> 216

<212> ADN

<213> Corynebacterium

<220>
<221> misc_feature
<223> secuencia de ADN del promotor cg1325

<400> 4
accagcgacg ccgccgatcc atttgtocggt ggtgettcgg gegagtegte gagattgtge
tgggaaagte atcgggatca agctecttta tggetgattg agtttttett tettcetteaa
tcatcgccaa taagaaccta gagcacatcg gggatttccec ctctcctaac ccctaaaaac

ccctgagaaa acgctccaag taaaccctta cagetce

<210>5

<211> 693

<212> ADN

<213> Corynebacterium

<220>
<221> misc_feature
<223> secuencia de ADN del regulador cg0706-cg1325

<400> 5

40

60

120

180

194

60

118

60

120

180

216
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<210>6

atggttgatg
ctaggcaacy
atcaaggcaa
ctecgecagtge
gtctctgatg
accaaatcaa
gcattcttct
gcagctggeg
atcetegacy
ctagcececgeyg
gtggaaaccc

acccggtggg

<211> 768
<212> ADN
<213> Corynebacterium

<220>

<221> misc_feature
<223> secuencia de ADN del regulador cg0996-cg0998

<400> 6

<210>7

atgttccaac
agggtatcga
cgttecettt
gagatgattg
gacggacttg
cttactgccce
tatttggcta
cgctctgcag
gatttgacge
actcgaacag
cgegecocaga
gaggtctaca

catacagtac

<211> 1350
<212> ADN
<213> Bacillus

<220>

tgtttttggt
acgtcacagt
gcaaaccaga
tccagcagat
ctgcggaaga
tctcecggtga
caccacgcct
caggcattgt
acccagttgt
gctacaccta
acgcctcaaa

ctcactegag

gcgtggacgt
tgaaaatttt
cgttcaacgyg
acaaggaaca
aggtctgteg
gcgataatgt
aaccatttge
tggaatcaaa
ttgacccaga
agttegeget
ttttggaaga
ttggatacct

gaggagtcegg
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cgatgaccac
agtcggegaa
ggtagtgctt
caacgactcc
tgtcatcgee
agaactcatc
ggcaggcttce
cgacgcaccc
cgacgeeocte
caaagaaatc
cattctgcgg

ggatcttgac

cttaattggg
agttgttgat
atacaacgtt
gectgetttg
ccacecttege
ttctgategt
tcttgaagag
tcagagttcc
aagtcgagat
cetgeaattg
ggtatggggce
tcgacgcaag

atacgtcetg

tececgtgttte
gcagggacgyg
ctcgacgtce
gatgtggaca
atcatcecgtg
gaagccatca
gtcctegacyg
gaaaaagacg
accegoeogag
ggcaaagaac
aaaacccaac

taa

aggaagtctg
gacgagcaag
gttctegeag
gtgatecteg
agcgaaggeqg
gttggtggee
ctgttggcge
agcattgaac
gtetacegea
ctectcaaaa
tgecgatttee
actgaattgg

cgagagacceg

41

gctecoggegt
tggccgacge
acatgcccga
ccattttett
gcggtgecag
accgcgtgaa
cctteogeege
ccgccgtaga
aactegaagt
tgttcattte

aatccaaccg

tcacggactg
ctgtacgtga
aagacggcat
atgtecatgat
atgatcggee
tcgatgcagg
gcgtcegtte
aggctctatt
acggacgege
accaaaggaa
ccacttcagg
aaggagaaga

cteegtga

caaagcagaa
cgtageegge
cggcggcggce
ggcactcagt
gggatacgtyg
ateccggegac
cceccgatteco
atccggaaaa
ccteegecta
cgtcaaaacc

ccacgcgttg

gaagacgaaa
ctccttgega
ccaageacta
gectggtatg
aattettatt
cgcagatgac
actggtgcgt
atcttgtggc
catcagcecctt
agtgetcact
caatgcccte

ccgecctgate

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

693

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

€60

720

768
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<221> misc_feature
<223> secuencia de ADN del promotor htrA

<400> 7

<210> 8

atggataact
aaagagaacy
aaaaaacgayg
gctcttggea
caatcatcca
aaaaaaagct
atggtagaag
agctectttgt
tcaggtgtca
gtagaagggyg
ctggtaggca
acaaaagtgg
attggggatc
gtggacagaa
acagacgcag
attgtcggca
attccaagca
cgtccatata
ggcacactcg
tcaggetete
ggtaaagaaa
ggtgataccg

ctggatcaaa

<211> 678
<212> ADN
<213> Bacillus

<220>

<221> misc_feature
<223> secuencia de ADN del regulador Css

<400> 8

atcgtgatga
atcagagege
gattcggatg
tttacacgtt
gccagcagca
caagcagctc
accttteace

teggetetag

ttttcaaaaa
catcatcact
gtgactcgtt
caaacttcgg
cgcttggaaa
cggtttcaat
caattaatee
ttaacagtat
atgacgtaaa
tecggtgtcag
gcoctgttegg
ctgetgaaaa
ttgatacagg
ttgaagtgaa

aagaagagaa
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aaacagaacyg
cteoctacteyg
gttcagaccg
tacaccgcett
aacgcaatct
atctgcattc
agogattgteo
ttettetgat
agagaatggc
gaaggtatct
aactgattta
tgattcatct
agacctgtcc
gtctacatca
aggtaacagc
gaaaatcagt
accgattgct
catgcttgat
cagccagcetg
ggccggatta
cagtgaattg
aattctcega

aacttecgtaa

aaaggtaatg
goecogeaaty
ttgcttggeg
ggtgaccatg
gttacagcaa
aagagcgagg
ggtattacaa
teoccagegaag
aaggcttata
ttatatgacg
gccgtectcee
gatcttagaa
cgcacagtaa
gccggcgaaa
ggeggteoctt
gaggatgatg
gaagaattge
ctagagcaag
aataaaggcg
aaageggagg
cgcaatatct

aacggcaaaqg

42

agaatgaggt
toatteatga
gagtgatcgy
attctcagga
caagcaccte
actcttctaa
atcttecagge

atacagaaag

tcattacaaa
gcactgaggt
aaatcagtga
caggcgagac
cacaaggaat
cgagcattaa
tgttaaatac
ttgagggtat
tgtctazagg
tgccgcaaaa
tttacatcecg
atattatcat
tatataaaga

aaatgacgaa

ctttttaacg
tcaggagaag
cggcagtctt
cactgcaaaa
ctctgaatct
aatctcagat

acaatcaaac

cggttcaggg

taaccacgte
tactgcaaag
tgaccacgtc
cgttattgeg
tgtaagcggce
cgtcattcag
agacggcaaa
cggattcgee
acaaattgaa
ttaccaagaa
tgaggtcgcet
cggectaaaa
cgcaaagatc

aaaaattaaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

€00
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1080

1140

1200

1260

1320

1350



10

15

20

<210>9
<211>1

ttgtcataca
tatttagaga
aaaatgacac
tatacattaa
geccocgagatyg
tcaaagccgt
tataaggaag
gaagacgcoe
tttgatctgc

ctcctaaaag
cggagactge

aggatgatgt

13

<212> ADN
<213> Bacillus

<220>

<221> misc_feature
<223> secuencia de ADN del promotor liaL

<400> 9

ccatttatet
atgagggctyg
cgtctccceccea
taaaagaaat
cggatattga
ttttgeccgeg
ctcctecetgt
gcgaggtcecta
tgctattatt

tgtggggaca
gcagaaagat

catcatga
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agttgaagat
gaacattaca
cctatggatt
caaggegaaa
cagagtgett
ggagctgatt
ccaaaaaaat
tgacgaaaac
tatccatcat

tgactacttc
gcctgaattg

gaggataace
teoettttacga
ctcgatatca
gatcetgacg
ggcttagage
atccgtgtge
gaaattgccg
gggaatatca
aaagggcatc

ggaacagace
aaggtggaga

tgaatgaact
aaggtgaaga
tgctgccgga
tgeeggteat
ttggcagcaa
aaaagctgct
tctecectegta
tcaatttgac
catactcteg

gggtcgttga
cgatttacgyg

getgacgaag
agccagaaag
taccgacggce
ttttatttee
tgactacatt
gcagctcgta
tcgggtcget
gtcaaaggaa
tgaggatatec

tgatctegte
tttcggetac

tccocggtgega gatacgacte cggtcettata taaaaatcaa tcotctgattc gttttgeata

tctteccaact tgtataagat gaagacaagg aaaacgaaag gaggatctgc atg

<210> 10
<211> 636
<212> ADN
<213> Bacillus

<220>

<221> misc_feature
<223> secuencia de ADN que codifica el regulador LiaR

<400> 10

43
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gtgattagag
ttggaggege
cggcettgetyg
gatggcattyg
ctcactaget
tatctgttga
ggagagccga
ggtgaaaacg
atcgcagaag
gtcaaaacac

geggtgtacg

tattattgat
agcccgatat
tggaactgte
aagctacaaa
tcattgatga
aaacctcaaa
agctggagtc
cgctcceogea
gaaagacaaa
atattacgaa

cacaccgaaa
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tgatgatcat
tgaagtcate
gectgatgte
gcaaatttge
tgacaaagtg
agcggcagaa
aaaagtggcg
tgaatcgctt
caaagaaata
tattttatca

tcatctegtyg

gaaatggtca
ggcgaagcat
attttaatgg
cgggagettt
tacceggtta
atcgecgatg
ggaaaagtat
acaaaacggg
ggcgaggaac
aagctggatg

aattag

<210> 11
<211>726
<212> ADN
<213> Bacillus

<220>
<221> misc_feature
<223> secuencia de ADN que codifica la proteina LiaF

<400> 11

atgacaaaaa
caaattatcg
ttccttaaaa
ctatttttga
tttetgattt
aaacaggtca
gacatgcgea
gatttaaatg
ccegagggayg
ccatcggacc
ggctcgaaga
tcaaagcgcc

gtatga

aacagcttect
gaataggcga
aatattcccg
aaaacctott
acgceggceta
atctcaataa
gettttttat
tcteotggttt
aaagtacaat
ttgaagtggce
aaagcggatt

gggtaaaagt

cggattgatc
tctgetgttt
tgattggctt
cagcatcace
caggcttate
aaaagaacat
cggtgagetg
tatcggtgat
cgtcattage
tgtcagcteg
aagcacgaag

gtcecgtttee

attgetttat
tggccgctct
ggctcecgtea
tttaatttat
aaagggaagc
catgageege
caaatgatga
atcaaaatcg
ggagtcattyg
gctgttttta
gtatatgccg

ttatttatcg

<210> 12
<211> 1083
<212> ADN
<213> Bacillus

<220>
<221> misc_feature
<223> secuencia de ADN que codifica la proteina LiaS

44

gaatggggct
cggacggeay
accttgteat
ccgaccogaa
ttgaagetgyg
ccateegege
tatccaggcet
agctcgaaat
tgtttattac

tcagtgaccg

tcggcatcag
tttttctgat
tgtatatctt
teggetatge
cgatatttga
caaaagatgt
agcageceogtt
atttatctaa
gtaacgttga
taggagacat
cgtcaactga

gtgatgtgga

cgeggetttt
cgaaggtgtt
ggagggcatyg
aattattgtg
agecgceteage
cgcaagceaag
gcgccactca
actctgcctg

gattaaaaca

gacgcaggcyg

tatgtttttg
tgccggcectat
tgccgegttt
gtttgcegea
accgaatgag
aaaacatccce
tgacctgaac
agcgatgatt
tatttatgta
taatctgatc
ttttagcgag

tgtgaagtac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

636

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

726
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<400> 12
atgagaaaaa aaatgcttge cagcctccaa
agcctgetcoe tttttgtttg cctgattteo
cttgttttge tgtcatcaag ctggttegga
agegtgaceyg toeggtttege ctcagggtat
gatacattaa ttgaatcecat tttaaccttt
ccgeteggtyg atgatgaaat cggectgget
gtggagcttc aagtcgcatc cctccagaaa
caaatgaaga agtcggttat ctcagaagaa
gaggteagee ageagotett tgecatateg
aaggatgctg atgacaaaac agtcaagcgg
gcccaaaatg agatgaggge gotgotgete
gggctgaagyg agggecttac ggagettttg
attgagtggy atatacagga cacagegata
atcgtgcagyg aggccctttc aaacgtattt
attctgggca taaagaacag ccagctccgt
aaaatggacc aggtgaaagc ctcctcatac
gaaatcggeg gtgtegeega agtgatttea
aaggtcccga tttttcegga agaaaaagga

tga

<210> 13

<211> 116

<212> ADN

<213> Mycobakterium

<220>
<221> misc_feature

tggecgegeea
tttatgatgt
attcegttta
atgtacggea
gaaaacggca
getgateage
ctttccaatg
cgocagcegat
atgatgacat
atcaggatagg
catttacgge
gacgagttce
tocaagggty
agacattcaa
ctgaaggtga
ggcttgaatt
gtagaaggaa

gagaacgaac

<223> secuencia de ADN que codifica el promotor mprA

<400> 13

tcocgeatgac
tttactateg
toctgatttt
accggttgaa
atttcgetta
tgaacgaaat
aacgtgcgga
tggccagaga
cageegtyget
tagageatat
ctgttaccct
gaaaaaagca
ttgaagacca
aagcgtcaaa
ttgataatgg
ctatgaaaga
aaggcactca

gtgattcgag

aacgggaatc
getogateeg
gcettetgate
gacaaggatt
tcggataceg
ggcgaagage
atggcaggct
tcttecatgat
ggaadatgte
ggcaggcgaa
tgaaggaaaa
geccgattgat
cttgtteaga
agtaaccgtg
aaaaggcttt
acgtgcaagt
aatcgaagtg

tattattgat

ggacatcgag aactctcggg gttcggegaa cgttatctca gtggaatctc agtccacgeg

cgcaacctag ttgtgcagtt actgttgaaa gccacaccca tgccagtcca cgcatg

<210> 14

<211> 1515

<212> ADN

<213> Mycobakterium

<220>
<221> misc_feature
<223> secuencia de ADN del regulador MprB

<400> 14

45

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200
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60
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atgtggtggt
cggtggcggy
ttegeegtetk
agecgggege
gagggtaccg
accgctcaac
ggcgagttgt
accaacggta
aagctgegtt
ggggggatgg
cgggtggege
aggctgacag
gcaaggctgyg
aatgtcgaac
atggtcgace
gatttggtgy
gctgacgtcg
gacgtagagy
cttaacctga
ctgagecage
cccgtgeagg
ttgcecgggtt
ttgctgcgca
ctgetceceg
agcacggaca

acgogegoaa

tocogeoogeoy
teatgetget
atgeggtgat
aactgeteat
cctattegga
agoccgggeca
tcatgtcgeg
gttecgetget
gggtgctatt
tcacceggge
gaaccgacga
aggcattcaa
ttaccgacge
tcttgatgge
tgcgtgoega
adctgtocag
tcgaccgeag
tgattgggty
tggacaacgc
tagacgegte
agcgeccgtcet
cgggectegg
tcgaagacac
gccgteggat
tocgagaacte

cctag

ES 2758 096 T3

agaccgggcyg
ggegatgtoco
cteggecgeg
cgecagtgge
tgtcaacgeg
gacgctgecg
gcgcaccace
gatctccaaa
gatcgtgggt
cgggctgagg
cctgeggeec
tttaatgctg
cggacatgaa
ctogatggee
tgtgctgget
aggegacgec
cctggagegg
gcaggtttat
cgcgaagtgg
gcacgctgag
ggtgtttgaa
gttggegate
cgacccaggc
gccgatteceg

tcggggttog

cogetgogey
atggtcgega
ctetacageg
tegetggeag
atgctggtca
gteggtgetg
gccgaccaac
agtctcaage
gggatcgggg
ceggtgggee
atcceegtet
cgggegetgg
ttgcgtacea
cegggggete
caaatcgagg
ggagaagtgyg
gtcaggegge
ggegataceg
agccecgecgyg
atggtggttt
cggttttace
gtcaaacagg
ggccagcccc
cagcttceeg

gogaacgtta

<210> 15

<211> 774

<212> ADN

<213> Mycobakterium

<220>
<221> misc_feature
<223> secuencia de ADN del factor sigma (SigE)

