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DESCRIPCION

Método para una expresion selectiva independiente de la fuente de carbono de secuencias que codifican una
proteina en una célula de hongo filamentoso

La invencién se refiere a un método para una expresion selectiva independiente de la fuente de carbono de
secuencias que codifican una proteina en la célula de hongo filamentoso, asi como al uso de un promotor de ese
tipo para una expresién selectiva independiente de la fuente de carbono de secuencias que codifican una proteina
en una célula de hongo filamentoso.

Los hongos filamentosos se usan ampliamente en procesos agrobioquimicos tales como la hidrélisis de material
celuldsico o lignoceluldsico, el cual, por ejemplo, se emplea como sustrato de la biomasa en procesos que producen
bioetanol. Ademas, esos hidrolizados también pueden funcionar como un sustrato para la produccién de muchos
compuestos organicos tales como el acido lactico y, por lo tanto, una hidrélisis eficaz y controlable es una necesidad
presente desde hace tiempo en el estado de la técnica. Como la hidrélisis depende en gran medida de la produccion
de las enzimas hidroliticas del hongo filamentoso y los respectivos rendimientos o la concentracién de las enzimas
producidas, existe adicionalmente una necesidad experimentada desde hace tiempo de iniciar o detener la expresion
de una enzima determinada en un momento deseado.

Ademas, es necesario utilizar promotores fuertes, que permitan obtener un nivel suficiente de la proteina de interés
en un momento determinado. Dentro de la técnica se usan promotores constitutivos que estan descritos, por
ejemplo, por Li et al. (Achieving efficient protein expression in Trichoderma reesei by using strong constitutive
promoters; Microbial Cell Factories, 2012,11:84). Sin embargo, es preferible utilizar los llamados promotores
inducibles que hacen posible iniciar o detener la transcripcion del gen de interés en un momento determinado, el
cual esta ligado generalmente con una etapa determinada del proceso, por ejemplo, el complejo proceso de la
hidrolisis de material lignocelulésico. Como los promotores que se originan a partir de los hongos filamentosos
generalmente no son independientes del sustrato y, por lo tanto, es dificil realizar un control de la transcripcién,
actualmente existe solo una variedad relativamente restringida de promotores inducibles que se pueden usar, en la
practica, para una transcripcion controlada de genes de interés en los hongos filamentosos. Si los promotores
utilizados no son independientes del sustrato, los compuestos presentes en el sustrato o producidos por otras
enzimas dentro del proceso de la hidrdlisis, influirdn en la transcripcion de las enzimas, haciendo que sea imposible
el control.

Ademas, tales promotores no solo requieren que sean controlables, sino que también deben mostrar una eficacia
suficiente de la expresion y también tasas de expresion adecuadas. Idealmente, la expresion deberia alcanzar un
nivel elevado en condiciones de inducciéon y se deberia poder bloquear completamente en condiciones de no
induccion.

A continuacion se describe que esas necesidades se pueden abordar mediante un método para una expresion
selectiva independiente de la fuente de carbono de secuencias que codifican una proteina en una célula de hongo
filamentoso que comprende las etapas de

a) introducir un promotor de 1550 pares de bases (pb) de longitud que comprende el patrén de secuencia
X1X2X3XatXsXetcX7Xs, en donde X1 es g, toc, Xeesa,g,toc, Xsescot, Xaescot, Xsesg,a,cot,Xsesco
t, X7escoa, Xses cot, enlacélulade hongo filamentoso;

b) poner en contacto la célula de hongo filamentoso que contiene el promotor con un medio de crecimiento;
¢) anadir al menos un &cido organico al medio de crecimiento.

En particular, los inventores de la presente invencién han descubierto ahora sorprendentemente que esas
necesidades se pueden abordar mediante un método para el inicio selectivo de la expresién de una secuencia que
codifica una proteina, que es independiente de la fuente de carbono utilizada para el crecimiento de un hongo
filamentoso, en una célula fingica filamentosa, que comprende las etapas de

a) introducir un promotor de SEQ ID NO: 3 en la célula de hongo filamentoso;
b) poner en contacto la célula de hongo filamentoso que contiene el promotor con un medio de crecimiento;

c¢) anadir al menos un acido organico al medio de crecimiento para iniciar la transcripcion de la secuencia que
codifica la proteina.

La expresién "expresidn independiente de la fuente de carbono" se debe entender como cualquier expresién de una
secuencia que codifica una proteina que se inicia mediante un compuesto o sustancia que no esta contenido dentro
de la fuente de carbono utilizada para el crecimiento del hongo filamentoso (medio de crecimiento) o que esta
contenido dentro de la fuente de carbono utilizada para el crecimiento del hongo filamentoso (medio de crecimiento)
pero con una concentracion que es al menos dos érdenes de magnitud inferior que la fuente de carbono.

El término "expresion" se debe entender como el proceso mediante el cual la informacién de un gen (en de la
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presente solicitud, "la secuencia que codifica la proteina") se utiliza en la sintesis de un producto génico funcional, es
decir, las proteinas. El proceso de expresion génica es utilizado por todos los organismos eucariotas vivos conocidos
(incluidos los organismos multicelulares), procariotas (bacterias y arqueas), y los virus lo utilizan para generar la
magquinaria macromolecular para existir.

Dentro del alcance de la presente invencion, la expresion "expresion independiente de la fuente de carbono" se usa
particularmente para cualquier expresion de una proteina que no se inicia mediante los compuestos del sustrato
respectivo utilizado para el crecimiento de la célula de hongo filamentoso o que es independiente de los mismos,
pero que tampoco se inicia mediante cualquier compuesto que aparece durante el proceso de crecimiento o es
independiente del mismo, por ejemplo, productos intermedios del proceso de hidrdlisis. Por lo tanto, tal y como se
define en la etapa b) del método de la invencién, se afiade al menos un acido orgénico al medio de crecimiento con
el fin de iniciar la transcripcion de la secuencia que codifica la proteina.

En una realizacién particularmente preferida, el acido organico se selecciona a partir del grupo que consiste en acido
ascorbico, acido folico, acido fumarico, acido malico, acido malénico, acido pantoténico, acido ftalico, acido quinico,
acido succinico, acido tereftalico o derivados de los mismos y sus mezclas. En la presente invencion, se prefiere
particularmente el &cido pantoténico.

La expresién "secuencia que codifica una proteina" se debe entender como que pertenece a cualquier secuencia
que codifica una proteina conocida por un experto en la materia. En una realizacién particularmente preferida, la
proteina es una proteina heteréloga. En una realizacion preferida adicional, la proteina es una proteina heteréloga
procedente de un microorganismo bacteriano o una levadura. En una realizacién adicional particularmente preferida,
la secuencia que codifica la proteina es una secuencia que codifica una enzima de un factor de transcripcion. En el
caso de que la secuencia que codifica la proteina sea una secuencia que codifica una enzima, la secuencia se
selecciona preferiblemente a partir de esterasas, hidrolasas, liasas, oxidasas, recombinasas y transferasas.

En la presente invencion, la expresién "célula de hongo filamentoso" se debe entender como cualquier célula
procedente de cualquier hongo filamentoso existente en la naturaleza y/o conocida por un experto en la materia. La
expresion también comprende cualquier célula de hongo filamentoso de origen natural o de tipo silvestre o
modificada genéticamente. En una realizacion preferida, la célula de hongo filamentoso se selecciona a partir del
grupo que consiste en Acremonium, Aspergillus, Chaetomium, Fusarium, Humicola, Irpex, Magnaporte,
Myceliophthora, Neurospora, Penicillium, Rhizopus, Talaromyces, Trichodermay Trametes, en donde Trichoderma
se prefiere particularmente.

El promotor descrito tiene, por ejemplo, 1550 pares de bases (pb) de longitud y comprende un patrén de secuencia
de X1X2X3XatXsXstcX7Xs en donde X1 es g,toc, Xoesa,g,toc, Xsescot, Xsescot, Xsesg,a,cot, Xeescot,
X7 es c 0 a, Xs es ¢ o t. En una realizacion preferida, las siguientes posiciones se seleccionan preferiblemente del
modo siguiente: X1 esc, Xoesc, Xaest, Xaesc, Xsesaoc, Xeestoc, X7es aoc, Xs es c. En una realizacion
particularmente preferida Xs es ¢, Xe es x y X7 es c.

En otra realizacion preferida, el promotor comprende una o varias de las siguientes pb

pb aguas arriba de la A en el codén de inicio b
1
4

204
226
285
297
433
478
650
662
738
851
897
899
1010
1013
1110
1151
1185
1261
1262
1265
1287
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pb aguas arriba de la A en el coddn de inicio base
1292 A
1488 G
1489 A

En una realizacién adicional mas preferida, el promotor comprende una o varias de las siguientes pb:

pb aguas arriba de la A en el codén de inicio b
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pb aguas arriba de la A en el codén de inicio
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pb aguas arriba de la A en el codén de inicio
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pb aguas arriba de la A en el codén de inicio

(]

687

688

693

694

696

697

736

737

738

739

742

743

744

745

746

747

748

749

750

752

753

754

755

757

759

776

780

782

784

785

786

787

804

805

806

810

811

813

816

817

819

821

822

845

847

848

850

851

853

854

856

857

860

869

870

871

872

874

875

879

880

886

O|H@[>|>|>|H|H|0|>|O|®>|-|>|0|0|0|0|0|0|®|—|1|O || |O|>|1|D|0|H|> |G |H|>|0|H|> (> |0 1|0 |1 |@|®| 1| > @ > >|1|0|® |0 >|>|H[> 0|5




ES 2784318 T3

pb aguas arriba de la A en el codén de inicio
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pb aguas arriba de la A en el codén de inicio
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pb aguas arriba de la A en el coddn de inicio b
1326
1329
1330
1334
1336
1337
1340
1341
1346
1348
1355
1356
1357
1358
1359
1360
1361
1362
1363
1365
1368
1375
1378
1381
1384
1385
1386
1387
1421
1422
1423
1425
1428
1429
1470
1471
1472
1473
1476
1477
1480
1482
1483
1486
1488
1489
1544
1545
1546
1547
1549
1550

(]

=H|4[>[>|0|0|>|O|0|0|1|®O>|0|>|1|0> > |0 1|2 |0 || 1|O|® > ||| > 0|0 |1|O|O|H[> 0| >|H|o|e| 1| > |00 1D > |5

Un promotor de ese tipo se selecciona a partir del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO:
4 y SEQ ID NO: 5. El promotor de la presente invencion es un promotor de SEQ ID NO: 3.

Después de la introduccion del promotor respectivo en la célula de hongo filamentoso, la célula de hongo
filamentoso se pone en contacto con un medio de crecimiento de acuerdo con la etapa b) del método inventivo. La
"puesta en contacto" se puede llevar a cabo con cualquier método conocido por un experto en la materia que sea
adecuado para los fines inventivos. En una realizacion preferida, la célula de hongo filamentoso se afiade a un
medio de crecimiento. El medio de crecimiento comprende preferiblemente celulosa, lignocelulosa y/o glucosa como
fuente de carbono. Un ejemplo de un medio de crecimiento preferido es el medio Mandels-Andreotti.
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De acuerdo con la etapa c¢) del método de la presente invencién, al menos un acido organico se afade al medio de
crecimiento. La "adicion" segun la etapa c) se puede llevar a cabo mediante cualquier método conocido por un
experto en la materia que sea adecuado para los fines inventivos. El al menos un &cido orgéanico se afade
preferiblemente en una cantidad de 0,1 a 500 mM, preferiblemente de 1 a 75 mM y particularmente preferida de 5 a
50 mM. En el caso de que se elija Trichoderma reesei como célula fungica filamentosa, el al menos un acido
organico se afiade en una cantidad de 1 a 50 mM, preferiblemente de 5 a 15 mM en el caso de que se use acido
pantoténico y en el caso de que se use acido quinico, se afade el &cido quinico en una cantidad de 10 a 500 mM,
preferiblemente de 50 a 150 mM.

En una realizacion preferida adicional, el promotor se introduce en la célula de hongo filamentoso dentro de un
vector. En la presente invencion, el término "vector" se usa para definir cualquier vehiculo que funciona para
administrar de manera estable la secuencia de promotor fusionada con un gen informador a la célula de hongo
filamentoso. Los vectores preferidos tienen la capacidad de replicarse por si mismos y transformarse en la célula
fungica filamentosa y preferiblemente también incluyen una porcién detectable. Los vectores preferidos son, por
ejemplo, un plasmido que también se puede linearizar o digerir antes de la transformacion.

La introduccion del promotor en la célula de hongo filamentoso se lleva a cabo de acuerdo con cualquier método
conocido por un experto en la materia que sea adecuado para los fines inventivos. Un método de ese tipo se
describe, por ejemplo, en Penttild et al. (1987) Gene 61: 155-164 o Gruber et al. (1990) Curr Genet 18: 71-76.

En un aspecto adicional, la presente invencién también se dirige al uso de un promotor tal y como se ha definido
anteriormente para una expresion selectiva, independiente de la fuente de carbono, de secuencias que codifican una
proteina en una célula de hongo filamentoso.

Figuras y ejemplos

La presente invencion se describe ahora mediante las siguientes figuras y ejemplos. Por lo tanto, se enfatiza que las
figuras y los ejemplos no limitan el alcance de la invencién y las reivindicaciones, sino que simplemente constituyen
una ilustracién adicional de la invencion, los fines inventivos y los beneficios logrados por el método inventivo.

Leyendas de las Figuras:

Figura1:  Muestra los resultados del ensayo con beta glucosidasa (BGL) del material sobrenadante en el medio 1.
Las barras blancas indican la actividad sin adicion de &cido pantoténico como inductor, las barras
sombreadas indican la actividad con &cido pantoténico anadido a los cultivos respectivos. Eje y:
Unidades de actividad (UA) calculadas como se describe en el ejemplo 1.

Figura2: Muestra los resultados del ensayo con beta glucosidasa (BGL) del material sobrenadante en el medio 2.
Las barras blancas indican la actividad sin adicion de acido pantoténico como inductor, las barras
sombreadas indican la actividad con &cido pantoténico afiadido a los cultivos respectivos. Eje y:
Unidades de actividad (UA) calculadas como se describe en el ejemplo 1.

Ejemplo 1:
General

Los ejemplos muestran el rendimiento de 4 promotores diferentes, incluyendo el promotor reivindicado de SEQ ID
NO: 3 en cepas de Trichoderma reesei cultivadas sobre dos medios diferentes con beta glucosidasa (SEQ ID NO: 6)
como secuencia que codifica una proteina, en comparacion con el rendimiento de la cepa respectiva de Trichoderma
reesei sin el promotor.

Construccién de los vectores de expresion.

Se emplearon métodos convencionales conocidos por los expertos en la técnica y descritos, por ejemplo, por
Sambrook y Russel (Molecular Cloning - A laboratory manual; Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York) o por
Jansohn et al. (Gentechnische Methoden, Elsevier, Miinchen) para una electroforesis en gel de agarosa del ADN,
purificacién del ADN, transformacion de Escherichia coli, propagacion y purificacion de los plasmidos, amplificacion
de fragmentos del ADN mediante una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y aislamiento del ADN genémico
a partir de Trichoderma reesei. Una clonacion independiente de la ligacion (LIC) se realiz6 esencialmente segun lo
descrito por Aslanidis y de Jong (1990, Nucleic Acid Res. 18 (20), 6069).

El promotor 1 (SEQ ID NO: 1) se amplific6 mediante PCR usando ADN gendmico procedente de Trichoderma reesei
como molde, los cebadores 1fw (5-ACTCCATCACTACTGCTTACTATTCTCAAAGGGCCGTTTAC-3) y 1rv (5™
CCAACTTCCTATACATGTTCGAGGCGTCTCCGCTAATG-3') y la polimerasa de fusion de Thermo Fisher Scientific,
de acuerdo con las instrucciones del fabricante (temperatura de hibridacién: 72°C, tiempo de elongacién: 45 s). El
amplicdn se purifico utilizando el kit de purificacion Wizard para PCR de Promega.

El promotor 2 (SEQ ID NO: 2) se amplific6 mediante una PCR usando ADN gendmico procedente de Trichoderma
reesei como molde, los cebadores 2fw (5-ACTCCATCACTACTGATTGCAGACACTTGGACTTG-3) y 2rv (5-
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CCAACTTCCTATACATGCTTGAAGGAGTGAAGTAGATAGG-3) y la polimerasa de fusion de Thermo Fisher
Scientific de acuerdo con las instrucciones del fabricante (temperatura de hibridacién: 60,9°C, tiempo de elongacién:
25 s). El amplicén se purificé utilizando el kit de purificacién Wizard para PCR de Promega.

El promotor 3 (SEQ ID NO: 3) de la presente invencién se amplific6 mediante una PCR usando ADN gendmico
procedente de Trichoderma reesei como molde, los cebadores 3fw (5'-
ACTCCATCACTACTGCAGAACCGTGCCATTTTC-3) y 3rv (5'-
CCAACTTCCTATACATGGTGCATATCATGGGATGAG-3') y la polimerasa de fusion de Thermo Fisher Scientific de
acuerdo con las instrucciones del fabricante (temperatura de hibridacion: 65,9°C, tiempo de elongacion: 50 s). El
amplicdn se purifico utilizando el kit de purificacion Wizard para PCR de Promega.

El promotor 4 (SEQ ID NO: 4) se amplific6 mediante PCR usando ADN gendmico procedente de Trichoderma reesei
como molde, los cebadores 4fw (5-ACTCCATCACTACTGCTTGAAGGAGTGAAGTAGATAGG-3) y 4rv (5-
CCAACTTCCTATACATGATTGCAGACACTTGGACTTG-3') y la polimerasa de fusién de Thermo Fisher Scientific de
acuerdo con las instrucciones del fabricante (temperatura de hibridacion: 60,9°C, tiempo de elongacion: 25 s). El
amplicén se purifico utilizando el kit de purificacion Wizard para PCR de Promega.

El promotor 5 (SEQ ID NO: 5) se amplific6 mediante PCR usando ADN gendmico procedente de Trichoderma reesei
como molde, los cebadores 5fw (5-ACTCCATCACTACTGCCAAATCGGGCAGAG-3) y b5mrv (5-
CCAACTTCCTATACATGCTTGTGCTGCCAAGGTGAGAG-3') y la polimerasa de fusion de Thermo Fisher Scientific
de acuerdo con las instrucciones del fabricante (temperatura de hibridacién: 67,4°C, tiempo de elongacion: 45 s). El
amplicdn se purifico utilizando el kit de purificacion Wizard para PCR de Promega.

El plasmido pPromotorTest (SEQ ID NO: 7) se digiri6 con Acul (de New England Biolabs) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante y se purificé utilizando el kit de purificacién Wizard para PCR de Promega.

Los promotores 1 a 5 (amplificados mediante PCR como se ha descrito anteriormente) se fusionaron con
pPromotorTest linealizado usando una clonacién independiente de la ligaciéon (LIC). El vector linealizado se tratd con
ADN polimerasa de T4 en presencia de dGTP. Los promotores amplificados se trataron con ADN polimerasa de T4
en presencia de dCTP. El vector y los promotores tratados con ADN polimerasa de T4 se mezclaron y se aparearon
como se ha descrito en Ref. Los ensayos se transformaron a continuacion en células XL1-Blue de Escherichia coli,
guimicamente competentes, extendidas sobre placas de agar LB que contenian 100 mg-I"' de ampicilina (LB-Amp) y
se incubaron a 37°C durante 24 h. Las colonias se recogieron de las placas de agar usando palillos de dientes, se
transfirieron a un medio liquido de LB-Amp y se incubaron a 37°C durante 24 h con agitacion (250 RPM). El ADN
plasmidico se aislo y se verificd la integracion del inserto mediante PCR, usando los cebadores Testfw (5'-
GAGCAATGTGGGACTTTGATG-3) y Testrv (5-GCCCAATCTTGGGATGCTAC-3') y la mezcla maestra GoTaq
Green de Promega de acuerdo con las instrucciones del fabricante (temperatura de hibridacion: 60°C, tiempo de
elongacion: 2 min 45 s). Los plasmidos que proporcionaban la banda esperada (Promotor 1: 2,5 kb, Promotor 2: 1,8
kb, Promotor 3: 2,7 kb, Promotor 4: 1,8 kb, Promotor 5: 2,6 kb, vector vacio: 1,1 kb), se verificaron mediante una
secuenciacion y se denominaron pPTest-1 a -5 respectivamente.

Transformacion de los vectores Test del promotor en Trichoderma reesei

Los vectores pPTest-1 a -5 se digirieron con Sbfl (de New England Biolabs) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Rut C-30 de Trichoderma reesei (CBS 820.91) se transformé con los vectores digeridos, esencialmente
como se describe en Penttila et al. (1987) Gene 61: 155-164 o Gruber et al. (1990) Curr Genet 18: 71-76. Los
transformantes se seleccionaron sobre placas de agar con dextrosa de patata que contenian 250 mg-I' de
higromicina y sorbitol 1 M y se purificaron mediante singularizacion. El material de reserva de conidios de las cepas
purificadas se preparé cultivandolo sobre placas de agar con dextrosa de patata a 30°C hasta que las placas se
cubrieron con esporas. Los conidios se recogieron con una solucion de cloruro de sodio estéril (0,9 g-I'")-Triton X-
100 (0,01 mg-I'"), se ajustaron a una DOsoo = 10, se complementaron con 50 g-I'' de glicerol y se almacenaron a -
80°C.

El ADN gendmico se aisl6 a partir del micelio de las cepas. Las regiones promotoras recombinantes se amplificaron
mediante PCR utilizando los ADNs gendémicos como moldes, cebador intfw (5-GCACAACCGCATGATATAGGG-3)
e intrv (5-CCCAATCTTGGGATGCTACC-3') y la polimerasa de fusion de Thermo Fisher Scientific de acuerdo con
las instrucciones del fabricante (temperatura de hibridacién: 65,7°C, tiempo de elongacién: 1 min 35 s). Los
amplicones se purificaron usando el kit de purificacion Wizard para PCR de Promega y se secuenciaron.