<400> 15

46

ccaccagecte
tggtggttgt
acatcgacaa
ctgatecggyg
accecggeca
ccgagaagge
gggtgcettge
ccaccgaage
tggeggtege
gcctcacega
tcggcagega
ccgagtcacg
cgectaacgte
cgeggetace
aattgteccac
tgecacgagac
ggcgcaacga
ctggattgte
gcggccacgt
ccgaccegogy
ggtcggeatc
tggtgctcaa
ctggaacgtc
gtgcgacgge

tetcagtgga

attatccctyg
getgatgtog
ccaactgecag
taaggcaate
gtccatctac
ggtgatccgt
catccgtctg
agtcatgaac
cgeggtggec
agcggecgag
cgaattggcce
ggaacggcag
gctgegeaca
caagcaggaqg
actggtagge
ggtcgacatg
tatcctttte
goeggatggeg
gggtgtcagyg
accgggeatt
ggcacgggeg
ccacggcgga
gatttacgtg
tggcgcetegg

atctcagtee

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840
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1080
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atggaactcc
ggtgacgact
acgaccttga
gagccgtetg
atgcecgtect
cggctetecg
ttecggtegg
accaacttgt
gaggactacg
cggctgggac
gtggtgctgt
aagctcggga

gecagcgeoace

tecggeggace
tgccaactta
gtcecgaccag
accaattgca
gggatgagcet
gcaaccagca
tccagaatta
tcoctggacat
accgggtgec
ctgacctgeca
gtgacatcga
cggtacgtag

ccgaacatgg
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ccgggttggg
ttgoagtgca
catgtcteat
gggcaccgec
ggtcegteag
cgatgccgaa
ccagecgggc
ggtccgeege
cgoccgatgag
ggctgecettg
gggtctgteg

ccggatacac

cgagtgcgcea

aatacggaat
aattcggagy
ccccaacagg
gtattcgacg
cacgceegate
gacctgacce
accttcgaag
cgggctogea
cccaaccceg
gcctegetge
tacgaggaga
cgoggacgee

gttcacgtca

<210> 16

<211> 272

<212> ADN
<213> Escherichia

<220>
<221> misc_feature
<223> secuencia de ADN del promotor htrA

<400> 16

gtaaattacc
tgetgoagga
tgatggcegt
gcagaaactt

gegttatetg

gtcagattct
ttatatcage
agaacaataa
tagtteggaa

ttaatecgaga

cctgagtttc
ggtatgaccg
ccaggctttt
ctteaggeta

ctgaaataca

cgctatggga
acctetatge
gtaaagacga
taaaacgaat

tg

<210> 17

<211> 699

<212> ADN
<213> Escherichia

<220>
<221> misc_feature
<223> secuencia de ADN del regulador CpxR

<400> 17

47

cgcaactttg
atctcaatat
tccgegatga
ccaccgggga
gggtgtaccg
aggagacctt
gctggectaca
tcoggatgga
agcagatcta
cgccggagtt
tcggcgecac
aggcactgeg

acccagttcg

atattattac
gtgggatgaa
acaataaatt

ctgaagaaca

cgttgecgac
cacgaccatc
ccagtgggtg
caaggccaca
gctggettat
tatcagggtg
ccgcatcace
ggogttacee
ccacgacgca
tcgtgococgeg
actgggegtyg
ggactacctg

ctga

cgttgecgee
taccgacgte
tttacctttt

cagcaatttt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

€00

660

720

774
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atgaatazaa tcctgttagt tgatgatgac cgagagetga cttcectatt aaaggagetg 60
ctecgagatgg aaggettcaa cgtgattgtt goccacgatg gggaacagge gottgatcett 120
ctggacgaca gcattgattit acttttgett gacgtaatga tgccgaagaa aaatggtate 180
gacacattaa aagcacttcg ccagacacac cagacgectg tcattatgtt gacggegege 240
ggcagtgaac ttgatcgegt tcteoggectt gagotgggeg cagatgacta tetoccgaaa 300
cogtttaatg ategtgaget ggtggcacgt attcecgoegega tcoctgegeeg ttogeoactgg 360
agcgagcaac agcaaaacaa cgacaacggt tcaccgacac tggaagttga tgecttagtg 420
ctgaateocag gecocgtecagga agccagettc gacgggcaaa cgetggagtt aaccggtact 480
gagtttacce tgcotctattt gectggcacag catctgggte aggbtggttte cegtgaacat 540
ttaagccagg aagtgttggg caaacgcctg acgecttteg accgegetat tgatatgecac €00
atttccaacc tgcgtcgtaa actgccggat cgtaaagatg gtcaccegtg gtttaaaace 660
ttgcgtggte goggetatet gatggtttet getteatga 699

<210> 18

<211>720

<212> ADN

<213> proteina amarilla fluorescente potenciada (eyfp)

<400> 18
gtgagcaagg gcgaggagct gttcaceggg gtggtgecceca tcecctggtcga getggacgge 60
gacgtaaacg gccacaagtt cagegtgtoc ggogagggoeyg agggegatge cacetacgge 120
aagctgacce tgaagttcat ctgcaccacce ggcaagctge ccgtgecctg geccaccecte 180
gtgaccacct tcggctacgg cctgcagtge ttegeceget acccegacca catgaagcag 240
cacgacttet tcaagteege catgecegaa ggetacgtee aggagegeac catettette 300
aaggacgacg gcaactacaa gacccgegece gaggtgaagt tcgagggega cacectggtg 360
aaccgcatcyg agctgaaggg catcaacttc aaggaggacg gcaacatcct ggggcacaag 420
ctggagtaca actacaacag ccacaacgtc tatatcatgg ccgacaagca gaagaacgge 480
atcaaggtga acttcaagat ccgccacaac atcgagggcg gcagegtgca gctcogcecgac 540
cactaccage agaacacccec catcggegac ggccecgtge tgetgecega caaccactac 600
ctgagctacc agtccgccct gagcaaagac cccaacgaga agcgcgatca catggtcctg 660
ctggagttcg tgaccgecge cgggatcact cteggeatgg acgagetgta caagtaataa 720

<210>19

<211> 238

<212> PRT

<213> secuencia de proteinas de la eYFP

<400> 19

48
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Val Ser

Glu Leu

Gly Glu

Thr Thr
50

Gly Tyr
65

His Asp

Thr Ile

Lys Phe

Asn Phe
130

Tyr Asn
145

Ile Lys

Gln Leu

Val Leu

Lys Asp
210

Thr Ala
225

<210> 20
<211> 29
<212> ADN

Lys

Asp

Gly

35

Gly

Gly

Phe

Phe

Glu

115

Lys

Ser

val

Ala

Leu

195

Pro

Ala

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador 0706-Sal-fll

<400> 20

Gly

Gly

20

Asp

Lys

Leu

Phe

Phe

100

Gly

Glu

His

Asn

Asp

180

Pro

Asn

Gly

gcggtcgacg ggtaaacgtg ggatataaa

Glu

Asp

Ala

Leu

Gln

Lys

85

Lys

BRsp

RAsp

Asn

Fhe

165

His

Asp

Glu

Ile

ES 2758 096 T3

Glu

Val

Thr

Fro

Cys

70

Ser

Asp

Thr

Gly

Vval

150

Lys

Tyr

Asn

Lys

Thr
230

Leu

Asn

Tyr

Val

55

Phe

Ala

Asp

Leu

Asn

135

Tyr

Ile

Gln

His

Arg

215

Leu

Phe

Gly

Gly

40

Pro

Ala

Met

Gly

Val

120

Ile

Ile

Arg

Gln

Tyr

200

Asp

Gly

Thr

Hisg

25

Lys

Trp

Arg

Pro

Asn

105

Asn

Leu

Met

His

Asn

185

Leu

His

Met

49

Gly

10

Lys

Leu

Pro

Tyr

Glu

90

Tyr

Arg

Gly

Ala

Asn

170

Thr

Ser

Met

Asp

val

Phe

Thr

Thr

Pro

75

Gly

Lys

Ile

His

Asp

155

Ile

Pro

Tyr

Val

Glu
235

29

val

Ser

Leu

Leu

Asp

Tyr

Thr

Glu

Lys

140

Lys

Glu

Ile

Gln

Leu

220

Leu

Pro

val

Lys

45

val

His

val

Arg

Leu

125

Leu

Gln

Gly

Gly

Ser

205

Leu

Tyr

Ile

Ser

30

Phe

Thr

Met

Gln

Ala

110

Lys

Glu

Lys

Gly

Asp

130

Ala

Glu

Lys

Leu

15

Gly

Ile

Thr

Lys

Glu

95

Glu

Gly

Tyr

Asn

Ser

175

Gly

Leu

Phe

Val

Glu

Cys

Phe

Gln

80

Arg

val

Ile

Asn

Gly

160

val

Pro

Ser

val
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15

20

25

30

35

40

45

50

<210> 21

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 0706-RBSNde_r

<400> 21
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gcgcatatga tatctccttc ttctagcggg tctgccacat ttgetg 46

<210> 22

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador Spc Sacll-f

<400> 22

gcgcegcegga ctaataacgt aacgtgactg gcaagag 37

<210> 23

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador Spc Bgl-r

<400> 23
gcgagatctt ctgcctcgtg aagaaggtgt tgctgac

<210> 24

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador SenCas-fw

<400> 24
gtcgecgtec agctcgacca ggatg

<210> 25

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador TKP-seq-rv

<400> 25
cgggaagcta gagtaagtag ttcg

<210> 26

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador 1325-Sal-f

<400> 26
gcggtcgacg agctgtaagg gtttacttg

<210> 27
<211> 45
<212> ADN

37

25

24

29

50
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15

20

25

30

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador 1325-RBSNde-r

<400> 27
gcgcatatga tatctccttc ttctaaccag cgacgccgcec gatcc

<210> 28
<211> 570
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2758 096 T3

<223> Fragmento de ADN sintético para pSen0996_8

<400> 28

gaatttaaca
ttaagaggtyg
agtctgtcac
agcaagetgt
aggtcttgee
atcagatgat
gttcgaaaat
tacttagagt
acaaacaacqg

acctgaactt

<210> 29
<211> 281
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

agagccagtt
ttageataag
ggactggaag
acgttaatet
atcgtgaate
ggcggaacga
gtcgatgatt
gacgcococag
gtgagaaccc

taagaaggag

atcttctett
tgaaatatgt
acgaaaaggg
ategegeegt
aggttgtgaa
gaatcactat
aaggtaccac
ccacagggtt
ggaccgtgca

atatcatatg

aaaatgagga
tocaacgegt
tatcgatgaa
cagctecegt
teggeatggt
tgatttgcca
cactaaagag
cataatcaaa

tecggaaacte

<223> Fragmento de ADN sintético para pSen0996_8c

<400> 29

caatttaaca
ttaagaggtyg
agtctgtcac
gaaaatgteg

tagagtgacg

<210> 30

<211> 2471
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

agagccagtt
ttagcataag
ggactggaay
atgattaagg

ceceoccagecac

atcttctett
tgaaatatgt
acgaaaaggg
taccaccact

agggttcata

aaaatgagga
tccaacgagt
tategatgtg
aaagagctca

atcaaatcat

<223> Fragmento de ADN sintético para pSen0996_8e

<400> 30

51

45

ggtaactgge
ggacgtetta
aattttagtt
tacatgeoegyg
ggccaacteg
ggggaaccca
ctcacaggaa
tcatgacaaa

catcagaaac

ggtaactgge
ggacgtcetta
aacccatteg
caggaagtgt

g

ttctttatge
attgggagga
gttgatgacg
gatcgggatt
ttgtgggtga
ttcgcagegg
gtgttcagac
tcaattcoce

caactccggt

ttctttatge
attgggagga
cagegggtte

tcagactact

60

120

180

240

300

360

420

480

540

570

60

120

180

240

281



aatttaacaa
taagaggtgt
gtetgteacyg
gcaagctgta
cgceagaagac
cctcgatgtce
aggcgatgat
tggcctegat
ggcgogegte
tgaacaggct
ccgcaacgga
caaaaaccaa
tttecccact
attggaagga
gaccgctccg
agtgatgact
ttggtagett
gtcaccaact
agtgaagegg
agtgacactc
tcactgeetg
agtgctgage
gatatggtgg
ggcagtggtyg
ccactgtecaa
attceccgtgg
aaggcactge
ctgaaaacte

agtggaggat

gagccagtta
tagcataagt
gactggaaga
cgtgactcct
ggcatccaag
atgatgcctg
cggccaatte
gcaggcgcag
cgttcactgg
ctattatectt
cgcgocatca
aggaaagtgce
teaggcaatyg
gaagaccgcc
tgacattaag
cogacggtte
tegeegttgg
caatcgateg
gattctatge
gaatcgectt
attcagattt
gcattcteat
ataccgateg
ttttggegte
agotgeageg
tgggaaatga
gggagteteg
cactgaccte

cgggaatcee

ES 2758 096 T3

tcttctetta
gaaatatgtt
cgaaaagggt
tgcgacgtte
cactagagat
gtatggacgg
ttattcttac
atgactattt
tgegtegete
gtggegattt
gccttacteg
tcactcgege
coctegaggt
tgatccatac
gcgaatcggc
aatgtcgttg
tgttattact
tgatetggaa
aaccgeagaa
aatcccaccet
ccttaagagt
gaaacgagat
gcagetcacyg
gattctgett
tgeogtogaa
tgagtteget
tacocoggeaa
aatgcggaca

caaggaagaa

aaatgaggag
ccaacgegtg
atcgatgaaa
cctttcogtte
gattgacaag
acttgaggtc
tgccegegat
ggctaaacca
tgcagtggaa
gacgecttgac
aacagagttc
ccagattttg
ctacattgga
agtacgagga
gcaggggaaa
cgttggeget
gttgetgeat
aaacaagcgg
accgaaattg
gggtgggaat
aaagaagcgg
agctegggea
gtgettggeg
ggtttcatca
gagatcgaac
aagttgacte
totecagttgy
aatattgaat

ttggatggce

52

gtaactgget
gacgtcttaa
attttagttg
aacggataca
gaacagectyg
tgtcgecace
aatgtttctg
tttgectcttg
tcaaatcaga
ccagaaagte
gcgctectge
gaagaggtat
taccttegae
gtcggatacg
atgggcctge
tggctttget
attggtctgt
atgcaatget
ctetgttagyg
acgtcatcgg
ggaaacagat
cagtggtggt
teattetett
ttgcgaagga
gaactgatga
gtagtttcaa
tggcagatge
tgctgttgat

ttcagegtga

tetttatget
ttgggaggaa
ttgatgacga
acgttgttet
ctttggtgat
ttcgcagecga
atcgtgttgg
aagagctgtt
gttcecagecat
gagatgtcta
aattgctcct
ggggcetgega
gcaagactga
tcctgcgaga
ccctaccgaa
gagcgacact
ctccagctat
tggacgagec
tgaatatgec
tgaatccata
cctegtaaca
ttttgctaaa
gatcattgge
ggggctgaaa
gotteogtgeg
tgacatgcte
aggacacgag
ggcaaccaac

tgtattggeg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

€00

€60

720

780

840

300

560

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740
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25

30

cagatgaccg
gccgaaacgt
gaaagccogtc
ggcgatgatt
tcgectgaga
attgttattyg
cggttetate
gtgaatcagg
ggaacgagaa
gatgattaaa
gccacagggt

cggacegtge

aaatgtctga
caagcattgt
gcatgacggt
tttececttaac
atggcattgt
atgattecagy
gageegteag
ttgtgaatcg
tcactattga
ccactaaaga
tcataatcaa

atcggaaact

ES 2758 096 T3

tttgattggt
agatctcaac
gcggatagat
cagggcatta
tcgagtgteg
gcetggaatt
ctecogttac
gcatggtgge
tttgccaggg
gctcacagga
atcatgacaa

ccatcagaaa

gatatcatat g

<210> 31

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador JPS0003

<400> 31
ctgaacttgt ggccgtttac

<210> 32

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador JPS0004

<400> 32
ttgttgccgg gaagctagag

<210> 33

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador AmyE-Hpal-f

<400> 33
gcgcgttaac cgaaggagat atagatatgt ttgc

<210> 34

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador AmyE-Sacl-r

<400> 34

gatcttgttyg
caagtgttgg
gtttocgaga
gtaaatgttt
atgtcacaga
gctgaaaaag
atgcegggat
caactcgttg
gaacccattc
agtgttcaga
atcaattcce

ccaactoogy

53

atcttgcgeg
aaattgcgct
ctgtggattg
tggataatge
tecgacaaagce
aacgaggatt
cgggattagg
tgggtgaatc
gcagcgggtt
ctacttagag
cacaaacaac

tacctgaact

20

20

34

tgaagaaacc
tgaccgaatg
gaaactgctg
cattaaatgg
aacggtcege
agttttggaa
tettgecate
agatgatggce
cgaaaatgtc
tgacgcccca
ggtgagaacc

ttaagaagga

1800

1860

1%20

1580

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2471
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54

cagtgaattc gagctcctag tg 22

<210> 35

<211>7153

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia de ADN de plasmido pSen0706

<400> 35
ggatccttat tacttgtaca gectegtccat gocgagagtg atccocggegyg cggtcacgaa &0
ctccageagg accatgtgat cgegettete gttggggtet ttgetcaggg cggactggta 120
getcaggtag tggttgtegyg gecagoagcac ggggecgteg ccgatggggg tgttetgetg 180
gtagtggtcg gcgagcectgca cgctgocegec ctogatgttg tggcggatct tgaagttcac 240
cttgatgccg ttcttctget tgtcggecat gatatagacg ttgtggectgt tgtagttgta 300
ctccagettg tgceccccagga tgttgecegtc ctecttgaag ttgatgccet tcagetcgat 360
geggttoace agggtgtege cctegaactt caccteggeg cgggtettgt agttgecgte 420
gtocttgaag aagatggtge getcoctggac gtagectteg ggcatggegg acttgaagaa 480
gtegtgetge ttcatgtggt cgagggtageg ggcgaagcac tgcaggocegt agccgaaggt 540
ggtcacgagg gtgggccagg gcacgggcag cttgeocggtg gtgcagatga acttcagggt €00
cagcttgccg taggtggecat cgccctegec ctcocgecggac acgctgaact tgtggeogtt 660
tacgtcgcecg tccagectcga ccaggatggg caccaccceg gtgaacaget cctegeccett 720
gctcaccata tgatatctee tteocttctage gggtcotgeca catttgetga aaagtaccag 780
ttgeaaggtg tggtgttgga gottecataac caggttggge azaagggatg aatcectggt 840
tgtggtgggy ctccetgaaaa gtactcatag actctattgt ggagtgttga ggetgataag 800
tgaatggggg aaagccctga aaaggtggeg ttcagggtct tccctgatgg tttggtgteg 860
caggggcatg acatgatcga agatatgagt aacacacctg cgccttatac cccgcagect 1020
goggggeaag cggtgecttt atatcccacg tttaccegte gacctgcage aatggeaaca 1080
acgttgcgca aactattaac tggcgaacta cttactctag cttcccggca acaattaata 1140
gactggatgg aggcggataa agttgcagga ccacttectge geteggeccet teccggetgge 1200
tggtttattg ctgataaatc tggagceggt gagegtgggt ctegeggtat cattgeoagea 1260



ctggggceag
actatggatg
taactgtcag
tttaaaagga
gagttttcgt
ggtctgegeyg
aaggttctct
ccaaaacttg
aaatcaatta
aagacgatag
gtocagottg
gcggccataa
gggagccgcc
gatttgageg
ttgccgegge
gcccegtteg
gagcgaggaa
ttttctectg
agtatacact
aggcctgaat
tgttgtaggt
tgtcgggaag
gccacgttgt
gaacaataaa
aacgggaaac
ggtataaatg
ggaagccoga
ttacagatga
agcattttat
cagcattoca
cagtgttecct

gcgtatttcog

atggtaagece
dacgaaatag
accaagttta
tetaggtgaa
tocactgage
taatctetty
gagctaccaa
tactttoagt
ccagtggctg
ttaccggata
gagogaacty
cagcggaatg
agggggaaac
tcagattteg
cctctcactt
taagccattt
gcggaatata
ccacatgaag
cegetagege
cgocccatea
ggaccagttg
atgcgtgatc
gtctcaaaat
actgtctget
gtcttgctcg
ggctcgcgat
tgcgecagag
gatggtcaga
cegtactect
ggtattagaa
gogecggttg

tctegetcag
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ctceegtate
acagatcget
ctcatatata
gateettttt
gtcagaccce
ctectgaaaac
ctectttgaac
ttagecttaa
ctgccagtgg
aggcgeageg
cetaccogga
acaccggtaa
gcotggtatc
tgatgecttgt
ccoctgttaag
ccgetegeeg
tcctgtatca
cacttcactg
tgaggtctge
tccagocaga
gtgattttga
tgatccttca
ctctgatgtt
tacataaaca
aggccgegat
aatgtcgggc
ttgtttetga
ctaaactggce
gatgatgcat
gaatatcetg
cattegatte

gogcaatcac

gtagttatct
gagataggty
ctttagattg
gataatctea
ttaataagat
gaaaaaaccy
cgaggtaact
coggogcatyg
tgcttttgeca
gtoggactga
actgagtgte
accgaaaggc
tttatagtcc
caggggggcyg
tatctteoctg
cagtcgaacg
catattectge
acaccctcat
cteogtgaaga
aagtgaggga
acttttgctt
actcagcaaa
acattgcaca
gtaatacaag
taaattccaa
aatcaggtgc
aacatggcaa
tgacggaatt
ggttactcac
attcaggtga
ctgtttgtaa

gaatgaataa

55

acacgacggg
cctcactgat
atttaaaact
tgaccaaaat
gatcttcttg
cettgoaggy
ggcttggagg
acttcaagac
tgtctttoog
acggggggtt
aggegtggaa
aggaacagga
tgtocgggttt
gagcctatgg
gecatctteoca
accgagcgta
tgacgcaceg
cagktgoccaac
aggtgttget
gecacggttg
tgccacggaa
agttcgattt
agataaaaat
gggtgttatg
catggatgct
gacaatctat
aggtagegtt
tatgocteott
cactgcgate
aaatattgtt
ttgtectttt

cggtttggtt

gagtcaggea
taagcattgyg
tcatttttasa
cecttaacgt
agatcgtttt
cggttttteg
agcgecagtca
taacteocetct
ggttggactc
cgtgcataca
tgagacaaac
gagcgcacga
cgccaccact
aaaaacggct
ggaaatctcc
gcgagtcagt
gtgcagectt
atagtaagcc
gactcatacc
atgagagctt
cggtctgegt
attcaacaaa
atatcatcat
agccatatte
gatttatatg
cgattgtatg
gccaatgatg
ccgaccatca
cecgggaaaa
gatgegetgg
aacagcgatce

gatgcgagtyg

1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120

3180



attttgatga
ttttgceatt
tttttgacga
gataccagga
aacggetttt
tgatgctcga
ttacgctgac
ggatcagatc
aatcaccaac
gctggatgat
acctocageoge
ggcagttcaa
gtcattectgg
ataaaagagt
gacggtgata
cggaggatca
agggcgatca
tttagggtga
ggggcaaggce
cttgtgeget
ctagagaget
cggggggaac
tecgtggaagt
aaattcagac
aaaccaacct
cttagctagt
tgcggeottt
ctgegtetet
acgtcgegeco
tecgacegece

taggegetca

cgagegtaat
ctcaccggat
ggggaaatta
tettgeocate
tcaaaaatat
tgagttttte
ttgacgggac
acgcatette
tggteccacct
ggggcgattc
tcaaagatge
cagatcggga
tgaagaagct
ttgatgctea
tggggcaaat
agtcggtcaa
ggggacgatt
aagaagcttg
ttcgcgaage
tacgaggtga
tcaagagecaa
cgttttetge
tcaatgoceg
atagcttcat
gcaatggtca
ttttcteget
ttaccgecac
gtctgacgag
atcgtctgge
tgagegacgyg

ccagecgett
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ggctggectg
tcagtcgtca
ataggttgta
ctatggaact
ggtattgata
taatcagaat
ggeggetttg
ccgacaacge
acaacaaage
aggcctggta
aggggtaaaa
agggctggat
cgaccgtctt
gggtgtageg
ggtggtcace
gccaagegea
tttgegaaga
gcataggggt
ggagtcgegg
gceggtgggg
tecagecegac
ctacgagatg
cagacttaag
tgattgtegg
agcgatttee
gtgcteggge
gtcoctteoccat
cagggacgac
ggtcacgcat
tgtaggcacyg

ttaactggta

ttgaacaagt
ctcatggtga
ttgatgttgg
goectoggtga
atcctgatat
tggttaattg
ttgaataaat
agaccgttec
toctcatcaac
tgagtcagca
gctaaccgca
ttgctgagga
ggccgcgaca
gtteggttta
atcctgtegg
accagcggea
atttecacygg
gtgcacgaac
cagtggcttt
aaccgttate
ctagaaagga
gcacatttac
tgectctatte
ccacgagcca
tttagettte
gtactcactg
agtggccaga
tggctggect
cggcggeaga
ctegtaggeg

teccacagte
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ctggaaagaa
tttctcactt
acgagtcgga
gtttteteoct
gaataaattg
gttgtaacac
cgaacttttg
gtggcaaage
cgtggetcee
acaccttctt
tetttaccocga
tgaaggtgga
ccgcocgacat
ttgacgacgy
ctgtggcaca
cegoegegag
taagaatcca
tcggtggagg
gaagatcttt
tgcctatggt
ggccaagaga
tgggaagctt
acggtctgac
gtctetecct
ctagettgte
tttgggtctt
gettttegee
ttagcgacgt
tcaggctcac
tegatgatet

aaagcegtgge

atgcataage
gataacctta
atcgcagacc
tcattacaga
cagtttcatt
tggcagagcea
ctgagttgaa
aaaagttcaa
tcactttetg
cacgaggcag
caaggcatcc
ggaaggtgat
gatccaactg
gatcagtacce
ggetgaacgce
caacgtcgea
atctetegaa
aaatttccgc
gggagcagtc
gtgagecceoce
gagaccccta
tacggcgtcce
gtgacacgect
caacagtcat
gttgactgga
tccagcecgtte
cteggetget
agccgcgcac
ggcegtetge
tggtgtcttt