Las cepas que contenian el vector pPTest-1 se denominaron PT1-1 a -3.
Las cepas que contenian el vector pPTest-2 se denominaron PT2-1 a -3.
Las cepas que contenian el vector pPTest-3 se denominaron PT3-1 a -3.
Las cepas que contenian el vector pPTest-4 se denominaron PT4-1 a -3.

Las cepas que contenian el vector pPTest-5 se denominaron PT5-1 a -3.
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Crecimiento de las cepas informadoras en matraces de agitacion
Las cepas se cultivaron en matraces de agitacién en dos medios:

El Medio 1 contiene (mg-I'"): 1,4 de (NH4)2S04, 2,0 de KH2PO4, 0,3 de MgS04 * 7 H20, 0,3 de CaCl> * 2
H20, 10,2 de ftalato de potasio, 0,005 de FeS0O4 * 7 H20, 0,0016 de MnSO4 * H20, 0,0014 de ZnSO4 * 7
H20, 0,001 de CuSO4 * 5 H20, 20 de Avicel (= celulosa microcristalina) y 5 de residuo molido procedente de
soja extraida. El medio se ajust6 a pH 5 con HCI o NaOH.

El Medio 2 contiene (mg-I"): 2,8 de (NH4)2S04, 2,0 de KH2PO4, 0,3 de MgS04 * 7 H20, 0,3 de CaCl2 * 2
H20, 10,2 de ftalato de potasio, 0,02 de FeSO4 * 7 H20, 0,0064 de MnSO4 * H20, 0,0056 de ZnSO4 * 7 H20,
0,0004 de CuS0O4 * 5 H20, 10 de glucosa y 0,5 de extracto de levadura. El medio se ajusté a pH 5,5 con HCl o
NaOH.

Se distribuyeron 15 ml de los medios en matraces de agitacion Erlenmeyer de 50 ml bajo una campana estéril y los
matraces se cerraron con tapones de gomaespuma. Las reservas de conidios de los transformantes y de la cepa Rut
C-30 se descongelaron y se pipetearon 75 ul de las suspensiones de conidios en los matraces Erlenmeyer con los
medios bajo una campana estéril. Se inocularon seis matraces por cepa y por medio. Los matraces se incubaron a
30°C con agitacion (250 RPM) durante 6 dias (Medio 1) o 3 dias (Medio 2). Para someter a ensayo la induccién de
los promotores, se afadié acido pantoténico 10 mM a tres matraces por cepa y por medio después de 48 h (Medio
1) 0 24 h (Medio 2).

Los cultivos se vertieron en tubos de 15 ml, se centrifugaron (3220 x g, 4°C, 15 min), el material sobrenadante se
transfirié a tubos nuevos y se almaceno6 a 4°C.

Analisis de la actividad beta-glucosidasa en el material sobrenadante del cultivo

Ya que se emplea una beta-glucosidasa (BGL) como gen indicador para someter a ensayo la actividad del promotor,
se midio la actividad BGL en el material sobrenadante de los cultivos para determinar la actividad de los promotores
integrados en las cepas respectivas. Para medir la actividad, el material sobrenadante se diluyé primero en tampén
de acetato (50 mM; pH 5,0), si era necesario. Se mezclaron 50 pl de las muestras con 50 pl de p-nitrofenol-beta-D-
glucopiranésido 2 mM (disuelto en tampdn acetato) y se incubaron a 60°C durante 30 min. A continuacién se
anadieron 100 pl de Na2CO3 1 M (disueltos en agua) y se midid la absorcion a 405 nm, usando un
espectrofotometro. Las unidades de actividad (UA) se calcularon multiplicando los valores de la absorbancia (A405)
y la dilucién.

Los resultados se muestran en las Figuras 1y 2.

Se puede observar a partir de las figuras y los ejemplos que el promotor de SEQ ID NO: 3 que comprende el patrén
de la secuencia de la invencion satisface los beneficios reivindicados y conduce a una expresion significativamente
mejorada de la proteina de interés en condiciones de induccion.

13



ES 2784318 T3

Lista de secuencias

SEQ ID NO: 1

cttactattc tcaaagggcc gtttacgggg ctatataagg agcaaatcaa cggaatacag 60
gctgigtgtg tagcaggaaa tggatcggeg aacgggggat fetictette tgtcatgatt 120
tgttgagata gggccagegg aaactagttt gtcacticac tictaatigt gagtccaaaa 180
acgataatct caatgtgtic ticatccatg aacaaatcgt acgtaacgit gictigcatg 240
catacaatca tggccgtata agccaccgag ctgcetcctit gatgcaactg tgegtccggg 300
ctgccgagat acgcectatce agacatatce acceegttgg cgctactate acagatcage 360
tggatcatgg tcaaagtcge tgaggctaac aggttgtcge cgecticgeg tgagectage 420
attcagtttg ctaatgcttc tgccctgceta ctggecttga tegttatcca ccagaccagt 480
caaattgcaa gtaaaagcaa gttccaatic gtatcaacgc atcagtcatg tcattcacat 540
cacctacgca atctggatca ccatctgcat aaactggggt tgttgacctc ggtatcaage 600
caccggcgac tagtcgagat aacgecccte ctectecacc atctccgeaa ctggataaac 660
gaccccaaga gacatcggaa cttagaacag ccatcaacca taccgtaaca ggcaatcaat 720
ctattgtcgt catacagtca geatctecte atcactgact getgttatga tttggggaag 780
acatcccage ggctagacga cggaccagat ccgaggcaaa gaacttcttg agacggecce 840
catcccaatt cctaacaagg ttgatccacc ttetgcatca caagaattag catcatctca 900
gtcgtecccce tettgagetg ceegtatgea atcttegtct cggeatcegg gacceattgg 960
caacccggga tatgcgagag aaaccccgea ctgggcectica ctttgaagea tatggatcga 1020
ttccaaagtc caactggtgt cgaatcgcaa aaacgtaccg ctttcgtegt atcaaaggac 1080
gagggatccg gcatcgggtg geggceaatga tatcaagetg agtettggeg ttatgaactg 1140
titccttita tatttgtctg aagagagaga gaccacgagg ccaaaggatt tacattacag 1200
cacaagaaac aggggacgac cictitgctg geggttatac tttgtttcat cctectcaca 1260
cagcccacgt ttttcgatc ataactgttt ctigcectca tcacaacgec tceectattc 1320

cctacctacc cictcatcca atacttggtt gatacattag cggagacgcece tcgaacatg 1379
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SEQ ID NO:2

attgcagaca ctiggacttg atgctggtaa gagaggtaaa acacaagtag caagactctg 60
tetattettt tggtggtogt gatggtgtit tgcectggta agatactgge cgicttacaa 120
ccagtgctge tegtgttcge tetccagctg cttaactage tcagggceteg tictccgggt 180
ccgaaaccgg cticagaaga ttgaccgaag cttcagectc ccgtecccgag acaagtegtc 240
gtggttcetg tgatgactcg tattttcttg gaaattacce tcgggcecatt acccatgaat 300
cactcctect gatgtceega ttctctacca caacttacct tagtactagt agcatctcce 360
cgcacaaact cccegegact tattcccgta gecaggcaata ttgtacagac gecectttaca 420
gacttcceee acacggecga tetecttgge tgaagaaaaa gagececegge actaatacgt 480
ttagttgacg gatctaaaat agctggacag atgccgceact gtatacagtt tggatgtitc 540
tttcttgttg atgaaaccaa ttcgagotgt gatggggagg agaggggttg actgtcacac 600
atgatatcag acaaaagggt ccaaticttg cagctacggce cctcactatc titgatgtag 660
caactaggtt atcticatta cttccaactc acactttgat acctatctac ttcactectt 720

caagcatg 728
SEQ ID NO:3

cagaaccgtg ccattticaa ggacgccagce gacgatgact atgtcatcgt aaccaaagag 60
accatattcc atccgcaggg cggtggecag ccatcagacg agggcacaat ctcaacagee 120
ccttcaacag acgeccagac tcagtcgece attgccatca acatcaggge agcacgeatg 180
gacgttgtca atgacggegt ggtgctacat ctcggteget ttgaagatee ctcaatggca 240
gaaaggtttc aggcgggaga tetggtigaa cagaagattg acgccgagaa gegecteetc 300
tattcacgac tgcacactgce gggccatgtt ctiggctcag ccgtgaggcea tettttggaa 360
aaggaaaticg acggcttcga cgagctcaag gcatcccact ticcagacag cgeggeatge 420
gagttccgeg gactgattga gggcaagtgg aagcagecga tccaggaceg cgtcgacgag 480
tacatccgece getcaatgee ggtagaaatc gactttigga cagaagacga cticcgacge 540

gagggactgg agegctigat tccggacaag agectgtige cgectggaga gaccaagtic 600
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cgcgtcgtgce ggattgtggg ageggaggtt tatcecctgeg gagggacgcea tgttgacacg 660
acggatctgt gcggegegac gacggtgaag aagattggga ggagcaaagg cattagecgg 720
gtcagttaca cggtggcttg acgggggatt caggggaccg atagcggacg aagataaage 780
tatiggcgat gtcgtcgtge cggtggagga taagatgtgg tagatgatcg agtatgegcg 840
cattccgatg ctggagttag tagatgtaga tatatacagg agggggtiag ggacgatgac 900
cacccctgac atattccata tgggagatga aaattagaca gatagaccac agcecgetgt 960
catcaccagc aaatacgtcc aacggtatcce atctttcctg ctectgtgat gcaggatgtg 1020
gctttgcgaa gegeatcagce cgatctaaaa acaatctecg acctegetca ggotgagaaa 1080
taagcatccg ataaggtgat ggcticagca getceegttt tccatcegeg gatgecatagg 1140
cggaggtagt cagcgccatc agtaaggttg cctgatccgg atagetgtca tccaaaacge 1200
cacagccgat tcgaaaactt gtgaaacttg aagctattge caatactctg ctacggccac 1260
cggaagctgg cgatagattg cctactictt acggegtage tgcgggaage caccgggaac 1320
cttgaaagtt ggaggtigtg gecegeactg tttgaacaga cactgagtic caccagectc 1380
tccgeatcat ccecgeatga actgagatic gacgicaggce cigtacgage atagaacagg 1440
tgaagttaca aagcataatg gtggagatgc aagagactac attgatctga ccticaaccc 1500
ttcttgcage getaccacgg ccaaacacca tecatictgeg gacaccicat cccatgatat 1560

gcaccatg 1568
SEQ ID NO: 4

cttgaaggag tgaagtagat aggtatcaaa gtgtgagttg gaagtaatga agataaccta 60
gttgctacat caaagatagt gagggccgta getgcaagaa tiggaccectt ttgictgata 120
tcatgtgtga cagtcaaccc ctetcctece catcacacct cgaattggtt tcatcaacaa 180
gaaagaaaca tccaaactgt atacagtgeg geatctgtee agetatttta gatccgtcaa 240
ctaaacgtat tagtgccggg getcttttic ticagccaag gagatcggec gtgtggggga 300
agtctgtaaa gggcgtctgt acaatattge ctgctacggg aataagtcge ggggagtity 360