gaaaagccgt

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040
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ctcatcacgg geoggcacgece ctggagcagt ccagaggaca cggacgccgt cgatcagetce 5100
tccagacget tcageggcge teggcaggcet tgcttcaage gtggcaagtyg cttttgette 5160
cgcagtgget ttteottgoceg cttegatacg tgocogtceqg ctagaaaact cctgectcata 5220
gegtttttta ggtttttetg tgectgagat catgegagea acctccataa gatcagetag 5280
gcgatccacg cgattgtgct gggcatgeca goggtacgeg gtgggatcgt cggagacgtg 5340
cagtggcceac cggetcagece tatgtgaaaa agcotggtca gogcocgaaaa cgegggtcat 5400
tteccteoggte gttgcageca gecaggogeat attcgggetg ctcatgeceotg ctgoggeata 5460
caccggatea atgagecaga tgagetggea tttcoccegete agtggattca cgocegateca 5520
agctggocget ttttccagge gtgocccageg ctccaaaatce gogtagacct cggggtttac 5580
gtgctegatt ttecegecgy cotggtgget cggecacatca atgtccagga caagcacgge 5640
tgegtgotge gogtgoegtoa gagcaacata cktggeaccgg geaagegatt ttgaaccaac 5700
tcggtataac ttcggectgtg tttetcocccgt gtccgggtet ttgatccazag cgctggegaa 5760
gtcgegggte ttgectgecoccoct ggazattttc totgccocagg tgagegagga attcgoggceg 5820
gtecttcocgote gteocageccac gtgatcgecag cgegageteg ggatgggbtgt cgaacagatce 5880
agcggaaaat ttccaggccg gtgtgtcaat gtctcgtgaa tcocgctagag tcatttttga 5940
gcgetttete ccaggtttgg actgggggtt agccgacgecc ctgtgagtta cegcoctcacgg 6000
ggcgttcaac atttttcagg tattcgtgeca gecttateget tettgeegece tgtgegettt 6060
ttecgacgege gacgetgetg cegatteggt geaggtgghbg geggegetga cacgteoetgg 6120
gcggocacgg ccacacgaaa cgcggcattt acgatgtttg tcatgocctge gggeaccgeg 6180
ccacgatcge ggataattet cgeotgocget tecagetetg tgacgacecat ggecaaaatt 6240
togctogggg gacgcacttc cagegecatt tgogacctag cogoctocag ctecteggog 6300
tggecgtttgt tggegegetec goggetgget geggcacgac acgcatctga gcaatatttt 6360
gcgcgeegte ctogegggtc aggccgggga ggaatcagge caccgeagta ggcgcaactg 6420
attcgatcet ccactactgt gogteceteoot ggegetgecg agoacgcage togtocageca 6480
gctccteocaag atccgeocacg agagttteta ggtegetcge ggeoactggece cagtotegtg 6540
atgctggoge gtccgtcgta tcgagagectc ggaaaaatcc gatcaccgtt tttaaatcga 6600
cggcagecatc gagegegtog gactccageg cgacatcaga gagatccata getgatgatt 6660
cgggccaatt ttggtactte gtcgtgaagg tcatgacacc attataacga acgttegtta 6720
aagtttttygyg cggaaaatca cgcggcacga zaattttcac gaagegggac tttgegecage 6780
tcaggggtge taaaaatttt gtatcgeact tgatttittee gaaagacaga ttatctgeaa 6840
acggtgtgte gtatttetgg cttggttttt aaaaaatctg gaatcgaaaa tttgegggge 6900
gaccgagaag ttttttacaa aaggcaaaaa ctttttcggg atcgacagaa ataaaacgat 6560
cgacggtacg caacaaaaaa gcgtcaggat cgeccgtagag cgattgaaga ccgtcaacca 7020
aaggggaagc ctccaatcga cgecgacgege getctacgge gatcctgacg cagattttta 7080
gctatctgtc gecagogeooct cagggacaag ccaccogceac aacgtcogega gggogatcag 7140
cgacgeccgea ggg 7153

<210> 36

57



ES 2758 096 T3

58

<211> 7060

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia de ADN de plasmido pSen1325

<400> 36
ggatccttat tacttgtaca gctegtccat geocgagagtg atccocggegg cggtcacgaa &0
cteoccageagg accatgtgat cgegettete gttggggtet ttgetcaggg cggactggta 120
gctcaggtag tggttgteogg gcagcagcac ggggocgteg ccgatggggg tgttotgetg 180
gtagtggtcg gcgagcectgeca cgcoctgecogcc ctcgatgttg tggeocggatct tgaagttcac 240
cttgatgccg ttcttetget tgtcggocat gatatagacg ttgtggctgt tgtagttgta 300
ctccagcttyg tgcceoccagga tgttgoeogtce ctecttgaag ttgatgecct tcagetcgat 360
gcggttcace agggtgtcecge cctcocgaactt caccteggeg cgggtettgt agttgccgte 420
gtocttgaag aagatggtge geteoctggac gtagectteg ggcatggegg acttgaagaa 480
gtegtgetge ttcatgtggt cggggtageg ggegaageac tgcaggecgt agocgaaggt 540
ggtcacgagg gtgggccagg gcacgggcag cttgecggtg gtgcagatga acttcagggt €00
cagcttgecyg taggtggeat cgecectegec cteogecggac acgctgaact tgtggecgtt €60
tacgtegecg tccagetega ccaggatggg caccaccceeg gtgaacaget cctegecctt 720
gctcaccata tgatatctce ttcttctaac cagcgacgec gccgatccat ttgtcggtgg 780
tgcttcggge gagtcgtcga gattgtgectg ggaaagtcat cgggatcaag ctcctttatg 840
gctgattgag tttttcttte ttecttcaatc atcgecaata agaacctaga gcacatcggg %00
gattteccecet ctectaacce ctaaaaaccce ctgagaaaac gectccaagta aacccttaca 860
gctcgtegac ctgcagcaat ggcaacaacg ttgcgcaaac tattaactgg cgaactactt 1020
actctagctt cccggcaaca attaatagac tggatggagg cggataaagt tgcaggacca 1080
cttetgeget cggecettee ggetggetgg tttattgetg ataaatctgg agccoggtgag 1140
cgtgggtcte geggtatcat tgcagcactg gggccagatg gtaageccecte cegtatcgta 1200
gttatctaca cgacggggag tcaggcaact atggatgaac gaaatagaca gatcgetgag 1260
ataggtgcet cactgattaa gecattggtaa ctgtcagace aagtttacte atatatactt 1320



tagattgatt
aatctcatga
ataagatgat
aaaacegect
ggtaactggc
gcogeatgact
ttttgoatgt
ggactgaacyg
gagtgtcoagy
gaaaggcagyg
atagtecotgt
g9g9ggcggag
cttcctggeca
tcgaacgacc
attctgctga
ccctecatcag
gtgaagaagg
tgagggagee
tttgctttge
cagcaaaagt
ttgcacaaga
atacaagggg
attccaacat
caggtgeogac
atggcaaagg
cggaatttat
tactcaccac
caggtgaaaa
tttgtaattg
tgaataacgg
aacaagtctg

atggtgattt

taaaactteca
ccaaaatcee
cttcttgaga
tgcagggegyg
ttggaggage
tcaagactaa
cttteccgggt
gggggttegt
cgtggaatga
aacaggagayg
cgggttteoge
cctatggaaa
tottocagga
gagcgtageg
cgcaccggtyg
tgccaacata
tgttgctgac
acggttgatg
cacggaacgyg
toegatttatt
taaaaatata
tgttatgage
ggatgctgat
aatctatcga
tagcgttgce
gectetteeg
tgegateacece
tattgttgat
tecttttaac
tttggttgat
gaaagaaatg

ctcacttgat
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tttttaattt
ttaacgtgag
tegttttggt
tttttegaag
gcagtcacca
ctectotaaa
tggactcaag
geatacagte
gacaaacgcg
cgcacgaggyg
caccactgat
aacggctttg
aatcteccgec
agtcagtgag
cagccttttt
gtaagccagt
tcataccagg
agagetttgt
tctgegttgt
caacaaagcce
tcatcatgaa
catattcaac
ttatatgggt
ttgtatggga
aatgatgtta
accatcaagc
gggaaaacag
gegctggeoag
agecgatcgeg
gegagtgatt
cataagettt

aaccttattt

aaaaggatct
ttttegttee
ctgcgegtaa
gttctetgag
aaacttgtcc
tcaattacca
acgatagtta
cagettggag
gccataacag
agcegedagy
ttgagegtea
ccgeggccct
cogttcgtaa
cgaggaagcg
tectcctgeca
atacactccg
cctgaatcege
tgtaggtgga
cgggaagatg
acgttgtgte
caataaaact
gggaaacgtc
ataaatgggc
agoccgatge
cagatgagat
attttatccg
cattccaggt
tgttectgeg
tatttegtct
ttgatgacga
tgeccecattete

ttgacgaggyg
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aggtgaagat
actgagcgte
tctettgete
ctaccaacte
tttcagttta
gtggctgetyg
coggataagg
cgaactgoct
cggaatgaca
gggaaacgcc
gatttegtga
ctcacttcce
gccatttcog
gaatatatcc
catgaagecac
ctagcgctga
cccatcatece
ccagttggtyg
cgtgatctga
tcaaaatete
gtctgettac
ttgctegagyg
tcgeogataat
gccagagttg
ggtcagacta
tactcctgat
attagaagaa
cocggttgeat
cgctcaggey
gcegtaatgge
accggattea

gaaattaata

cetttttgat
agaccecctta
tgaaaacgasa
tttgaacecga
gecttaaccy
ccagtggtge
cgecageggta
acceggaact
ccggtaaaco
tggtatcttt
tgottgteag
tgttaagtat
ctcgocogcoag
tgtatcacat
ttcactgaca
ggtctgeote
agccagaaag
attttgaact
tcctteoaact
tgatgttaca
ataaacagta
cecgegattaa
gtcgggcaat
tttctgaaac
aactggctga
gatgcatggt
tatcectgatt
teogattectg
caatcacgaz
tggectgttg
gtegtecacte

ggttgtattg

1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180

3240



atgttggacg
tcggtgagtt
ctgatatgaa
ttaattggtt
aataaatcga
cegtteegtg
catcaaccgt
gtcagcaaca
aaccgeatct
ctgaggatga
cgoegacacey
cggtttattg
ctgtcggetg
ageggcaceyg
tccacggtaa
cacgaacteg
tggetttgaa
cgttatctge
gaaaggaggc
catttactgg
tetatteacg
cgagccagtc
agctttecta
ctecactgttt
ggccagaget
ctggccttta
cggcagatca
gtaggcgteg
cacagtcaaa
gaggacacgg

ttecaagegtyg

agteggaatce
ttctecttea
taaattgcag
gtaacactgg
acttttgetg
gcaaagcaaa
ggctcectea
cettetteac
ttacecgacaa
aggtggagga
ccgacatgat
acgacgggat
tggcacagge
cogogageaa
gaatccaate
gtggaggaaa
gatctttggg
ctatggtgtg
caagagagag
gaagetttac
gtetgacgtg
tctcectcaa
gettgtogtt
gggtectttee
tttegeeete
gcgacgtage
ggcteacgge
atgatcttgg
gcgtggcegaa
acgcegtega

gcaagtgett
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gcagaccgat
ttacagaaac
tttcatttga
cagagcatta
agttgaagga
agttcaaaat
ctttotgget
gaggcagacc
ggcatecegge
aggtgatgtc
ccaactgata
cagtaccgac
tgaacgccgg
cgtegcaagy
tctcgaattt
ttteccgeggg
agcagtectt
agcccccecta
acccctacgg
ggcgtecteg
acacgctaaa
cagtcataaa
gactggactt
agcgttetge
ggctgetetyg
cgcgcacacg
egtectgetee
tgtcttttag
aagccgtecte
tcagetetee

ttgettecge

accaggatct
ggctttttca
tgctcgatga
cgetgacttg
tcagatcacg
caccaactgg
ggatgatggyg
tcagegetea
agttcaacag
attctggtga
aaagagtttg
ggtgatatgg
aggatcaagt
gecgatcaggg
agggtgaaag
gcaaggctte
gtgegettac
gagagcttca
ggggaaccgt
tggaagttca
ttcagacata
ccaacctgca
agctagtttt
ggccttttta
cgtetetgte
tcgocgecatce
gaccgectga
gcgetcacea
atcacgggcg
agacgcttea

agtggctttt

60

tgccatecta
aaaatatggt
gtttttctaa
acgggacggc
catottoceg
tccacctaca
gcgattcagg
aagatgecagg
atcgggaagy
agaagctcga
atgctcaggg
ggcaaatggt
cggtcaagcec
gacgattttt
aagcttggea
gcgaagcgga
gaggtgagece
agagcaatca
tttctgecta
atgcccgeag
gcetteattga
atggtcaagc
tctegetgtg
ccgecacgte
tgacgagcag
gtctggeggt
gegacggtgt
geccgctttta
gcacgcecectg
gcggegeteg

cttgecegett

tggaactgee
attgataatc
tcagaattgg
ggotttgttyg
acaacgcaga
acaaagctct
cctggtatga
ggtaaaaget
gctggatttg
ccgtcttgge
tgtageggtt
ggtcaccatce
aagcgcaacc
gcgaagaatt
taggggtgtg
gtegeggeag
ggtggggaac
gcccgaccta
cgagatggca
acttaagtge
ttgteggeca
gatttccttt
ctcgggegta
tteccatagt
ggacgactgg
cacgcatcgg
aggcacgcte
actggtatce
gagcagtcca
geaggcttge

cgatacgtge

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

37890

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

44490

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100



cegtecgeta
gogageaace
gtacgeggtyg
ctggteageg
cgggctgctc
cccgeteagt
caaaatcgog
cacatcaatg
gcaccgggca
cgggtetttyg
godcaggtga
gagcteggga
tcgtgaatcc
cgacgcectg
tatcgcttet
ggtggtggcy
atgtttgteca
agctctgtga
gacctagceg
gcacgacacg
atcaggccac
getgecgage
cgctcgegge
aaaatccocgat
catcagagag
tgacaccatt
ttttcacgaa
tttttcegaa
aaatctggaa
tttegggate
egtagagcga

ctacggecgat

gaaaactcct
tccataagat
ggategtegg
cogaaaacgce
atgecctgetyg
ggattcacge
tagacctogy
tacaggacaa
agcgattttg
atccaagege
gogaggaatt
tgggtgtcga
gctagagtca
tgagttaccg
tgccgeetgt
gcgctgacac
tgcctgeggg
cgaccatgge
cectecagete
catectgagea
cgcagtagge
acgcageteg
actggcccag
caccgttttt
atccatagct
ataacgaacg
gegggacttt
agacagatta
tegaaaattt
gacagaaata
ttgaagaceg

cctgacgeayg
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gctcatageg
cagctaggcyg
agacgtgcag
gggtecattte
cggcatacac
cgatccaage
ggtttacgtg
geacggetge
aaccaactecg
tggcgaagte
cgoggaggteo
acagatcagc
tttttgagceg
ctcacgggge
gogettttte
gtcectgggeg
caccgcgeca
caaaatttecg
ctcggegtgg
atattttgeg
gcaactgatt
tcagecaget
tctcgtgatg
aaatcgacgg
gatgattcgg
ttcgttaaag
gegeoagetea
tctgeaaacg
gegggygegac
aaacgatcga
tcaaccaaag

atttttaget

ttttttaggt
atccacgega
tggccaccgg
cteggtegtt
cggatcaatg
tggegetttt
ctcgatttte
gtgctgegeg
gtataacttc
gegggtettg
ttagoetogte
ggaaaatttc
ctttctocca
gttcaacatt
gacgcgcegac
gccacggeca
cgatcgegga
cteogggggac
cgtttgttgg
cgeegtecte
cgatcctcca
cctcaagatc
ctggcgegte
cagcatcgag
gccaattttg
tttttggcgg
ggggtgetaa
gtgtgtegta
cgagaagttt
cggtacgeaa
gggaageccte

atctgtcgea

ccegcacaac gtegcgagyg cgatcagega cgccgeaggg

<210> 37

<211> 7561

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia de ADN de plasmido pSen0996_ 8

61

ttttetgtge
ttgtgctggy
ctcagoctat
geagcocagca
agccagatga
tecaggegty
cogooggect
tgogteagag
ggoctgtgttt
ctgecctgga
cagocacgtyg
caggccggtg
ggtttggact
tttcaggtat
getgctgecg
cacgaaacgc
taattctege
gcacttccag
cgogetogeg
gegggteagg
ctactgtgeg
cgccacgaga
cgtcgtatcg
cgogtoggac
gtacttcgtc
aaaatcacgc
aaattttgta
tttetggett
tttacaazag
caaaaaagceg
caatcgacge

gegecctecag

ctgagatcat
catgccagey
gtgaaaaagc
ggcgeatatt
getggeattt
cccagegete
ggtggctegg
caacatactg
ctccegtgto
aattttcetct
atcgragoge
tgtcaatgtce
gggggttage
tcgtgeaget
attcggtgea
ggcatttacg
tgcegettee
cgeceatttge
getggetgeg
ceggggagga
tcctoctgge
gtttctaggt
agagctcgga
tocagogega
gtgaaggtca
ggcacgaaaa
tegcacttga
ggtttttaaa
gcaaaaactt
tcaggatege
gacgcgeget

ggacaagcca

5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020

7060



<400> 37

ccctgecggeg
tgcgacagat
gaggcttece
ttgcgtaccg
aaacttcteg
tacgacacac
ttagcacccoe
ccgocaaaaa
caaaattgge
ctegatgetg
gacgogecag
gatcttgagg
tggaggatcyg
gaggacggcyg
ccaacaaacg
gtcccocccgag
tecgegatceg
tggccgtgge
gtecgegegte
aatgttgaac
tgggagaaag
gaaattttcc
gacgagcgaa
caagaccegce

gaagttatac

tcgetgateg
agctaaaaat
ctttggttga
tegategttt
gteogeeocoge
cgtttgeaga
tgagetgege
ctttaacgaa
ccgaateate
cegtegattt
catcacgaga
agctggetga
aatcagttge
cgcaaaatat
ccacgecegag
cgaaattttg
tggcgeggtyg
cgcccaggac
gaaaaagcgc
gccecegtgag
cgctcaaaaa
gctgatctgt
gaccgeegeg
gacttegeca

cgagttggtt
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ccectegegac
ctgcgtcagg
cggtctteaa
tatttctgte
aaattttega
taatctgtet
aaagtceccege
cgttegttat
agctatggat
aaaaacggtg
ctgggecagt
cgagctgegt
goctactgeg
tgctecagatg
gagctggagy
gccatggteg
cccgeaggea
gtgtcagcgce
acaggcggca
cggtaactca
tgactctagc
tcgacaccca
aattcctege
gcgettggat

caaaatcget

gttgtgcggg
atcgecgtag
tegetectacg
gatcccgaaa
ttocagattt
ttcggaaaaa
ttegtgaaaa
aatggtgtca
ctetetgatyg
atcggatttt
gecgegageg
gctoggeage
gtggectgat
cgtgtcgtge
cggctaggte
tcacagagct
tgacaaacat
cgccaccace
agaagcgata
cagggcgteg
ggattcacga
tcccgagete
tcacctggge
caaagacccg

tgocceggtge

62

tggcttgtcec
agcgcgcegte
gcgatcctga
aagtttttge
tttaaaaace
tcaagtgega
ttttegtgee
tgaccttcac
tagegetgga
teccgagetet
acctagaaac
gccaggagga
tectecccegg
cgcagccage
gcaaatggeg
ggaagcggcea
cgtaaatgee
tgcaccgaat
agctgcacga
gctaacccce
gacattgaca
gcgctgegat
agagaaaatt

gacacgggag

cagtatgttg

ctgagggcge
gcgtcgattg
cgcttttttg
cttttgtaaa
aagccagaaa
tacaaaattt
gegtgatttt
gacgaagtac
gtocgacgeg
cgatacgacg
tctogtggeg
cgcacagtag
cctgaccege
cgoegagegeyg
ctggaagtge
gcgagaatta
gegtttegtg
cggcagcagc
atacctgaaa
agtccaaacc
caccggectg
cacgtggctg
tccagggecag
aaacacagcc

ctctgacgea

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500



cgcgcageac
gaaaatecgag
aaaagcgcca
cattgateeg
aacgaccgag
ceggtggoca
tcgegtggat
acctaasaaa
aaaagccact
tgaagegtet
agocogtgat
tggtgagege
tcaggcoggtc
gatggcgega
gacagagacg
taaaaaggcc
aaaactagct
tgcaggttgg
tatgtctgaa
tgaactteca
acggttccce
tgaagctctc
gtaagcgcac
gaagccttge
ctttcaccct
ccectgatcge
acttgatcet
ccatatcace
caaactcttt
tcaccagaat
ctgttgaact

tgagcgetga

gcagcegtge
cacgtaaacc
gettggatceg
gtgtatgeeg
gaaatgaccc
ctgoacgtet
cgcctagetyg
cgaetatgage
gocggaagcaa
ggagagcetga
gagacggett
ctaaaagaca
ggagcagacy
cgtgtgegeg
cagagcagecc
gcagaacgct
aagtccagte
tttatgactyg
tttagegtgt
cgaggacgec
cegtaggggt
taggggggct
aaggactgct
coagoggaaa
aaattcgaga
ccttgcgacg
coggegttea
gtcggtactg
tatcagttgy
gacatcacct
gocggatgec

ggtctgecte
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ttgtectgga
cegaggteta
gegtgaatee
cagecaggeat
gegttttegg
cegacgatee
atcttatgga
aggagtttte
aagcacttgc
tegacggegt
ttegocaage
ccaagatcat
gcogtgagcc
gctacgtege
gagggcgaaa
ggaaagaccc
aacgacaagc
ttgagggaga
cacgtcagac
gtaaagctte
ctctctettyg
cacaccatag
cccaaagatc
tttecteocac
gattggattc
ttgctcgecgg
gectgtgeca
atccegtogt
atcatgtcgg
tectecaccet

ttgteggtaa

gtgaagaagy

cattgatgtg
cgcgattttyg
actgageggg
gagcageeceg
cgctgaccag
caccgegtac
ggttgectcge
tagcggacgy
cacgcttgaa
cogtgtacte
tttgactgtyg
cgacgcctac
tgatctgccg
taaaggccag
agctctggec
aaacagtgag
taggaaagct
gactggcteg
cgtgaataga
ccagtaaatg
goctecttte
gecagataacg
ttcaaagcca
cgagttogtg
ttaccgtgga
cggtgccgcet
cagccgacag
caataaaccg
cggtgtegeyg
tecatceteag
agatgeggtt

tgttgctgac

63

ccgagecace
gagegetggy
aaatgoccage
aatatgegee
gctttttcac
cgetggeatyg
atgatctecag
gcacgtatog
gcaagcctge
tggactgete
ggataccagt
gagcgtgect
ccgatgcgtg
ccagtcgtee
actatgggaa
tacgcccecgag
aaaggaaatc
tggcecgacaa
gcacttaagt
tgcocatcteg
taggtcggge
gtteceececace
ctgocogogac
cacaccccta
aattcttcge
ggttgcgett
gatggtgace
aaccgctaca
gccaagacgy
caaatccage
agcttttace

tcataccagg

aggeceggcgyg
cacgecetgga
tecatctgget
tgcetggetge
ataggctgag
cccagoacaa
gcacagaaaa
aagcggeaaqg
cgagcgoago
cagggegtge
taaaagogge
acaccgtcge
accgccagac
ctgctegtca
gacgtggcgg
cacagcgaga
gcttgaccat
tcaatgaagc
ctgecgggeat
taggcagaaa
tgattgectet
ggctcaccte
tccgettoge
tgccaagett
aaaaatcgtc
ggcttgaccg
accatttgcee
ccctgageat
tegagettet
cetteocegat
cctgecatett

cctgaatcge

1560
1620
1680
1740
1800
1860
1820
1880
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360

3420



cceatcatee
ccagttggtg
cgtgatctga
caagtcagcg
tecategagea
tgaaaaagcce
agatcctggt
ccctagtcaa
gagaatggca
tcgtcatcaa
agacgaaata
cgcaggaaca
acctggaatg
cggataaaat
atctcatctg
gcatcggget
gaccatttat
gacgtttccc
agttttattg
gacacaacgt
catctteceg
tccacctaca
gcgatteagg
cggagtgtat
tggcaggaga
cgcttecteg
ttacgaacgy
agggecgcegg
tgacgctcaa
cotggegget

ctgttatgge

agccagaaag
attttgaact
tccttcaact
taatgetcetg
tcaaatgaaa
gtttectgtaa
atcggtctge
aaataaggtt
aaagcttatg
aatcactcgc
cgagateget
ctgcecagege
ctgttttecee
gettgatggt
taacatcatt
tceccatacaa
acccatataa
gttgaatatg
ttcatgatga
ggctttgttg
acaacgcaga
acaaagctct
cctggtatga
actggcttac
aaaaaggctg
ctcactgact
ggcggagatt
caaagccgtt
atcagtggtg
cectegtgeg

cgegtttgte
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tgagggagee
tttgctttge
cagcaaaagt
ccagtgttac
ctgcaattta
tgaaggagaa
gattccgact
atcaagtgag
catttettte
atcaaccaaa
gttaaaagga
atcaacaata
ggggatcgea
cggaagagygc
ggcaacgcta
tcgatagatt
atcagcatce
gctcataaca
tatattttta
aataaatcga
cegtteegtyg
catcaaccgt
gtcagcaaca
tatgttggca
caccggtgeg
cgctacgcte
tcctggaaga
tttccatagg
gcgaaaceccg
ctetectgtt

tcatteccacg

acggttgatg
cacggaacgg
tcgatttatt
aaccaattaa
tteoatatcag
aactcacega
cgtccaacat
aaatcaccat
cagacttgtt
ccgttattca
caattacaaa
ttttcacetg
gtggtgagta
ataaattceg
cctttgecat
gtagcacetg
atgttggaat
ccccttgtat
tcttgtgcaa
acttttgetg
gcaaagcaaa
ggctccctca
cettetteac
ctgatgaggg
tcagcagaat
ggtcgttcga
tgccaggaag
cteoegececcee
acaggactat
cctgecttte

cctgacacte

64

agagctttgt
tctgegttgt
caacaaagcc
ccaattctga
gattatcaat
ggcagttcca
caatacaacc
gagtgacgac
caagcaggceca
ttcgtgattg
caggaatcga
aatcaggata
accatgcatc
teagecagtt
gtttcagaaa
attgccegac
ttaategegy
tactgtttat
tgtaacatca
agttgaagga
agttcaaaat
ctttctggct
gaggcagace
tgtcagtgaa
atgtgataca
ctgcggegag
atacttaaca
ctgacaagca
aaagatacca
ggtttacegy

agttcecgggt

tgtaggtgga
cgggaagatg
gccgtceocegt
ttagaaaaac
accatatttt
taggatggca
tattaattte
tgaateccggt
geccattacge
cgcctgagcg
atgcaaccgg
ttettectaat
atcaggagta
tagtctgace
caactctgge
attatcgega
cctegageaa
gtaagcagac
gagattttga
tcagatcacg
caccaactgg
ggatgatggg
tcageogetag
gtgctteatg
ggatatatte
cggaaatggce
gggaagtgag
tcacgaaatce
ggegtttecce
tgtcattecg

aggcagtteg

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

39690

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4580

5040

5100

5160

5220

5280



ctccaagetg
taactatecgt
tggtaattga
ggacaagttt
ctcagagaac
ttacgegeoag
ggaacgaaaa
agatcctttt
ggtctgacag
gttcatcecat
catetggoce
cagcaataaa
cctccatcca
gtttgcgeaa
cgacaatgtc
tctggttaag
atcgcctaca
gaggaggtaa
cgegtggacg
atgaaaattt
cccgttocat
atggtggcca
tgccagggga
aagagctcac
tcaaatcatg
aactccatca
caagggcgag
aaacggccac
gaccctgaay
caccttegge
cttetteaag

cgacggeaac

gactgtatge
cttgagtcca
tttagaggag
tggtgactge
cttcgaaaaa
accaaaacga
ctcacgttaa
aaattaaaaa
ttaccaatgc
agttgectga
cagtgotgoa
ccagccagee
gtctattaat
cgttgttgeco
gcacttcagy
gcagcacage
accttttgta
ctggecttctt
tcottaattgg
tagttgttga
gocgggatcg
actcgttgtg
acccattcgc
aggaagtgtt
acaaatcaat
gaaaccaact
gagctgttea
aagttcageg
ttcatctgeca
tacggectge
teocgecatge