tgcggggaga tgctactagt actaaggtaa gttgtggtag agaatcggga catcaggagg 420
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agtgattcat gggtaatgge ccgagggtaa tttccaagaa aatacgagtc atcacaggaa 480
ccacgacgac ttgtctcggg acgggaggct gaagcttcgg tcaatctict gaageecggtt 540
tcggaccecgg agaacgagec ctgagcetagt taagcagetg gagagegaac acgagcagea 600
ctggttgtaa gacggecagt atcttaccag ggcaaaacac catcaccacc accaaaagaa 660
tagacagagt cttgctactt gtgttttacc tctcttacca gecatcaagic caagtgicty 720

caatcatg 728
SEQID NO: 5

ccaaatcggg cagaggcaaa ggcaagggtg ggagggcegga aagggggaaa gataggtgge 60
aaagaaagga ataagtgtgg aaaagagaag agaaggagag agatcagggg gtggaatgag 120
agtttggttt agtttagcag acgttgatgt gtctcctggt gcggataaaa gggcttgtat 180
tagccaggta tcctatgtat gtaggcgagg gagaaggatt teggottggt tcagecgtat 240
gcgggogott tetttttete ctetegtige agtgetegtt atcgeagcte tataggecga 300

gtacgactct ggttattaat tgcccgggaa gactctagta ggectagtge tattacacgg 360
gaaggcatgt tgggggggaa atactactta acaggaggaa gacatgccga atgtggtcca 420
tagttgagga agaaagataa ctcaacggac cttgaccttg tgtataagag tctttggccc 480
cccatagact aggtaggtaa cgaactacct tacctaccta gctaccccag ctticgtat 540
tctgttgect ttccaaagag gggactgttc geegecttgt getteeceac gttttgecat 600
gacctcgeeg geceggtgac tggctgataa acgeccagta agtggettaa gaccaccage 660
agacgcggct getagtgcta tegtttccag gettcaagaa getaaggtac tgeegtatge 720
gctgeeccacg aaggecaaag gaaatggcetg gatgaatcaa cgetagatag ctagaticca 780
tgccatacca caagcagata ttgtgaagcet ggcgaacttg ttagticcgg aaccatigga 840
gaccctcgag cetgttctag cagccaagcec tttcccggea gaaagggtgt tatctggege 900
ccteegegac tecagattee ageteegtca cecacticacg caacaggatg tcggaaggge 960
gcgaagctce gggcectgaac gaccatgagg aaagticaac tiggcactga gtagetggaa 1020

acctggctat cgtactgecc aggttgctaa actagagcett ggagataacg aagagaggec 1080
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accgggctta tcttgccact aggataticg cacagtccaa gctttttacce tttgeecttc 1140
gtotcattge cgctattcct cceegtggaa catcatgggg ttggcaatcg tttccttage 1200
ggccgaattt ggggatictt tgctagacgg gcagegattt tccgacggag gagecgottg 1260
atgcatcttt gaaggatcat aaagatgcag caaacaccct tctttattic ccctgaggtg 1320
attcaccgcc aaggcaaatc tictgcgagg gtgtottitt gttccatage ccteattgge 1380
gagagtaaga caaagatttt tticccccat acagecgegt ctctccaaag ggaaacacga 1440

cclctcacct tggcagcaca agceatg 1466

SEQ ID NO: 6

atgtatagga agttggccgt catctcggec ttettggeca cagetcgtge ccagagegge 60
gcectagaga acctggegta ticaceteee tictacectt cgeegtggge caatggacag 120
ggcgactggg cagaggecta cgagaaggcc gtcaagtttg tctcccaact cacgetggee 180
gaaaaggtca acctgaccac cggaactggt tgggagcagg accgatgegt cggccaagtg 240
ggtagcatcc caagattggg cticccagga ctitgcatge aggactctce getgggtgtt 300
cgagacactg actacaactc ggccticceg gegggtgtea atgtcgetge tacctggaac 360
agggacctcg cctaccgtcg cggecaageg atgggcgagg agecatcgegg aaaaggigtc . 420
gacgttcagce tgggceectgt ggeecggeceg ctgggeaggt ctecegatge tggcagaaac 480
tgggaaggtt tcgcececgga teecegtgetg accggaaaca tgatggegte caccatccag 540
gotattcaag atgctggtgt cattgettge gccaagcatt tcatcetcta cgagcaggag 600
catttccgtc agggegetca agatggetac gatatctceg acagtatcag tgeccaacget 660
gatgacaaga ctatgcacga gttgtacttg tggccttttg ccgatgctgt tegegetgge 720
gttggticaa tcatgtgctc ctacaaccag gtgaacaaca gctacgectg ctccaacage 780
tacaccatga acaagctgct caagagcgaa ttgggcttcc aaggcettegt catgaccgac 840
tggggtggcc accacagigg tgtgggtice geictegetg gttiggacat gtcgatgeece 900
ggagacattg ccticgacag tggcacctcc tictggggea ctaacctcac ggttgecgtg 960

ctcaatggaa gtgticctga gtggegtgtt gatgacatgg ctgtcegtat catgtceget 1020
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tattacaagg tcggcegega cecgetacage gtecccatea actttgacte gtggacectg 1080
gatacctatg gicccgagea ctatgeggtg ggccagggcea acaccaagat caacgagcac 1140
gttgatgttc gcggcaacca tgcagaaatc atccatgaaa tcggtgetge cagegeegtc 1200
cttctcaaga acaagggtgg gettectitg actggecaccg aacggtitgt cggtotittt 1260
ggagaggatg ccggatccaa cectiggggt gtgaacggcet gecagtgaceg aggetgecgac 1320
aatggtacat tggccatggg ctggggcagt ggtactgcta acticececta cttggtgacg 1380
ccggagceagg cgatcgagag agaagtegtg tcccgaaatg gaaccttcac cgecatcacg 1440
gacaatggcg ctcttgagea gatggeggct gtcgectetc aggetgatgt tigectggte 1500
ttcgecaacg cecgactcegg agaaggcetac atcaacgtcg acggcaatga gggtgaccgg 1560
aagaaictga cccigtggea aggggeggat caagtcatce acaacgtcac tgecaactge 1620
aacaacaccg tcgtggtott gcacactgtc ggecceotit tgatcgatga ttggtatgac 1680
caccccaacg tcactgecat tetetgggcet ggtettccgg gecaggagag cggtaactcg 1740
ctegtegatg tecictacgg cegtgtcaac cetggeggaa agacteegtt cacetgggga 1800
cggacccggg aggattacgg tgctectetg gtectcaage cgaacaatgg caagggegee 1860
ccgcagcagg acttcactga ggotaictic atcgactacc gtcggttiga caagtacaac 1920
atcaccccca tetacgaatt cggattcggt ctgagcetaca ctacctttga gttitctgag 1980
ctcaatgtgc agcctatcaa tacgccgeceg tacactcecg cttctggcett caccaaggeg 2040
gcgceagtcat tcggeccgte giccaatgcet tetgacaacc tgtacceccag cgacattgag 2100
cgggtcecegt tgtacatcta cccatggetc aactccaceg atttgaagge gtccgecaat 2160
gaccctgact atgggttgec taacgacaaa tacgttcctc ccaacgecac gaacggtaac 2220
ccgceagececa ttaacceggce tggeggtgct cetggtggea accctagict ctatgageect 2280
gttgctcggg tetcagecat catcaccaac accggtaagg ttacgggtga cgaggticet 2340
caacfigtatg tctetettgg cggteeecgat gatgeteeca aggticticg tggetticgac 2400
cgtatcacac tigcgectgg tcagcagacce tigtggacga ccaccctgac gaggcgagac 2460
atctcgaact gggaccctgt cacccagaac tgggtigtga ccaactacac caagacggtg 2520

tatgttggta actcatcceg caacctgect ttgcaggceac cecttaagece ataceetgga 2580

attgctictg ctcatcatca ccatcaccac taa 2613
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SEQ IDNO: 7

ttaccaatgc ttaatcagtg aggcacctat ctcagcgate tgtctattic gticatccat 60
agttgcctga ctcecegteg tgtagataac tacgatacgg gagggcttac catctggece 120
cagtgctgca atgataccge gagacccacg ctcaccggct ccagatttat cagcaataaa 180
ccagccagec ggaagggecg agecgcagaag tggteetgea actttatceg cetecatcca 240
gictattaat tgttgccggg aagctagagt aagtagticg ccagttaata gtitgcgcaa 300
cgttgttgce attgctacag gecatcgtggt gtcacgctcg tegtttggta tggettcatt 360
cagctccggt tcccaacgat caaggcgagt tacatgatce cccatgtigt gcaaaaaage 420
gottagcetce ttcggtecte cgategttgt cagaagtaag ttggecgeag tgttatcact 480
catggttatg gcagcactge ataatictct tactgtcatg ccatccgtaa gatgetttic 540
tgtgactggt gagtactcaa ccaagtcatt ctgagaatag tgtatgcgge gaccgagtty 600
ctettgeceeg gegtcaatac gggataatac cgegecacat agcagaactt taaaagtget 660
catcattgga aaacgttctt cggggcgaaa actctcaagg atcttaccgce tgttgagatc 720
cagttcgatg taacccactc gtgcacccaa ctgatctict gcafctttta ctttcaccag 780
cgtttctggg tgagcaaaaa caggaaggcea aaatgccgea aaaaagggaa taagggecgac 840
acggaaatgt tgaatactca tactcttcct ttttcaatat tattgaagca tttatcaggg 900
ttattgtctc atgagcggat acatattiga atgtatitag aaaaataaac aaataggggt 960
tccgegeaca tttcceccgaa aagtgecacce tgacgtcatt taaatgttta aaccagacag 1020
acagtctcga gtgcccagag cggegcecectg caggctaggt tegatgecga tattccgatt 1080
tctccacgtt ctgagaggga aagcggceaga categtagtt acctgetcga gtgggattac 1140
ticacactgc cttgtctict tggtgaggaa aagacgaggc tggictcitt ctttctaica 1200
tcttccataa gtcagaggcea atcgectggg ctigtgatgt cactactgge gegeatgtta 1260
tttgcctcaa gtecgecaag taccteeegt catgtegegg tatctettee tigttttcee 1320