tacaagaccc
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acgaacccce
acccggaaag
ttagtcttga
gectectcocaa
ccgeectgea
tctcaagaag
gggattttgg
tgaagtttta
ttaatcagtg
ctcocecccgteg
atgataceoge
ggaagggeceyg
tgttgccggg
attgctgeag
aggtcaagat
tcggtctegt
ggtaagaatt
tatgcttaag
gaggaagtct
tgacgagcaa
ggattaggtce
ggtgaatcag
agcgggttcg
cagactactt
tccccacaaa
ccggtacctg
cegggatggt
tgtceggoga
ccaceggcaa
agtgettege
cecgaaggeta

gogecogaggt

cgttcagtee
acatgcaaaa
agtcatgcge
gecagttace
aggcggtttt
atcatcttat
tcatgagatt
aatcaatcta
aggcacctat
tgtagataac
gagacodacy
agcgcagaag
aagctagagt
gtcgaccatg
cgacggtcag
ggacgtagag
taacaagagc
aggtgttagc
gtcacggact
getgtacgtt
ttgccatcgt
atgatggegg
aaaatgtcga
agagtgacgc
caacggtgag
aactttaaga
gcccatectg
gggcgaggge
getgecegty
cegetaceec
cgtccaggag

gaagttcgag

65

gaccgetgeg
gecaccactgy
cggttaaggce
teggttcaaa
ttegttttca
taaggggtet
atcaaaaagg
aagtatatat
ctcagcgatce
tacgatacgy
ctoacogget
tggtcctgea
aagtagtteg
cgcegttece
accgttcgea
cagttctaaa
cagttatctt
ataagtgaaa
ggaagacgaa
aatctatege
gaatcaggtt
aacgagaatc
tgattaaggt
ccocagcocaca
aacccggacce
aggagatatc
gtcgagetgg
gatgccacct
cectggeeca
gaccacatga
cgcaccatet

ggcgacacce

cecttatecgg
cagcagcceac
taaactgaaa
gagttggtag
gagcaagaga
gacgctcagt
atcttcacct
gagtaaactt
tgtctatttc
gagggcttac
ccagatttat
actttatccg
ccagttaata
agtggaaggc
tcccacgecg
ccttaaatte
ctcttaaaat
tatgttccaa
aagggtatcg
gcegteaget
gtgaatcgge
actattgatt
accaccacta
gggttcataa
gtgcatcgga
atatggtgag
acggegacgt
acggeoaagcet
cectegtgac
agcagcacga
tcottcaagga

tggtgaaccy

5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140

7200
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66

catcgagetyg zagggcatca acttcaagga ggacggeaac atcctgggge acaagetgga 7260
gtacaactac aacagecaca acgtcotatat catggocgac aagcagaaga acggcatcaa 7320
ggtgaacttc aagatccgcc acaacatcga gggcggcagce gtgcagctcg ccgaccacta 7380
ccagcagaac acccccatcg gcecgacggcecec cgtgetgetg cccgacaacc actacctgag 7440
ctaccagtce geccctgagea aagaccccaa cgagaagege gatcacatgg tcectgetgga 7500
gttegtgace gecegocggga tcactcetegg catggacgag ctgtacaagt aataaggate 7560
c 7561

<210> 38

<211>7102

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia de ADN de plasmido pSen0996 8c

<400> 38
cecctgeggeg tcgetgateg ccctegegac gttgtgeggg tggettgtec ctgagggege 60
tgcgacagat agctaaaaat ctgcgtcagg atcgeecgtag agecgegcgte gegtegattg 120
gaggcttccce ctttggttga cggtcttcaa tcgcoctctacg gcgatcctga cgettttttg 180
ttgcgtaceg tcgatcgttt tatttctgtce gatcccgaaa aagtttttge cttttgtaaa 240
aaacttctcg gtcgccccge aaattttcga ttccagattt tttaaaaacc aagccagaaa 300
tacgacacac cgtttgcaga taatctgtct ttcggaaaaa tcaagtgcga tacaaaattt 360
ttagcaccce tgagctgege aaagtcccge ttcgtgaaaa ttttegtgec gegtgatttt 420
ccgccaaaaa ctttaacgaa cgttcgttat aatggtgtca tgaccttcac gacgaagtac 480
caaaattggc ccgaatcatc agctatggat ctctectgatg tegegetgga gtccgacgeg 540
ctcgatgcty ccgtecgattt aaaaacggtg atcggatttt teccgagetet cgatacgacg 600
gacgcgcecayg catcacgaga ctgggccagt gccgegageg acctagaaac tcectegtggeg 660
gatcttgagyg agetggetga cgagetgegt getcggeage gecaggagga cgcacagtag 720
tggaggatcg aatcagttgc gcctactgcg gtggectgat tcctcccecgg cctgacccge 780
gaggacggcg cgcaaaatat tgctcagatg cgtgtcgtge cgcagccage cgcgagcgeg 840
ccaacaaacg ccacgccgag gagctggagg cggctaggte gcaaatggeg ctggaagtge %00
gtcccccgag cgaaattttg gccatggtcg tcacagagct ggaagcggca gcgagaatta 860
tccgegateg tggegeggtg cccgecaggcea tgacaaacat cgtaaatgeoe gegtttegtg 1020
tggccgtgge cgoccaggac gtgtcagege cgocaccace tgcaccgaat cggcagcage 1080
gtegegegte gaaaaagege acaggeggca agaagcegata agetgcacga atacctgaaa 1140



aatgttgaac
tgggagaaag
gaaattttcc
gacgagegaa
caagacccgc
gaagttatac
cgegeagcac
gaaaatcgag
aaaagcgcca
cattgatecy
aacgaccgag
ccggtggeca
tcgecgtggat
acctaaaaaa
aaaagccact
tgaagcgtct
cgcecgtgat
tggtgagege
tcaggcggtc
gatggcegega
gacagagacyg
taaaaaggcc
aaaactagct
tgecaggttgg
tatgtctgaa
tgaacttcca
acggttecoce
tgaagctctce
gtaagcgecac
gaagccttge
ctttecacccet

cocctgatege

gecececcogtgag
cgctcaaaaa
getgatetgt
gaccgecgeg
gacttcgecca
cgagttggtt
gecageegtge
cacgtaaacc
gocttggatcg
gtgtatgeeyg
gaaatgacece
ctgcacgtct
cgcctagctyg
cgctatgagc
gcggaagcaa
ggagagctga
gagacggctt
ctaaaagaca
ggagcagacg
cgtgtgegeg
cagagcagcc
gcagaacgek
aagtccagtc
tttatgactg
tttagcgtgt
cgaggacgcc
cegtaggggt
taggggggct
aaggactgct
cecgoggaaa
aaattcgaga

ccttgegacy
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cggtaactca
tgactectage
tcgacacceca
aattectege
gegettggat
caaaatcget
ttgtoctgga
coegaggteta
gcgtgaatcc
cagcaggeat
gegttttagy
ccgacgatcco
atcttatgga
aggagttttc
aagcacttgec
tcgacggegt
ttecgeccacge
ccaagatcat
gocgtgagee
gctacgtege
gagggcgaaa
ggaaagacce
aacgacaagc
ttgagggaga
cacgtcagac
gtaaagcttc
ctctetettg
cacaccatag
cecaaagate
tttectecac
gattggatte

ttgctegegy

cagggegteg
ggattcacyga
tccocgagete
tecacetggge
caaagacccy
tgccoggtge
cattgatgtg
cgogattttg
actgagcgygg
gagcagecey
cgotgaccag
caccgecgtac
ggttgctcge
tagcggacgy
cacgcttgaa
ccegtgteccte
tttgactgtg
cgacgectac
tgatctgeeg
taaaggccag
agctctggec
aaacagtgag
taggaaagct
gactggoteg
cgtgaataga
ccagtaaatg
gcectecttte
gcagataacg
ttcaaagcca
cgagttegtg
ttacegtgga

cggtgccget

67

gctaacccee
gacattgaca
gegetgegat
agagaaaatt
gacacgggag
cagtatgttyg
cogagocace
gagegetggg
aaatgccage
aatatgecgee
gottttteoac
cgctggeatg
atgatctcag
gcacgtatcg
gcaagcctge
tggactgctc
ggataccagt
gagegtgect
ccgatgegtg
cecagtegtee
actatgggaa
tacgecegag
aaaggaaatc
tggoogacaa
gcacttaagt
tgccatctcg
taggteggge
gtteocccace
ctgeccgegac
cacaccecta
aattcttege

ggttgcgett

agtccaaacce
caccggeety
cacgtggctg
tecagggeag
aaacacagcc
ctetgacgea
aggccggcegg
cacgoctgga
tcatctggcet
tgectggetge
ataggotgag
cccagcacaa
gcacagaaaa
aagcggcaag
cgagcgcege
cagggegtge
taaaagcgge
acaccgtege
accgccagac
ctgctegtea
gacgtggcgy
cacagcgaga
gcttgaccat
tcaatgaage
ctgcgggeat
taggcagaaa
tgattgetet
ggcteoaccte
tecgetteoge
tgccaageott
aaaaategte

ggcttgaccy

1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000

3060



acttgatcct
ccatatcacc
caaactcttt
tcaccagaat
ctgttgaact
tgagcgetga
cccatcatce
accagttggtyg
cgtgatcectga
caagtcagcg
tcatcgagea
tgaaaaagcc
agatcctggt
coctegteaa
gagaatggca
tegtcatcaa
agacgaaata
cgcaggaaca
acctggaatg
cggataaaat
atctecatetg
gcatcgggct
gcccatttat
gacgtttece
agttttattg
gacacaacgt
catcttecey
tccacctaca
gcgattcagg
cggagtgtat

tggcaggaga

ccggegttea
gtcggtactg
tatcagttgg
gacatcacct
geeggatgeo
ggtctgecte
agccagaaag
attttgaact
teccttcaact
taatgctctg
tcaaatgaaa
gtttetgtaa
atcggtctge
aaataaggtt
aaagcttatg
aatcactcge
cgegataget
ctgccagcgce
ctgttttcce
gettgatggt
taacatcatt
tcccatacaa
acccatataa
gttgaatatg
ttcatgatga
ggctttgttyg
acaacgcaga
acaaagctct
cctggtatga
actggettac

aaaaaggetg
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goctgtgeca
atcccecgtegt
atcatgtcgg
tcctecacct
ttgteggtaa
gtgaagaagg
tgagggagcce
tttgetttge
cagcaaaagt
ccagtgttac
ctgcaattta
tgaaggagaa
gattccgact
atcaagtgag
catttettte
atcaaccaaa
gttaaaagga
atcaacaata
ggggatcgcea
cggaagagge
ggcaacgcta
tcgatagatt
atcagcatce
gctcataaca
tatattttta
aataaatcga
cogtteegtyg
catcaaccgt
gtcagcaaca
tatgttggea

caccggtgeg

cagcecgacag
caataaaccg
cggtgtcgeg
tcatcctcag
agatgeggtt
tgttgectgac
acggttgatg
cacggaacgg
tegatttatt
aaccaattaa
ttocatatcag
aactcaccga
cgtccaacat
aaatcaccat
cagacttgtt
cegttattea
caattacaaa
ttttcacctg
gtggtgagta
ataaattccg
cetttgeecat
gtcgecacctg
atgttggaat
ccccttgtat
tettgtgeaa
acttttgctyg
gcaaagcaaa
ggctccctca
ccttettcac
ctgatgaggg

tcagcagaat

68

gatggtgace
aaccgctaca
gccaagacgy
caaatccage
agcttttace
tcataccagg
agagetttgt
tetgegttgt
caagaaagee
ccaattctga
gattatcaat
ggcagttcca
caatacaacc
gagtgacgac
caacaggcca
ttcgtgattg
caggaataga
aatcaggata
accatgcatc
tcageecagtt
gtttcagaaa
attgcccgac
ttaatcgcogg
tactgtttat
tgtaacatca
agttgaagga
agttcaaaat
ctttetgget
gaggcagacc
tgtcagtgaa

atgtgataca

accatttgee
ccctgagcecat
tcgagcttct
ccttoccgat
cetgeatott
cctgaatcege
tgtaggtgga
cgggaagatg
geegtecegt
ttagaaaaac
accatatttt
taggatggca
tattaatttc
tgaatcceggt
gccattacge
cgcctgageg
atgcaaccgg
ttcttctaat
atcaggagta
tagtctgace
caactetgge
attatcgcga
cctcgageaa
gtaagcagac
gagattttga
tcagatcacg
caccaactgyg
ggatgatggg
tcagcgetag
gtgettecatg

ggatatatte

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3200

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920



cgcttecteg
ttacgaacgy
agggccgedyg
tgacgctecaa
coctggegget
ctgttatgge
ctccaagctg
taactatogt
tggtaattga
ggacaagttt
atcagagaac
ttacgcgeag
ggaacgaaaa
agatcctttt
ggtctgacag
gttcatcecat
catctggcee
cagcaataaa
cctccatcea
gtttgegeaa
ctcttaaaat
tatgttccaa
aagggtatcg
ccactaaaga
tcataatcaa
ggtcgagctg
cgatgccoace
gccoctggeoece
cgaccacaty
gegeaccate
gggcgacace

catcctgggg

ctcactgact
ggcggagatt
caaagcceght
atcagtggtyg
ccctegtgeyg
cgegtttgte
gactgtatgc
cttgagtcea
tttagaggag
tggtgactge
octtogaaaaa
accaaaacga
ctcacgttaa
aaattaaaaa
ttaccaatge
agttgcctga
cagtgctgea
ccagccagee
gtctattaat
cgttgttgee
gaggaggtaa
cgegtggacg
atgtgaaccc
gctecacagga
atcatggtga
gacggcgacyg
tacggecaagce
accctegtga
aageagceacy
ttecttecaagyg
ctggtgaacce

cacaagctgyg

caagcagaag aacggcatca

cgtgeagete gocgaccact

goccgacaac cactacctga

cgatcacatyg gtoctgetgyg

gctgtacaag taataaggat
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cgctacgecte
tectggaaga
tttccatagg
gegaaaceceg
ctctcctgtt
tcatteocacg
acgaaccece
acccggaaag
ttagtcttga
gctoctecaa
cegaoootgoa
tctcaagaag
gggattttgg
tgaagtttta
ttaatcagtg
ctcecoegteg
atgataccge
ggaagggccy
tgttgecggg
attgetgeag
ctggcttett
tettaattgg
attcgcagcg
agtgttecaga
gcaagggcga
taaacggcca
tgaccctgaa
ccaccttogg
acttettcaa
acgacggeaa
geategaget
agtacaacta
aggtgaactt
accagcagaa
gctaccagte
agttegtgac

cc

ggtegttega
tgccaggaayg
ctcocgeccee
acaggactat
cctgecttte
cotgacacte
cgttcagtcc
acatgcaaaa
agtcatgcge
gecagttace
aggeggttet
atcatcttat
tcatgagatt
aatcaatcta
aggcacctat
tgtagataac
gagacccacg
agcgcagaag
aagctagagt
gtcogacaatt
tatgcttaag
gaggaagtct
ggttcgaaaa
ctacttagag
ggagctgttc
caagttcagc
gtteatetge
ctacggeccetg
gtcegecaty
ctacaagacc
gaagggcatc
caacagccac
caagatccge
cacceccate
cgecctgage

cgeageeggy
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ctgeggegag
atacttaaca
ctgacaagca
aaagatacca
ggtttaccgg
agttcegggt
gaccgetgeg
gcaccactgg
cggttaagge
teggttcaaa
ttogttttea
taaggggtct
atcaaaaagg
aagtatatat
ctcagcgatce
tacgatacgg
ctcaceggct
tggtectgea
aagtagttcg
taacaagagce
aggtgttage
gtcacggact
tgtcgatgat
tgacgococa
accggggtgy
gtgtccggeg
accaceggca
cagtgectteg
ccegaagget
cgogecgagy
aacttcaagg

aacgtctata

cggaaatgge
gggaagtgag
tcacgaaatc
ggegtttece
tgtcattccg
aggcagttcg
ccttatcegg
cagcagecac
taaactgaaa
gagttggtag
gagcaagaga
gacgctcagt
atcttcacct
gagtaaactt
tgtctatttc
gagggcttac
ccagatttat
actttatccg
ccagttaata
cagttatott
ataagtgaaa
ggaagacgaa
taaggtacca
gocacagggt
tgcccatcct
agggcgaggg
agctgeeegt
cccgetacec
acglteccagga
tgaagttcga
aggacggcaa

tcatggecga

cacaacatcg agggcggcag
ggcgacgygce cegtgetget
aaagacccca acgagaagoeg

atcactceteg gecatggacga

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6800

6960

7020

7080

7102
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<210> 39

<211> 9463

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> secuencia de ADN de plasmido pSen0996 8e

<400> 39
cecctgeggeg tcgetgateg ccctegegac gttgtgeggg tggecttgtec ctgagggege 60
tgcgacagat agctaaaaat ctgcgtcagg atcgeecgtag agecgegcgte gegtegattg 120
gaggcttccc ctttggttga cggtcttcaa tcgectctacg gcgatcctga cgecttttttg 180
ttgegtaceg tegateogttt tatttetgte gateocegaaa aagtttttge cttttgtaaa 240
aaacttcteg gtcgeccege aaattttega ttccagattt tttaaaaace aagcecagaaa 300
tacgacacac cgtttgcaga taatctgtet ttceggaaaaa tcaagtgega tacaaaattt 360
ttagcaccce tgagctgege aaagtcccge ttcogtgaaaa ttttegtgee gegtgatttt 420
ccgccaaaaa ctttaacgaa cgttegttat aatggtgtca tgaccttcac gacgaagtac 480
caaaattgge ccgaatcatce agctatggat ctotcetgatg teogegetgga gtcoccgacgeg 540
ctcgatgcectg ccgtcgattt aaaaacggtg atcggatttt tccgagctct cgatacgacg €00
gacgcgecag catcacgaga ctgggeccagt gecgegageg acctagaaac tctegtggeg 660
gatcttgagg agctggotga cgagetgegt getcggeage gecaggagga cgcacagtag 720
tggaggatcg aatcagttge gectactgeg gtggoctgat tecteccegg cctgaccege 780
gaggacggcog cgcaaaatat tgcotcagatg cgtgtegtge cgeagecage cgoegagaegeg 840
ccaacaaacy ccacgoecgag gagotggagyg cggotaggte goaaatggeg ctggaagtge 800
gtcccoccgag cgaaattttg geccatggtceg tcacagaget ggaageggea gogagaatta 860
tccgegatcg tggogeggtg ccocgcaggcea tgacaaacat cgtaaatgec gegtttcegtg 1020
tggcecgtgge cgoccaggac gtgtcagege cgocaccace tgcaccgaat cggcagcage 1080
gtcgcgecgtc gaaaaagcgec acaggcggca agaagcgata agctgcacga atacctgaaa 1140
aatgttgaac gcccegtgag cggtaactca cagggecgteg gctaacceee agtecaaace 1200
tgggagaaag cgctcaaaaa tgactctage ggattcacga gacattgaca caceggectg 1260

70



gaaattttec
gacgagcgaa
caagacccgc
gaagttatac
cgegeagcac
gaaaatcgag
aaaagcgcca
cattgatcog
aacgaccgag
ceggtggeca
tegogtggat
acctaaaaaa
aaaagccact
tgaagcgtct
cgcccgtgat
tggtgagegce
tecaggeggtce
gatggcgeoga
gacagagacg
taaaaaggcc
aaaactagct
tgcaggttgg
tatgtctgaa
tgaacttcoca
acggttcccc
tgaagctctc
gtaagecgceac
gaagccttge
ctttcaccct
ccctgatege
acttgatcct

ccatatcacc

getgatetgt
gacegecgey
gacttcgcca
cgagttggtt
gcagccgtge
cacgtaaacc
gettggateg
gbtgtatgcog
gaaatgaccc
ctgoacgtet
ogoctagety
cgctatgagce
gocggaagcaa
ggagagctga
gagacggctt
ctaaaagaca
ggagcagacyg
cgtgtgegeg
cagagcagcc
geagaacget
aagtccagtce
tttatgactyg
tttagcgtgt
cgaggacgoc
ccgtaggggt
taggggggct
aaggactgct
cocogoggaaa
aaattcgaga
cettgegacy
coggegttea

gtcggtactyg
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tcgacaccceca
aattectege
gegettggat
caaaateget
ttgtcctgga
cegaggteta
gegtgaatec
cagcaggceat
gcgttttegg
cecgacgatee
atcttatgga
aggagttttc
aagcacttgc
tcgacggegt
ttcgecacge
ccaagatcat
gcegtgagee
getacgtege
gagggcgaaa
ggaaagaccce
aacgacaagc
ttgagggaga
cacgtcagac
gtaaagette
ctctctettg
cacaccatag
cccaaagate
tttecteocac
gattggattc
ttgetegegg
gectgtgeca

atccogtegt

teecegagete
tcacctggyge
caaagaccceqg
tgoeceggtge
cattgatgtg
cgcgattttg
actgagcggg
gageagoecy
cgctgaccag
caccgegtac
ggttgetoge
tagcggacygyg
cacgcttgaa
cegtgtecte
tttgactgtg
cgacgcctac
tgatctgceg
taaaggccag
agctctggec
aaacagtgag
taggaaagct
gactggcteg
cgtgaataga
ccagtaaatg
gectocttte
gcagataacg
ttecaaagcea
cgagttegtg
ttacegtgga
cggtgeeget
cagccgacag

caataaaccg
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gegetgegat
agagaaaatt
gacacgggaqg
cagtatgttg
ccgagocace
gagegetggy
aaatgocageo
aatatgaogoe
gctttttcac
cgetggeaty
atgateoteag
gcacgtatcg
gcaagcctge
tggactgectc
ggataccagt
gagcgtgect
cegatgegtg
ccagtecgtce
actatgggaa
tacgccegag
aaaggaaatc
tggcegacaa
gcacttaagt
tgoecatcteg
taggteggge
gttcceccace
ctgeocgegac
cacaccccta
aattcttege
ggttgegett
gatggtgace

aaccgctaca

cacgtggctg
teccagggcay
aaacacagcc
ctetgacgea
aggccggcgyg
cacgectgga
tcatctgget
tgctggetge
ataggctgag
cccagcacaa
gcacagaaaa
aagcggcaag
cgagcgccgo
cagggegtge
taaaagcggce
acaccgtcge
accgccagac
ctgctegtea
gacgtggcgg
cacagcgaga
gcttgaccat
tcaatgaagec
ctgcgggeat
taggcagaaa
tgattgectct
ggctcacctc
teegettege
tgccaagett
aaaaatcgte
ggcttgaceg
accatttgcee

ccctgageat

1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120

3180



caaactettt
tcaccagaat
ctgttgaact
tgagegetga
cccatecateco
ccagttggtg
cgtgatctga
caagtcageg
tcatcgagca
tgaaaaagcc
agatcctggt
cocctogtcaa
gagaatggca
tegtecateaa
agacgaaata
cgcaggaaca
acctggaatg
cggataaaat
atctcatctg
gcategggct
gcceatttat
gacgtttccc
agttttattg
gacacaacgt
catctteceg
tccacctaca
gogatteoagy
cggagtgtat
tggcaggaga
cgettecteg

ttacgaacgg

tatcagttgg
gacatcacct
gccggatgec
ggtctgecte
agccagaaag
attttgaact
tecttcaact
taatgetetg
tcaaatgaaa
gtttctgtaa
atcggtetge
aaataaggtt
aaagcttatg
aatcactege
cgcgatcget
ctgcecagege
ctgttttece
gcttgatggt
taacatcatt
tceocatacaa
acccatataa
gttgaatatg
ttcatgatga
ggectttgttg
acaacgcaga
acaaagctct
cctggtatga
actggcttac
aaaaaggctg
ctcactgact

ggcggagatt
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atcatgtcgg
tcctccacct
ttgtcggtaa
gtgaagaagg
tgagggagcc
tttgetttge
cagcaaaagt
ccagtgttac
ctgcaattta
tgaaggagaa
gattcegact
atcaagtgag
catttcttte
atcaaccaaa
gttaaaagga
atcaacaata
ggggategea
cggaagaggc
ggcaacgcta
tcgatagatt
atcagecatce
gctcataaca
tatattttta
aataaatcga
cegttecgtyg
catcaaccgt
gtcagcaaca
tatgttggca
caccggtgcg
cgetacgete

tcctggaaga

cggtgtegeg
tcatcctcag
agatgcggtt
tgttgctgac
acggttgatg
cacggaacgg
toegatttatt
aaccaattaa
ttcatatecag
aactcaccga
cgtccaacat
aaatcaccat
cagacttgtt
cegttattea
caattacaaa
ttttcacctg
gtggtgagta
ataaattccg
cctttgccat
gtecgecacctg
atgttggaat
ccccttgtat
tcttgtgeaa
acttttgctg
gcaaagcaaa
ggctcecctca
ccttetteac
ctgatgaggg
tcagcagaat
ggtegttega

tgccaggaag

72

gecaagacgy
caaatccagc
agcttttacc
tcataccagg
agagctttgt
tctgegttgt
caacaaagcc
ccaattctga
gattatcaat
ggcagttcca
caatacaacc
gagtgacgac
caacaggcca
ttecgtgattyg
caggaatcga
aatcaggata
accatgoate
tcagccagtt
gtttcagaaa
attgeccecgac
ttaategegg
tactgtttat
tgtaacatca
agttgaagga
agttcaaaat
ctttctgget
gaggcagace
tgtcagtgaa
atgtgataca
ctgeggegag

atacttaaca

tecgagettet
ccttececegat
cctgcatctt
cctgaatege
tgtaggtgga
cgggaagatg
geegtcoogt
ttagaaaaac
accatatttt
taggatggca
tattaattte
tgaatccggt
gccattacge
cgectgageg
atgcaaccgg
ttettctaat
atcaggagta
tagtctgacc
caactctggc
attategega
cctegageaa
gtaagcagac
gagattttga
tcagatcacg
caccaactgg
ggatgatggg
tecagegetag
gtgectteatg
ggatatattc
cggaaatgge

gggaagtgag

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040



agggccegegg
tgacgctcaa
cctggegget
ctgttatgge
ctccaagctg
taactategt
tggtaattga
ggacaagttt
ctcagagaac
ttacgegeag
ggaacgaaaa
agatcctttt
ggtctgacag
gttcatccat
catctggcec
cagcaataaa
cctecatcea
gtttgcgecaa
cgacaatgtc
totggttaag
atcgcecctaca
gaggaggtaa
cgcgtggacyg
atgaaaattt
tcgttcaacg
gacaaggaac
gaggtctgte
cgcgataatg
aaaccatttg
gtggaatcaa
cttgacccag

gagttcgege

caaagccgtt
atcagtggtyg
caoctegtgeyg
cgegtttgte
gactgtatgce
cttgagtcca
tttagaggag
tggtgactge
cttcgaaaaa
accaaaacga
ctcacgttaa
aaattaaaaa
ttaccaatgc
agttgcctga
cagtgctgea
ccagccagee
gtctattaat
cgttgttgece
gcacttcagy
geagcacage
accttttgta
ctggettcett
tcttaattgg
tagttgttga
gatacaacgt
agcctgcettt
gocaccetteg
tttetgateg
ctecttgaaga
atcagagttc
aaagtcgaga

tectgcaatt
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ttteccatagg
gogaaacecyg
ctcteoctgtt
tecatteocacg
acgaaccece
acccggaaag
ttagtcttga
goetectocaa
ccgcoctgea
tctcaagaag
gggattttgg
tgaagtttta
ttaatcagtg
ctccecegteg
atgataccge
ggaagggccg
tgttgeceggg
attgectgecag
aggtcaagat
teggtetegt
ggtaagaatt
tatgcttaag
gaggaagtct
tgacgagcaa
tgttctegeca
ggtgatcctc
cagcgaagge
tgttggtgge
goctgttggeg
cagcattgaa
tgtectacege

getectcaaa

ctecgeccee
acaggactat
cctgocttte
cotgacacte
cgttcagtcc
acatgcaaaa
agtcatgcge
gocagttace
aggcggtttt
atcatcttat
tcatgagatt
aatcaatcta
aggcacctat
tgtagataac
gagacccacyg
agcgcagaag
aagctagagt
gtogacecatg
cgacggtcag
ggacgtagag
taacaagagc
aggtgttagc
gtcacggact
gotgtacgtg
gaagacggca
gatgtcatga
gatgategge
cteogatgeag
cgcgtecgtt
caggctetat
aacggacgceg

aaccaaagga

73

ctgacaagca
aaagatacca
ggtttaccgg
agttcegggt
gaccgetgeg
gcaccactgyg
cggttaagge
toeggttcaaa
ttogttttca
taaggggtet
atcaaaaagyg
aagtatatat
ctcagcgatce
tacgatacgg
ctcaccgget
tggtcctgea
aagtagtteg
cgeegttece
accgttcgea
cagttctaaa
cagttatctt
ataagtgaaa
ggaagacgaa
actcoccttgeg
tccaagcact
tgcctggtat
caattcttat
gcgoagatga
cactggtgcyg
tatecttgtgg
ccatcageet

aagtgctcac

tcacgaaatc
ggcgtttcce
tgtcattceg
aggcagtteg
cecttatecogg
cagcagccac
taaactgaaa
gagttggtag
gagcaagaga
gacgctcagt
atottcacet
gagtaaactt
tgtctatttc
gagggcttac
ccagatttat
actttatccg
ccagttaata
agtggaaggc
tcccacgecg
ccttaaatte
ctcttaaaat
tatgttccaa
aagggtatcg
acgttoeocett
agagatgatt
ggacggactt
tettactgee
ctatttgget
tcgectcoctgea
cgatttgacg
tactcgaaca

tcgecgeccag

5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5840
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6500