atagtccctc atgaggtcac actggcctct agaattagac tgtatattge gacttatagt 1380
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gacgatcaag acgaacgagg aagatgctic tgcttgcata ctegtgtcta gtccgecata 1440
ttacaatcag attgactggc gettgcgact ggaagcectct caggigatig tatagtagaa 1500
gtcttgtatc gtatgctcct gatagagotg atatitcaag tagtaccage tgatatgetc 1560
acagacaaac tacctccctg ttgtgaaaag taagtttica caactacaac ctitctgaga 1620
ggctagcaat agagattcgg accicccaac tggtgactat agicaataga caattitcac 1680
cgcagtagaa aaatccttat catgataaca tacgcageceg tactetetig acgtccgagt 1740
tgtctigtgg agcccageca tggtcagtat gtaagtccaa aggaagtaca aacaactacc 1800
tggtgatcat gtttaatcta ggtaaaaata tgcataaatc gacgatcgta gcggegetag 1860
tttgcgctca caccacacag cacictetcg cccaatgatg tccggatgig ggaatactag 1920
ggtgaaacac cgcecccectic tigagagage aacaacaatc aticigeigt cggcagaaga 1980
gcagagactt gctgacccta gttaatgact acacagctcg gaggttigtg acatgtccat 2040
gattttgata catggcggag agcaatgigg tggacgaaat caatcaccat atggegetat 2100
attggctgtt tcaggtcecty tttcaagcetg ticctacage tetttcttgg tetactigty 2160
gtcgectgct acatcagttg atatacccgg aattactgca gecacttgea gteccgtgga 2220
attctcacgg tgaatgtagg cctitigtag ggtaggaatt gtcactcaag cacccccaac 2280
ctcecattacg ccteecccat agagttceca atcagtgagt catggeactg tictcaaata 2340
gattggggag aagttgactt ccgeccagag ctcaaggtcg cacaaccgea tgatataggg 2400
tcggcaacgg caaaaaagcea cgiggcetcac cgaaaageaa gaigttigeg atctaacatc 2460
caggaacctg gatacatcca tcatcacgca cgaccactit gatctgetgg taaactcgta 2520
ttcgeectaa accgaagtge gtggtaaatc tacacgtggg cecctitegg tatactgegt 2580
gtgtctictc taggtgcecat tettttcect tectctagtg tigaatigtt tgtgtiggag 2640
tccgagcetgt aactacctct gaatctctgg agaatggtgg actaacgact accgtgcacc 2700
tgcatcatgt atataatagt gatcctgaga agggggottt ggageaatgt gggacttiga 2760
tggtcatcaa acaaagaacg aagacgcctc titigcaaag titigtitcg gctacggtga 2820
agaactggat actigtigtg tcttctgtgt atttitgtgg caacaagagg ccagagacaa 2880

tctaticaaa caccaagctt getetitiga getacaagaa cctgtgggot atatatctag 2940
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agttgtgaag tcggtaatce cgcetgtatag taatacgagt cgcatctaaa tactccgaag 3000
ctgctgcgaa cecggagaat cgagatgtge tggaaagcett ctagegageg getaaattag 3060
catgaaaggc tatgagaaat tctggagacg gcettgttgaa tcatggegtt ccaticttcg 3120
acaagcaaag cgttccgteg cagtagcagg cactcattcc cgaaaaaact cggagaticc 3180
taagtagcga tggaaccgga ataatataat aggcaataca ttgagttgece tcgacggitg 3240
caatgcaggg gtactgagct tggacataac tgttccgtac cccacctctt ctcaaccttt 3300
ggcgtttcec tgattcageg taccegtaca agtegtaate actattaace cagactgace 3360
ggacgtgttt tgcccticat ttggagaaat aatgtcattg cgatgtgtaa titgectget 3420
tgaccgactg gogctgticg aageccgaat gtaggattgt tatccgaact ctgetegtag 3480
aggcatgttg tgaatctgtg tcgggcagga cacgectega aggticacgg caagggaaac 3540
caccgatagc agtgtctagt agcaacctgt aaagccgceaa tgetgaagac tccatcacta 3600
ctatgtatag gaagttggcc gtcatctcgg ccttctigge cacagcetegt gcccagageg 3660
gcgecctaga gaacctggeg tattcaccte cetictaccee ttegeegigg gecaatggac 3720
agggcgactg ggcagaggcc tacgagaagg ccgtcaagtt tgtctcccaa ctcacgetgg 3780
ccgaaaaggt caacctgacc accggaactg gttgggagea ggaccgatge gtcggccaag 3840
tgggtagcat cccaagattg ggcettcccag gactitgeat gcaggactct cegetgggtg 3900
ttcgagacac tgactacaac tcggecttce cggeggotgt caatgtegcet getacctgga 3960
acagggacct cgcctaccgt cgcggecaag cgatgggcga ggageatcge ggaaaaggty 4020
tcgacgtica getgggecect gtggecggec cgetgggeag gicicecgat getggcagaa 4080
actgggaagg tticgeceeg gateecgige tgaccggaaa catgatggeg tccaccatce 4140
agggtattca agatgctggt gicattgctt gcgecaagcea tttcatcctc tacgagcagg 4200
agcatttccg tcagggegcet caagatggcet acgatatctc cgacagtatc agtgccaacg 4260
ctgatgacaa gactatgcac gagtigtact tgtggcecttt tgecgatgcet gticgegetg 4320
gegtiggtic aatcatgige tcctacaacc aggtgaacaa cagctacgec tgetccaaca 4380
gctacaccat gaacaagctg ctcaagagceg aattgggctt ccaaggctic gicatgaccg 4440

actggagtgg ccaccacagt ggtgtgggtt cecgcetetege tggtttggac atgtcgatge 4500
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ccggagacat tgeettcgac agtggeacct cettctgggg cactaacctc acggttgeccg 4560
tgctcaatgg aagtgticct gagtggcegtg tigatgacat ggctgtccgt atcatgtceg 4620
cttattacaa ggtcggecgce gaccgcetaca gegteeccat caactttgac tcgtggacce 4680
tggataccta tggtcccgag cactatgegg tgggccaggg caacaccaag atcaacgage 4740
acgttgatgt tcgcggcaac catgcagaaa tcatccatga aatcggtget geccagegecg 4800
tcctictcaa gaacaagggt gggcticctt tgactggcac cgaacggttt gteggtottt 4860
ttggagagga tgccggatee aaccettggg gtgtgaacgg ctgcagtgac cgaggetgeg 4920
acaatggtac attggccatg ggctggggcea gtggtactge taacttcecc tacttggtga 4980
cgccggagea ggegatcgag agagaagteg tgtcccgaaa tggaacctte accgecatca 5040
cggacaatgg cgcictigag cagatggegg ctgtegectce tcaggcetgat gtitgectgg 5100
tcttcgecaa cgecgactce ggagaaggcet acatcaacgt cgacggcaat gagggtgace 5160
ggaagaatct gaccctgtgg caaggggegg atcaagtcat ccacaacgte actgccaact 5220
gcaacaacac cgtcgtggtg ttgcacactg tcggececgt ttigatcgat gattggtatg 5280
accaccccaa cgtcactgec attctctggg ctggictice gggeccaggag ageggtaact 5340
cgctegtega tgtectctac ggeegtgica accectggegg aaagacteeg ticacctggg 5400
gacggacccg ggaggattac ggtgetecte tggtectcaa gecgaacaat ggcaagggeg 5460
cccegeagea ggacttcact gagggtatcet tcatcgacta cegteggttt gacaagtaca 5520
acatcacccc catctacgaa ticggaticg gtctgagcta cactaccttt gagtitictg 5580
agctcaatgt gcagcctatc aatacgecge cgtacactee cgctictgge ticaccaagg 5640
cggcegceagtc attcggeecg tegiccaatg cttctgacaa ccigtaccee agegacattg 5700
agcgggtccec gtitgtacatc tacccatggce tcaactccac cgattigaag gegtecegeca 5760
atgaccctga ctatgggttg cctaacgaca aatacgttce tcccaacgec acgaacggta 5820
acccgceagcc cattaacceg getggegotg cteetggtgg caaccctagt cictatgage 5880
clgtigeicg ggictcagece atcatcacca acaccggtaa ggttacgggt gacgaggtic 5940
ctcaactgta tgtctctctt ggcggteeeg atgatgetece caagaticit cgtggcettcg 6000

accgtatcac acttgcgect ggtcagcaga ccttgtggac gaccaccctg acgaggcgag 6060
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acatctcgaa ctgggaccct gicacccaga actgggttgt gaccaactac accaagacgg 6120
tgtatgttgg taactcatce cgcaacctge citigcagge accecttaag ccatacectg 6180
gaattgcttc tgctcatcat caccatcace actaataagg getctgegtc tccaggatce 6240
ggcgcegcctce tagaggcttt cgtgaccggg cttcaaacaa tgatgtgega tggtotggtt 6300
cceggttgge ggagtcetttg tetactttgg tigictgtcg caggicggta gaccgcaaat 6360
gagcaactga tggattgttg ccagcgatac tataattcac atggatggtc titgtcgatc 6420
agtagctagt gagagagaga gaacatctat ccacaatgtc gagtgictat tagacatact 6480
ccgagaataa agtcaactgt gtctgtgate taaagatcga ticggcagtic gagtagegta 6540
taacaactcc gagtaccage gaaagcacgt cgtgacagga gcagggctit gccaactgeg 6600
caaccttgct tgaatgagga tacacggggt gcaacatggc tgtactgatc catcgcaacc 6660
aaaatttctg tttatagatc aagcetggtag attccaatta ctccacctcet tgegetictc 6720
catgacatgt aagtgcacgt ggaaaccata cccaaatigce ctacagcetge ggagcatgag 6780
cctatggcga tcagtetggt catgttaace agectgiget ctgacgtiaa tgcagaatag 6840
aaagccgcegg ttgcaatgea aatgatgatg cctttgcaga aatggcettge tcgetgactg 6900
ataccagtaa caactttgct tggccgtagg getetgegtic tccactcgag ataacggtga 6960
gactagcggc cggteeectt atcccagetg ttccacgttg gectgeccect cagttagege . 7020
tcaactcaat gccectcact ggcgaggega gggcaaggat ggaggggeag catcgectga 7080
gttggagcaa agcggcecgcec atgggageag cgaaccaacg gagggatgec gigctitgic 7140
gtggctgetg tggeccaatce gggeccttgg ttggctcaca gagegttget gtgagaccat 7200
gagctattat tgctaggtac agtatagaga gaggagagag agagagagag agagagaggg 7260
gaaaaaaggt gaggtigaag tgagaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaatccaa ccactgacgg 7320
ctgccggcte tgecacccecce cteectecac cccagaccac ctgcacactc agecgegcage 7380
atcacctaat cttggcetege cttccegeag cteaggtigt tittititte tetetcecte 7440
gicgaagccg ccctigtice cttatttatt tcecicteca tecitgtetg cetttggtce . 7500
atctgccecct ttgictgeat ctcettttgca cgeatcgect tatcgtegte tetittttca 7560