6960



attttggaag
attggatacc
cgaggagtcg
gggaaaatgg
ggcgettgge
ctgecatattg
aagcggatge
aaattgetet
gggaatacgt
aagcggggaa
cgggcacagt
ttggcgteat
tcatcattgce
tegaacgaac
tgactcgtag
agttggtgge
ttgaattget
atggccttca
ttgttgatct
tgttggaaat
ccgagactgt
atgttttgga
cacagatcga
aaaaagaacg
cgggateggg
tegttotaggy
ccattcgeay
ttcagactac
attcccecaca
ctecggtace

cacecggggtg

aggtatgggg
ttcgacgcaa
gatacgtcct
goetgeoccet
tttgetgage
gtctgtetee
aatgettgga
gttaggtgaa
catcggtgaa
acagatcctc
ggtggttttt
tetcttgate
gaaggagggyg
tgatgagett
tttcaatgac
agatgecagga
gttgatggea
gcgtgatgta
tgcgecgtgaa
tgcgettgac
ggattggaaa
taatgccatt
caaagcaacg
aggattagtt
attaggtett
tgaatcagat
cgggttogaa
ttagagtgac
aacaacggtg
tgaactttaa

gtgceccatee
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ctgegattte
gactgaattg
gcgagagacc
accgaaagtg
gocactttgg
agctatgtca
cgagccagtyg
tatgccagtg
tccatateac
gtaacaagtg
gctaaagata
attggeggca
ctgaaaccac
cgtgegatte
atgctcaagg
cacgagctga
accaacagtg
ttggcgcaga
gaaaccgccg
cgaatggaaa
ctgetgggeg
aaatggtcge
gtocgeattg
ttggaacggt
gccategtga
gatggeggaa
aatgtegatg
gccccageca
agaacccgga
gaaggagata

tggtcgaget

cocactteag
gaaggagaag
gctcococgtgac
atgactcoga
tagectttege
ccaactcaat
aagcgggatt
acactcgaat
tgectgatte
ctgagcgcat
tggtggatac
gtggtgtttt
tgtcaaagct
cegtagtggg
cactgcggga
aaactccact
gaggateggg
tgaccgaaat
aaacgtcaag
gecgtegeat
atgattttte
ctgagaatgg
ttattgatga
tctatecgege
atcaggttgt
cgagaatcac
attaaaccac
cagggttcat
ccgtgecateg
tcatatggtyg

ggacggcgac
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gcaatgecct
accgcectgat
attaaggcga
cggttcaatyg
cgttggtgtt
cgatcgtgat
ctatgcaace
cgoccttaate
agatttectt
tctcatgaaa
cgatoggeag
ggcgtegatt
gcagcgtgcece
aaatgatgag
gtctegtace
gacctcaatg
aatccccaag
gtctgatttg
cattgtagat
gacggtgegyg
cttaaccagg
cattgttcga
ttcagggcct
cgtcagetee
gaateggeat
tattgatttg
taaagagete
aatcaaatca
gaaactccat
agcaagggcg

gtaaacggcce

cgaggtctac
ccatacagta
atcggcgcag
tegttgogtt
attactgttg
ctggaaaaac
gcagaaaccg
ccacctgggt
aagagtaaag
cgagatagct
ctoacggtge
ctgettggtt
gtcgaagaga
ttegetaagt
cggcaatctce
cggacaaata
gaagaattgg
attggtgatc
ctcaaccaag
atagatgttt
geattagtaa
gtgtcgatgt
ggaattgectg
cgtteccatge
ggtggccaac
ccaggggaac
acaggaagty
tgacaaatca
cagaaaccaa
aggagcetgtt

acaagtteoag

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820



cgtgtcegge
caccaccgge
gecagtgette
goccgaagge
ccgogecgag
caacttcaag
caacgtctat
ccacaacate
cggcgacgge
caaagaccce

gatcactete

gagggcgagyg
aagctgeoceg
gcoegetace
tacgtccagg
gtgaagttcg
gaggacggca
atcatggeceg
gagggcggea
ccogtgoetge
aacgagaagc

ggcatggacg
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gcgatgeeac
tgccectggee
ccgaccacat
agcgoaccat
agggcgacac
acatecctggg
acaagcagaa
gcgtgcaget
tgooccgacaa
gcgatcacat

agctgtacaa

ctacggcaag
caccetagtyg
gaagcagcac
cttetteaag
cctggtgaac
gcacaagetg
gaacggcate
cgcegaccac
ccactacetyg
ggtecctgetg

gtaataagga

75

ctgaccctga
accacctteg
gacttcttca
gacgacggca
cgecatogage
gagtacaact
aaggtgaact
taccagcaga
agctaccagt
gagttcgtga

tce

agttcatctg
gctacggect
agtccgeccat
actacaagac
tgaagggcat
acaacagcca
tcaagateceg
acacccecat
cogecctgag

cocgecgeegg

8880

8940

9000

9060

9120

2180

9240

9300

9360

9420

9463
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REIVINDICACIONES

1. Una célula microbiana que esta modificada genéticamente con respecto a su tipo silvestre y que comprende una
secuencia génica que codifica una proteina fluorescente, en la que la expresion de la proteina fluorescente depende
de la cantidad de proteina que se secreta a través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosélico, en la que
la secuencia génica que codifica la proteina fluorescente esta bajo el control de al menos un promotor heterélogo que,
en la célula fuente, controla la expresion de un gen del cual la expresion en la célula fuente depende de la cantidad
de proteina que se secreta a través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosolico.

2. La célula microbiana de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que la célula es una célula del género
Corynebacterium, Escherichia, Bacillus o Mycobacterium.

3. La célula microbiana de acuerdo con la reivindicacién 2, en la que el promotor se selecciona entre el grupo que
consiste en el promotor cg0706 que tiene SEQ ID NO 01 o un promotor derivado del mismo, el promotor cg0996 que
tiene SEQ ID NO 02 o un promotor derivado del mismo, el promotor cg0998 que tiene SEQ ID NO 03 o un promotor
derivado del mismo, el promotor cg1325 que tiene SEQ ID NO 04 o un promotor derivado del mismo, el promotor htrA
que tiene SEQ ID NO 07 o un promotor derivado del mismo, el promotor lial que tiene SEQ ID NO 09 o un promotor
derivado del mismo y el promotor mprA que tiene SEQ ID NO 13 o un promotor derivado del mismo, en el que la
expresion "promotor derivado del mismo" como se ha utilizado anteriormente comprende todos los acidos nucleicos
que son al menos un 70 % idénticos a la secuencias génicas mencionadas anteriormente, siendo la identidad, la
identidad sobre la longitud total del acido nucleico correspondiente.

4. La célula microbiana de acuerdo con la reivindicacion 3, en la que la secuencia génica que codifica la proteina
fluorescente esta bajo el control de una combinacién del promotor cg0996 que tiene SEQ ID NO 02 o un promotor
derivado del mismo y el promotor cg0998 que tiene SEQ ID NO 03 o un promotor derivado del mismo, en la que el
promotor ¢cg0996 o el promotor derivado del mismo esta situado cadena arriba del promotor cg0998 o el promotor
derivado del mismo.

5. Un método para la identificacion de una célula microbiana que se caracteriza por una secrecion aumentada de
proteina a través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosélico en una suspension celular, comprendiendo
el método las etapas:

a1) provision de una suspension celular que comprende células de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 4;
a2) modificacion genética de las células para obtener una suspension celular en la que las células difieren con
respecto a la cantidad de proteina que se secreta a través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosolico;
a3) identificacion de células individuales en la suspension celular que tengan una secrecion aumentada de proteina
a través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosélico.

6. El método de acuerdo con la reivindicacion 5, que comprende ademas la etapa del método: a4) separacion de las
células identificadas desde la suspension celular.

7. El método de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que la separacion se realiza por medio de citometria de flujo.

8. Un método para laidentificacién de una célula microbiana que se caracteriza por una alta secrecién de una proteina
deseada a través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosélico en una suspension celular o para la
identificacion de una suspensioén celular que comprende células que se caracterizan por una alta secrecion de una
proteina deseada a través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosélico, comprendiendo el método las
etapas:

1) provision de

i) una suspension celular que comprende una pluralidad de células de acuerdo con una de las reivindicaciones
1 a4, en la que las células en la suspension celular difieren entre si con respecto a la cantidad de proteina que
se secreta a través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosélico,

o]

ii) una pluralidad de suspensiones celulares, comprendiendo cada suspension celular, células de acuerdo con
una de las reivindicaciones 1 a 4;

B2) cultivo de diferentes células en la suspension celular o de las diferentes suspensiones celulares de modo que
las células produzcan la proteina deseada;

B3) identificacion de células individuales en la suspension celular que tienen una alta secrecion de la proteina
deseada a través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosélico o identificacion de suspensiones celulares
individuales que tienen una alta secrecioén de la proteina deseada a través de la membrana citoplasmica al espacio
extracitosalico.

9. Un método para la identificacion de una composicién de medio de cultivo que esta optimizada para la produccién
recombinante de una proteina deseada, comprendiendo el método las etapas:

y1) provision de una pluralidad de medios de cultivo que se diferencian entre si con respecto a la composicion del
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medio del cultivo;

y2) cultivo de células microbianas de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 4 en los diferentes medios de
cultivo de modo que las células produzcan la proteina deseada, obteniendo de este modo una pluralidad de
suspensiones celulares en las que las células de las suspensiones celulares, debido a la diferencia en la
composicion de los medios de cultivo, difieren entre si con respecto a la cantidad de secrecién de la proteina
deseada que se secreta a través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosdlico;

y3) identificacion de aquellas suspensiones celulares que comprenden células que tienen una alta secrecién de la
proteina deseada a través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosélico.

Un método para la identificacion de condiciones de cultivo que estan optimizadas para la produccion recombinante

de una proteina deseada, comprendiendo el método las etapas:

11.

01) provision de una pluralidad de suspensiones celulares que comprenden células de acuerdo con una de las
reivindicaciones 1 a 4;

02) cultivo de las células microbianas en estas suspensiones celulares en condiciones de cultivo diferentes de
modo que las células produzcan la proteina deseada de modo que las células en las diferentes suspensiones
celulares, debido a la diferencia en las condiciones de cultivo, difieren entre si con respecto a la cantidad de la
proteina deseada que se secreta a través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosoélico;

03) identificacion de aquellas suspensiones celulares que comprenden células que tienen una alta secrecion de la
proteina deseada a través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosélico.

Un método para la identificacion de un compuesto que se caracteriza por una actividad antibiética debida de su

propiedad de dafar la membrana de una célula bacteriana, comprendiendo el método las etapas:

12.

€1) provision de una suspension celular que comprende las células de acuerdo con una de las reivindicaciones 1
a4;

€2) cultivo de las células en la suspension en presencia del compuesto;

€3) determinacion de la actividad antibiética y actividad antibiotica dependiente de la concentracion del compuesto
mediante deteccion de la actividad de fluorescencia intracelular.

Un método para analizar el efecto de un compuesto que se caracteriza por una actividad antibiética debida de su

propiedad de dafiar la membrana de una célula bacteriana sobre una poblacion de células bacterianas genéticamente
diferentes o células genéticamente idénticas en estados fisioldgicos diferentes o fases de crecimiento diferentes,
comprendiendo el método las etapas:

13.

€1) provision de una suspension celular que comprende las células de acuerdo con una de las reivindicaciones 1
a4;

€2) cultivo de las células en la suspension en presencia del compuesto;

€3) determinacion de la actividad antibiética y actividad antibiotica dependiente de la concentracion del compuesto
mediante deteccion de la actividad de fluorescencia intracelular.

Un método para la produccion de una célula microbiana que esta modificada genéticamente con respecto a su tipo

silvestre con una secrecién optimizada de proteina deseada a través de la membrana citoplasmica al espacio
extracitosolico, comprendiendo el método las etapas:

14.
15.

1) provision de una suspension celular que comprende células de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 4;
I1) modificacion genética de las células de modo que las células produzcan la proteina deseada para obtener una
suspension celular en la que las células difieren con respecto a la cantidad de proteina que se secreta a través de
la membrana citoplasmica al espacio extracitosélico;

1) identificacion de células individuales en la suspension celular que tengan una secrecion aumentada de la
proteina deseada a través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosélico;

1V) separacion de las células identificadas desde la suspension;

V) identificacion de aquellos genes modificados genéticamente G1 a Gn o aquellas mutaciones M1 a Mm en las
células identificadas y separadas que son responsables de la secrecion aumentada de proteina a través de la
membrana citoplasmica al espacio extracitosolico;

VI) produccion de una célula que esta modificada genéticamente con respecto a su tipo silvestre con una secrecion
optimizada de la proteina deseada a través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosoélico, de la cual el
genoma comprende al menos uno de los genes G1 a Gn y/o al menos una de las mutaciones M1 a Mm.

Una célula microbiana obtenida por un método de acuerdo con la reivindicacion 13.
Un método para la produccion de una proteina deseada, comprendiendo el método las etapas:

(a) produccion de una célula microbiana que esta modificada genéticamente con respecto a su tipo silvestre con
una secrecion optimizada de la proteina deseada a través de la membrana citoplasmica al espacio extracitosélico
por el método de acuerdo con la reivindicacion 13;

(b) cultivo de la célula microbiana en un medio de cultivo que comprende nutrientes en condiciones en las que la
célula produce proteina a partir de los nutrientes.
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