ctcacgggag cttgacgaag acctgactcg tgagectcac ctgetgattt ctetcccecece 7620
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ctcecgacceg gettgacttt tgtttetect ccagtaccett atcgegaage cggaagaace 7680
tcttaaccic tagatgaaaa agcctgaact caccgegacyg ictgtcgaga agttcctgat 7740
Ccgaaaagtic gacagcgict ccgacctgat gcagctctcg gagggegaag aatctcgtge . 7800
tttcagcettc gatgtaggag ggcgtggata tgtectgegg gtaaataget gegecgatgg 7860
ttictacaaa gatcgttatg tttatcggca ctttgcatcg gecgegetee cgattccgga 7920
agtgcttgac attggggaat tcagcgagag cctgacctat tgcatctece gecgtgcaca 7980
gootgtcacg ttgcaagacc tgectgaaac cgaactgecce getgttctge agecggtcge 8040
ggaggccatg gatgcgatcg ctgcggecga tetcagecag acgageggot teggeccatt 8100
cggaccgcaa ggaatcggtc aatacactac atggcgtgat ticatatgeg cgattgetga 8160
tceecatgtg tatcactgge aaactgitgat ggacgacacc gicagtgegt cegtcgegeca 8220
ggctctcgat gagcetgatge titgggecga ggactgecce gaagtccgge acctegtgeca 8280
cgcggatttc ggcetccaaca atgtectgac ggacaatgge cgcataacag cggtcatiga 8340
ctggagegag gegatgticg gggattccca atacgaggtc gecaacaict tetictggag 8400
gcegtgottg gettgtatgg agcagecagac gegcetactic gagcggagge acccggaget 8460
tgcaggatcg ccgcggctee gggcegtatat getccgeatt ggictigace aactctaica 8520
gagcttggtt gacggceaatt tcgatgatge agetigggeg cagggtcgat gcgacgcaat 8580
cgtccgatce ggagecggga ctgtcgggeg tacacaaatc gcccgecagaa gegeggeegt 8640
ctggaccgat ggctgtgtag aagtactcge cgatagtgga aaccgacgcece ccageactcg 8700
tccgagggca aaggaatagg tttaaacage tcegtggega aagectgacg caceggtaga 8760
ttcttggtga gececgtatca tgacggegge gggagcetaca tggeceeggg tgatttattt 8820
titttgtatc tactictgac ccitticaaa tatacggtca actcatcttt cactggagat 8880
gcggcectgct tggtattgeg atgttgtcag cttggcaaat tgtggcttic gaaaacacaa 8940
aacgattcct tagtagccat geattitaag ataacggaat agaagaaaga ggaaattaaa 9000
aaaaaaaaaa aaacaaacat cccgticata acccgtagaa tcgecgcetct tegtgtatcc . 9060
cagtaccacg gcaaaggtat ticatgatcg ttcaatgttg atattgticc cgccagtatg 9120

gctccacccc catctccgeg aatctectet tetcgaacge gotagtggeg cgeccaattgg 9180
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taatgaccca tagggagaca aacagcataa tagcaacagt ggaaattagt ggcgcaataa 9240
ttgagaacac agtgagacca tagcetggegg cetggaaage acigitggag accaacttgt 9300
ccgttgecgag gecaacttge attgetgtca agacgatgac aacgtagecg aggaccgica 9360
caagggacgc aaagttgtcg cggatgaggat ctcegtagat ggcatageeg gcaatccgag 9420
agtagcctct caacaggigg ccttttcgaa accggtaaac ctigticaga cgicctageec 9480
gcagctcacc gtaccagtat cgaggattga cggcagaata gecagtggcetc tccaggattt 9540
gactggacaa aatcticcag tattcccagg tcacagtgtc tggcagaagt cectictcge . 9600
gtgcgagtcg aaagtegceta tagtgecgcaa tgagagceaca gtaggagaat aggaacccge 9660
gagcacattg ttcaatctcc acatgaattg gatgactget gggcagaatg tgetgectcec . 9720
aaaatcctge gtccaacaga tactetggea ggggcetigag atgaatgect ctgggececece 9780
agataagatg cagctctgga tictcggtta cgatgatatc gcgagagagce acgagttggt 9840
gatggagggg acgaggaggce ataggtcgge cgcaggecca taaccagtct tgcacageat 9900
tgatcttcct cacgaggagce tcctgatgea gaaactcecic catgttgetg attgggttga 9960
gaatttcatc gctcetggat cgtatggttg ctggcaagac cctgcettaac cgtgecgtgt 10020
catggtcatc tctggtggct tcgtegetgg cetgtctttg caattcgaca gcaaatggtg 10080
gagatctctc tatcgtgaca gtcatggtag cgatagcetag gtotegttge acgcacatag 10140
gccgaaatge gaagtggaaa gaatttceccg gegeggaatg aagtctcgte attttgtact 10200
cgtacicgac acciccaccg aagigttaag aatggaicca cgatgccaaa aagctigtic 10260
atttcggcta geecgtgate ctggegcetic tagggcetgaa actgtgttgt taatgtatta 10320
ttggctgtgt aactgacttg aatggggaat gaggagegeg atggattcge ttgeatgtcc 10380
cciggccaag acgagecgct tiggeggtit gtgaticgaa ggtgtgtcag cggaggegee 10440
agggcaacac gcactgagcc agccaacatg cattgctgec gacatgaata gacacgegeec 10500
gagcagacat aggagacgtg ttgactgtaa aaattctact gaatattage acgcatggic 10560
tcaataagag caataggaat gctigccaat cataagtacg tatgtgctit ticctgcaaa 10620
tggtacgtac ggacagttca tgttgtctgt catcccecac tcaggcetcic atgatcattt 10680

tatgggactg ggattttget gactgaatgg attcagecge acgaaacaaa ttgggggeca 10740
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tgcagaaggg aagcccccce agecccctgt tcataatttg ttaagagtcg gagagetgee 10800
tagtatgaag cagcaattga taacgttgac tttgcgcatg agcictcaag ccgggeatat 10860
gtatcacgtt tctgcctaga gecgecacggg acccaagaag cicttgtcat aaggtatita 10920
tgagtgttca getgecaacg ctggtictac tttggcicaa ccgeatcecca taagetgaac 10980
tttgggagct geccagaatgt cictigatgt acagegatca acaaccgtge gecggicgac 11040
aactgttcac cgatcaggga cgcgaagagg acccaatccce geggttaacg cacctgetce 11100
gaagaagcaa aagggctatg aggtggtgca gcaaggaatc aaagagctct atccactiga 11160
caaggccacc tgcaggactg tctctectict ctagtitaaa catttaaata catgtgagca 11220
aaaggccagc aaaaggccag gaaccgtaaa aaggecgegt tgetggeott tttccatagg 11280
ctecgececcc ctgacgagea tcacaaaaat cgacgcetcaa gicagaggtg gcgaaacccg 11340
acaggactat aaagatacca ggcegtticce cctggaagct cectegtgeg ctetectgtt 11400
ccgaccctgce cgcettacegg atacctgtece gectticice cttcgggaag cgtggegett 11460
tctcatagcet cacgcetgtag gtatctcagt tcggtgtagg tegttcgete caagetggge 11520
tgtgtgcacg aaccccecegt tcageccgac cgetgegect tatceggtaa ctatcgictt 11580
gagtccaacc cggtaagaca cgacttatcg ccactggcag cagccactgg taacaggatt 11640
agcagagcga ggtatgtagg cggtgctaca gagtictiga agtggtggec taactacgge 11700
tacactagaa gaacagtatt tggtatctge getctgetgt agecagttac cticggaaaa 11760
agagttggta gctcttgatc cggcaaacaa accaccgcetg gtageggtgg ttttttigtt 11820
tgcaagcagce agattacgcg cagaaaaaaa ggatctcaag aagatcctit gatcttttct 11880
acggaotctg acgctcagtg gaacgaaaac tcacgttaaa gggattttgg tcatgagatt 11940
alcaaaaagg alcticacct agatcctitt aaattaaaaa tgaagtttta aatcaatcta 12000

aagtatatat gagtaaactt ggtctgacag 12030
Lista de secuencias

<110> Clariant International Ltd

<120> Método para una expresion selectiva independiente de la fuente de carbono de secuencias que codifican una

proteina en una célula de hongo filamentoso
<130> R6488

<160>7

<170> BiSSAP 1.3.6

<210>1

<211> 1379

<212> ADN

<213> Trichoderma reesei
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<400> 1
cttactattc

gctgtgtgtg
tgttgagata
acgataatct
catacaatca
ctgcecgagat
tggatcatgg
attcagtttg
caaattgcaa
cacctacgca
caccggcgac
gaccccaaga
ctattgtcgt
acatcccagce
catcccaatt
gtcgtcececee
caacccggga
ttccaaagtc
gagggatccg
tttcectttta
cacaagaaac

cagcccacgt

cctacctace

<210>2
<211> 728
<212> ADN

tcaaagggcce
tagcaggaaa
gggccagcegg
caatgtgttc
tggcegtata
acgcctatcce
tcaaagtcge
ctaatgette
gtaaaagcaa
atctggatca
tagtcgagat
gacatcggaa
catacagtca
ggctagacga
cctaacaagg
tcttgagcetg
tatgcgagag
caactggtgt
gcatcgggtg
tatttgtctg
aggggacgac

tttttcgatce

ctectcateca

<213> Trichoderma reese

<400> 2

gtttacgggg
tggatcggeg
aaactagttt
ttcatccatg
agccaccgag
agacatatcc
tgaggctaac
tgececetgeta
gttccaattc
ccatctgcat
aacgccccte
cttagaacag
gcatcteccte
cggaccagat
ttgatccacc
cccgtatgea
aaaccccgca
cgaatcgcaa
gcggcaatga
aagagagaga
ctctttgcectg

ataactgttt

atacttggtt
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ctatataagg
aacggggggt
gtcacttcac
aacaaatcgt
ctgctcecttt
accccegttgg
aggttgtcge
ctggecttga
gtatcaacgce
aaactggggt
cteccteccace
ccatcaacca
atcactgact
ccgaggcaaa
ttctgcatca
atcttegtcet
ctgggcctca
aaacgtaccg
tatcaagctg
gaccacgagg
gcggttatac

cttgcecctcea

gatacattag

agcaaatcaa
tcttetette
ttctaattgt
acgtaacgtt
gatgcaactg
cgctactatc
cgeccttegeg
tcgttatececa
atcagtcatg
tgttgacctc
atctccgeaa
taccgtaaca
gctgttatga
gaacttcttg
caagaattag
cggcatcegg
ctttgaagca
ctttegtegt
agtcttggeg
ccaaaggatt
tttgtttcat

tcacaacgcce

cggagacgec

28

cggaatacag
tgtcatgatt
gagtccaaaa
gtcttgcatg
tgcgtccggg
acagatcagc
tgagcctagce
ccagaccagt
tcattcacat
ggtatcaagc
ctggataaac
ggcaatcaat
tttggggaag
agacggcccce
catcatctca
gacccattgg
tatggatcga
atcaaaggac
ttatgaactg
tacattacag
cctectcaca

tccectatte

tcgaacatg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1379



attgcagaca
tctattettt
ccagtgetge
ccgaaaccgg
gtggttcctg
cactcctect
cgcacaaact
gacttccccee
ttagttgacg
tttettgttg
atgatatcag
caactaggtt
caagcatg

<210> 3
<211> 1568
<212> ADN

cttggacttg
tggtggtggt
tegtgttege
cttcagaaga
tgatgactcg
gatgtcccga
ccececgegact
acacggccga
gatctaaaat
atgaaaccaa
acaaaagggt

atcttcatta

<213> Trichoderma reesei

<400> 3

cagaaccgtg
accatattcc
ccttcaacag
gacgttgtca
gaaaggtttc
tattcacgac
aaggaaatcg
gagttccgeg

tacatccgece

ccattttcaa
atccgcaggg
acgcccagac
atgacggcgt
aggcgggaga
tgcacactge
acggcttcga
gactgattga

gctcaatgce

atgctggtaa
gatggtgttt
tcteccagetg
ttgaccgaag
tattttettg
ttctctacca
tattcccegta
tcteettgge
agctggacag
ttcgaggtgt
ccaattcttg

cttccaactc

ggacgccage
cggtggccag
tcagtcgece
ggtgctacat
tctggttgaa
gggccatgtt
cgagctcaag
gggcaagtgg

ggtagaaatc
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gagaggtaaa
tgccectggta
cttaactagce
cttcagecte
gaaattaccc
caacttacct
gcaggcaata
tgaagaaaaa
atgccgcecact
gatggggagg
cagctacggce

acactttgat

gacgatgact
ccatcagacg
attgccatca
ctecggteget
cagaagattg
cttggctcag
gcatcccact
aagcagccga

gacttttgga

acacaagtag
agatactggc
tcagggctceg
ccgtecegag
tcgggecatt
tagtactagt
ttgtacagac
gagccccgge
gtatacagtt
agaggggttg
cctcactatce

acctatctac

atgtcatcgt
agggcacaat
acatcagggce
ttgaagatcc
acgccgagaa
ccgtgaggceca
ttccagacag
tccaggaccg

cagaagacga

29

caagactctg
cgtcttacaa
ttctecegggt
acaagtcgtc
acccatgaat
agcatctccce
gccctttaca
actaatacgt
tggatgtttc
actgtcacac
tttgatgtag

ttcactcectt

aaccaaagag
ctcaacagcc
agcacgcatg
ctcaatggca
gcgectecte
tcttttggaa
cgcggecatge
cgtcgacgag

cttececgacge

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

728

60

120

180

240

300

360

420

480

540
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gagggactgg
cgcgtegtge
acggatctgt
gtcagttaca
tattggcgat
cattccgatg
cacccctgac
catcaccagc
gctttgecgaa
taagcatccg
cggaggtagt
cacagccgat
cggaagctgg
cttgaaagtt
tcegeatcat
tgaagttaca
ttcttgecage
gcaccatg

<210> 4
<211> 728
<212> ADN

agcgcttgat
ggattgtggg
gcggcgcgac
cggtggcttg
gtecgtegtge
ctggagttag
atattccata
aaatacgtcc
gcgcatcage
ataaggtgat
cagcgcecatce
tcgaaaactt
cgatagattg
ggaggttgtg
cccegeatga
aagcataatg

gctaccacgg

<213> Trichoderma reesei

<400> 4
cttgaaggag

gttgctacat
tcatgtgtga
gaaagaaaca
ctaaacgtat
agtctgtaaa
tgcggggaga
agtgattcat
ccacgacgac
tcggaccegg
ctggttgtaa
tagacagagt
caatcatg

<210>5
<211> 1466
<212> ADN

tgaagtagat
caaagatagt
cagtcaaccc
tccaaactgt
tagtgccggg
gggcgtcetgt
tgctactagt
gggtaatggc
ttgtctcggg
agaacgagcc
gacggccagt

cttgctactt

tccggacaag
agcggaggtt
gacggtgaag
acgggggatt
cggtggagga
tagatgtaga
tgggagatga
aacggtatcc
cgatctaaaa
ggcttcagca
agtaaggttg
gtgaaacttg
cctacttett
gceccegecactg
actgagattc
gtggagatgce

Ccaaacacca

aggtatcaaa
gagggccgta
ctctectece
atacagtgcg
gctettttte
acaatattgce
actaaggtaa
ccgagggtaa
acgggaggct
ctgagctagt
atcttaccag

gtgttttacc

ES 2784318 T3

agcctgttge
tatccctgeg
aagattggga
caggggaccg
taagatgtgg
tatatacagg
aaattagaca
atctttcctg
acaatctccg
gctceegttt
cctgatcecgg
aagctattge
acggcgtage
tttgaacaga
gacgtcagge
aagagactac

tcattctgeg

gtgtgagttg
gctgcaagaa
catcacacct
gcatctgtce
ttcagccaag
ctgctacggg
gttgtggtag
tttccaagaa
gaagcttecgg
taagcagctg
ggcaaaacac

tctcttacca

cgcctggaga
gagggacgca
ggagcaaagg
atagcggacg
tagatgatcg
agggggttag
gatagaccac
ctcctgtgat
acctecgetca
tccatcecgeg
atagctgtca
caatactctg
tgcgggaagce
cactgagttc
ctgtacgage
attgatctga

gacacctcat

gaagtaatga
ttggaccctt
cgaattggtt
agctatttta
gagatcggcc
aataagtcgce
agaatcggga
aatacgagtc
tcaatcttct
gagagcgaac
catcaccacc

gcatcaagtc

30

gaccaagttc
tgttgacacg
cattagccgg
aagataaagc
agtatgcgceg
ggacgatgac
agcccegetgt
gcaggatgtg
gggtgagaaa
gatgcatagg
tccaaaacgce
ctacggccac
caccgggaac
caccagcctce
atagaacagg
ccttcaacce

cccatgatat

agataaccta
ttgtctgata
tcatcaacaa
gatccgtcaa
gtgtggggga
ggggagtttg
catcaggagg
atcacaggaa
gaagccggtt
acgagcagca
accaaaagaa

caagtgtctg

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1568

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

728
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<213> Trichoderma reesei

<400> 5
ccaaatcggg

aaagaaagga
agtttggttt
tagccaggta
gcggggggtt
gtacgactct
gaaggcatgt
tagttgagga
cccatagact
tctgttgecet
gacctcgeeg
agacgcggcet
gctgeccacg
tgccatacca
gaccctcgag
cctecegegac
gcgaagctcce
acctggctat
accgggctta
gtgtcattgce
ggccgaattt
atgcatcttt
attcaccgcece
gagagtaaga
cctctcacct

<210>6
<211> 2613
<212> ADN

cagaggcaaa
ataagtgtgg
agtttagcag
tcctatgtat
tctttttcte
ggttattaat
tgggggggaa
agaaagataa
aggtaggtaa
ttccaaagag
gccecggtgac
gctagtgcta
aaggccaaag
caagcagata
cctgttctag
tccagattce
gggcctgaac
cgtactgceccec
tcttgeccact
cgctattcct
ggggattctt
gaaggatcat
aaggcaaatc

caaagatttt

tggcagcaca

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> BGL procedente de Talaromyces emersonii con el péptido sefial TrCBH1 y el marcador 6xHis

<400> 6

ggcaagggtg
aaaagagaag
acgttgatgt
gtaggcgagg
ctctegttge
tgccegggaa
atactactta
ctcaacggac
cgaactacct
gggactgttce
tggctgataa
tcgttteccag
gaaatggctg
ttgtgaagct
cagccaagcc
agctccgtca
gaccatgagg
aggttgctaa
aggatattcg
cccegtggaa
tgctagacgg
aaagatgcag
ttctgcgagg
tttcececccat

agcatg

ES 2784318 T3

ggagggcgga
agaaggagag
gtctecctggt
gagaaggatt
agtgctcgtt
gactctagta
acaggaggaa
cttgaccttg
tacctaccta
gcegecttgt
acgcccagta
gcttcaagaa
gatgaatcaa
ggcgaacttg
tttccecggea
ccacttcacg
aaagttcaac
actagagctt
cacagtccaa
catcatgggg
gcagcgattt
caaacaccct
gtgtgttttt

acagccgegt

aagggggaaa
agatcagggg
gcggataaaa
tcgggttggt
atcgcagcetc
ggcctagtge
gacatgccga
tgtataagag
gctaccccag
gcttecccac
agtggcttaa
gctaaggtac
cgctagatag
ttagttccgg
gaaagggtgt
caacaggatg
ttggcactga
ggagataacg
gctttttacce
ttggcaatcg
tcecgacggag
tctttattte
gttccatagce

ctctccaaag

31

gataggtgge
gtggaatgag
gggcttgtat
tcagccgtat
tataggccga
tattacacgg
atgtggtcca
tectttggece
cttttegtat
gttttgccat
gaccaccagc
tgcegtatge
ctagattcca
aaccattgga
tatctggcege
tcggaaggge
gtagctggaa
aagagaggcc
tttgceette
ttteccttage
gagccggttg
ccctgaggtg
cctcattgge

ggaaacacga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1466



atgtatagga
gcecctagaga
ggcgactggg
gaaaaggtca
ggtagcatcc
cgagacactg
agggacctcg
gacgttcagc
tgggaaggtt
ggtattcaag
catttccegte
gatgacaaga
gttggttcaa
tacaccatga
tggggtggee
ggagacattg
ctcaatggaa
tattacaagg
gatacctatg
gttgatgttc
cttctcaaga
ggagaggatg
aatggtacat
ccggagcagg

gacaatggcg

agttggccgt
acctggcgta
cagaggccta
acctgaccac
caagattggg
actacaactc
cctaccgtceg
tgggccctgt
tecgeecececgga
atgctggtgt
agggecgctca
ctatgcacga
tcatgtgctc
acaagctgct
accacagtgg
ccttegacag
gtgttcctga
tcggecgega
gtcccgageca
gcggcaacca
acaagggtgg
ccggatccaa
tggccatggg
cgatcgagag

ctcttgagca

catctcggece
ttcacctcce
cgagaaggcce
cggaactggt
cttcccagga
ggcctteceg
cggccaagcg
ggccggceecg
tcecegtgetyg
cattgettge
agatggctac
gttgtacttg
ctacaaccag
caagagcgaa
tgtgggttce
tggcacctce
gtggcgtgtt
ccgctacage
ctatgcggtg
tgcagaaatc
gcttectttg
cccttggggt
ctggggcagt
agaagtcgtg

gatggcggcet

ES 2784318 T3

ttcttggecca
ttctaccctt
gtcaagtttg
tgggagcagg
ctttgcatge
gcgggtgtca
atgggcgagg
ctgggcaggt
accggaaaca
gccaagcatt
gatatctcceg
tggccettttg
gtgaacaaca
ttgggcttce
gctctegetg
ttetggggeca
gatgacatgg
gtccccatca
ggccagggca
atccatgaaa
actggcaccg
gtgaacggct
ggtactgcta
tcccgaaatg

gtcgectcecte

cagctcgtge
cgcegtggge
tctecccaact
accgatgegt
aggactctcc
atgtcgectge
agcatcgcgg
ctcecegatge
tgatggegtce
tcatcctcta
acagtatcag
ccgatgetgt
gctacgcectg
aaggcttcegt
gtttggacat
ctaacctcac
ctgtccgtat
actttgactc
acaccaagat
tcggtgetge
aacggtttgt
gcagtgaccg
acttccccta
gaaccttcac

aggctgatgt

32

ccagagcggce
caatggacag
cacgctggcece
cggccaagtg
gctgggtgtt
tacctggaac
aaaaggtgtc
tggcagaaac
caccatccag
cgagcaggag
tgccaacgcet
tcgegetgge
ctccaacagc
catgaccgac
gtcgatgceccce
ggttgccgtg
catgtccget
gtggaccctg
caacgagcac
cagcgceccegte
cggtgttttt
aggctgcgac
cttggtgacg
cgccatcacg

ttgecetggte

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
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ttcgccaacg
aagaatctga
aacaacaccg
caccccaacg
ctcgtcgatg
cggacccggg
ccgcagcagg
atcaccccca
ctcaatgtge
gcgcagtcat
cgggtcecegt
gaccctgact
ccgcagccca
gttgctcggg
caactgtatg
cgtatcacac
atctcgaact
tatgttggta
attgcttctg

<210>7
<211> 12030
<212> ADN

ccgactcegg
ccctgtggea
tecgtggtgtt
tcactgccat
tecctetacgg
aggattacgg
acttcactga
tctacgaatt
agcctatcaa
tcggececegte
tgtacatcta
atgggttgcce
ttaacccgge
tctcagceccat
tctetettgg
ttgegectgg
gggaccctgt
actcatcccg

ctcatcatca

<213> Secuencia artificial

<220>

agaaggctac
aggggcggat
gcacactgtc
tctetggget
ccgtgtcaac
tgctcctetg
gggtatctte
cggattcggt
tacgccgeeg
gtccaatgcet
cccatggetce
taacgacaaa
tggcggtget
catcaccaac
cggtcccgat
tcagcagacc
cacccagaac
caacctgect

ccatcaccac

<223> plasmido del promotor Test

<400>7

ttaccaatge
agttgcctga
cagtgctgceca
ccagccagcce
gtctattaat
cgttgttgec

cagctcecggt

ttaatcagtg
ctcececegteg
atgataccge
ggaagggccg
tgttgceggg
attgctacag

tcccaacgat

aggcacctat
tgtagataac
gagacccacg
agcgcagaag
aagctagagt
gcatcgtggt

caaggcgagt

ES 2784318 T3

atcaacgtcg
caagtcatcc
ggceceegttt
ggtcttecegg
cctggcggaa
gtcctcaagce
atcgactacc
ctgagctaca
tacactcceg
tctgacaacc
aactccaccg
tacgttccte
cctggtggceca
accggtaagg
gatgctccca
ttgtggacga
tgggttgtga
ttgcaggcac

taa

ctcagcgate
tacgatacgg
ctcaccgget
tggtcctgceca
aagtagttcg
gtcacgctceg

tacatgatcc

acggcaatga
acaacgtcac
tgatcgatga
gccaggagag
agactccgtt
cgaacaatgg
gtecggtttga
ctacctttga
cttectggett
tgtaccccag
atttgaaggc
ccaacgccac
accctagtcet
ttacgggtga
aggttctteg
ccaccctgac
ccaactacac

cccttaagec

tgtctatttce
gagggcttac
ccagatttat
actttatccg
ccagttaata
tcgtttggta

cccatgttgt

33

gggtgaccgg
tgccaactge
ttggtatgac
cggtaactcg
cacctgggga
caagggcgcce
caagtacaac
gttttctgag
caccaaggcg
cgacattgag
gtccgceccaat
gaacggtaac
ctatgagcct
cgaggttcct
tggcttcgac
gaggcgagac
caagacggtg

ataccctgga

gttcatccat
catctggcce
cagcaataaa
cctccatcca
gtttgcgcaa
tggcttcatt

gcaaaaaagc

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2613

60

120

180

240

300

360

420



ggttagctcce
catggttatg
tgtgactggt
ctecttgeeceg
catcattgga
cagttcgatg
cgtttctggg
acggaaatgt
ttattgtcte
tcegegeaca
acagtctcga
tcteccacgtt
ttcacactge
tcttccataa
tttgcctcaa
atagtccctce
gacgatcaag
ttacaatcag
gtcttgtatc
acagacaaac
ggctagcaat
cgcagtagaa
tgtcttgtgg
tggtgatcat
tttgecgetcea
ggtgaaacac
gcagagactt
gattttgata
attggetgtt
gtegectget

attctcacgg

ttcggtectce
gcagcactgce
gagtactcaa
gcgtcaatac
aaacgttctt
taacccactc
tgagcaaaaa
tgaatactca
atgagcggat
tttcececgaa
gtgcccagag
ctgagaggga
cttgtettet
gtcagaggca
gtccgceccaag
atgaggtcac
acgaacgagg
attgactggce
gtatgctcct
tacctcectg
agagattcgg
aaatccttat
agcccagcca
gtttaatcta
caccacacag
cgccccectte
gctgacccta
catggcggag
tcaggtecctg
acatcagttg

tgaatgtagg

cgatcgttgt
ataattctct
ccaagtcatt
gggataatac
cggggcgaaa
gtgcacccaa
caggaaggca
tactcttect
acatatttga
aagtgccacc
cggcgeccectg
aagcggcaga
tggtgaggaa
atcgecctggg
tacctccegt
actggcctct
aagatgcttc
gcttgegact
gatagaggtg
ttgtgaaaag
acctcccaac
catgataaca
tggtcagtat
ggtaaaaata
cactctcteg
ttgagagagc
gttaatgact
agcaatgtgg
tttcaagctg
atataccecgg

ccttttgtag

ES 2784318 T3

cagaagtaag
tactgtcatg
ctgagaatag
cgcgcecacat
actctcaagg
ctgatcttcet
aaatgccgca
ttttcaatat
atgtatttag
tgacgtcatt
caggctaggt
catcgtagtt
aagacgaggc
cttgtgatgt
catgtcgecgg
agaattagac
tgcttgecata
ggaagcctct
atatttcaag
taagttttca
tggtgactat
tacgcagecg
gtaagtccaa
tgcataaatc
cccaatgatg
aacaacaatc
acacagctcg
tggacgaaat
ttectacage
aattactgca

ggtaggaatt

ttggccgcag
ccatccgtaa
tgtatgcgge
agcagaactt
atcttacege
gcatctttta
aaaaagggaa
tattgaagca
aaaaataaac
taaatgttta
tcgatgccecga
acctgectega
tggtctettt
cactactgge
tatctcttce
tgtatattge
ctegtgtceta
caggtgattg
tagtaccagc
caactacaac
agtcaataga
tactctettg
aggaagtaca
gacgatcgta
tccggatgtg
attctgctgt
gaggtttgtg
caatcaccat
tectttettgg
gccacttgeca

gtcactcaag

34

tgttatcact
gatgcttttc
gaccgagttg
taaaagtgct
tgttgagate
ctttcaccag
taagggcgac
tttatcaggg
aaataggggt
aaccagacag
tattccgatt
gtgggattac
ctttctatca
gcgcatgtta
ttgttttcece
gacttatagt
gtcecgecata
tatagtagaa
tgatatgctc
ctttctgaga
caattttcac
acgtccgagt
aacaactacc
gcggcgetag
ggaatactag
cggcagaaga
acatgtccat
atggcgcectat
tctacttgtg
gtccegtgga

cacccccaac

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



ctccattacg
gattggggag
tcggcaacgg
caggaacctg
ttcgecectaa
gtgtcttctc
tcecgagetgt
tgcatcatgt
tggtcatcaa
agaactggat
tctattcaaa
agttgtgaag
ctgctgcgaa
catgaaaggc
acaagcaaag
taagtagecga
caatgcaggg
ggcgttteccc
ggacgtgttt
tgaccgactg
aggcatgttg
caccgatagc
ctatgtatag
gcgecctaga
agggcgactg
ccgaaaaggt
tgggtagcat
ttcgagacac
acagggacct
tcgacgttca
actgggaagg

agggtattca

cctcececccat
aagttgactt
caaaaaagca
gatacatcca
accgaagtgce
taggtgccat
aactacctct
atataatagt
acaaagaacg
acttgttgtg
caccaagctt
tcggtaatce
cccggagaat
tatgagaaat
cgtteegteg
tggaaccgga
gtactgagct
tgattcagcg
tgccctteat
gggctgtteg
tgaatctgtg
agtgtctagt
gaagttggcc
gaacctggeg
ggcagaggcc
caacctgacc
cccaagattg
tgactacaac
cgcctacegt
gctgggecct

tttecgeececeg

agatgctggt

agagttccca
ccgcccagag
cgtggctcac
tcatcacgeca
gtggtaaatc
tectttteect
gaatctctgg
gatcctgaga
aagacgcctce
tcttcetgtgt
gctcettttga
cgctgtatag
cgagatgtge
tctggagacg
cagtagcagg
ataatataat
tggacataac
tacccgtaca
ttggagaaat
aagcccgaat
tcgggcagga
agcaacctgt
gtcatctcgg
tattcacctc
tacgagaagg
accggaactg
ggcttecccag
tecggecttece
cgcggccaag
gtggceggee
gatcccgtge

gtcattgett

ES 2784318 T3

atcagtgagt
ctcaaggtcg
cgaaaagcaa
cgaccacttt
tacacgtggg
tcctectagtg
agaatggtgg
aggggggttt
ttttgcaaag
atttttgtgg
gctacaagaa
taatacgagt
tggaaagctt
gcttgttgaa
cactcattcc
aggcaataca
tgttccgtac
agtcgtaatc
aatgtcattg
gtaggattgt
cacgcctcga
aaagccgcaa
ccttettgge
ccttctacce
ccgtcaagtt
gttgggagca
gactttgecat
cggegggtgt
cgatgggcga
cgctgggcag
tgaccggaaa

gcgccaagca

catggcactg
cacaaccgca
gatgtttgeg
gatctgctgg
ccectttegg
ttgaattgtt
actaacgact
ggagcaatgt
ttttgtttceg
caacaagagyg
cctgtggggt
cgcatctaaa
ctagcgagceg
tcatggegtt
cgaaaaaact
ttgagttgee
cccacctcett
actattaacc
cgatgtgtaa
tatccgaact
aggttcacgg
tgctgaagac
cacagctcgt
ttegeegtgg
tgtctcccaa
ggaccgatge
gcaggactct
caatgtcget
ggagcatcge
gtcteceegat
catgatggeg

tttcateccte

35

ttctcaaata
tgatataggg
atctaacatc
taaactcgta
tatactgegt
tgtgttggag
accgtgcacce
gggactttga
gctacggtga
ccagagacaa
atatatctag
tactcecgaag
gctaaattag
ccattcttceg
cggagattcce
tecgacggttg
ctcaaccttt
cagactgacc
tttgcctget
ctgctegtag
caagggaaac
tccatcacta
gcccagageg
gccaatggac
ctcacgctgg
gtcggccaag
cegetgggtyg
gctacctgga
ggaaaaggtg
gctggcagaa
tccaccatce

tacgagcagg

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



agcatttcecg
ctgatgacaa
gcgttggttce
gctacaccat
actggggtgg
ccggagacat
tgctcaatgg
cttattacaa
tggataccta
acgttgatgt
tccttctcaa
ttggagagga
acaatggtac
cgccggagca
cggacaatgg
tcttegecaa
ggaagaatct
gcaacaacac
accaccccaa
cgctcgtega
gacggacceg
ccccgeagca
acatcaccce
agctcaatgt
cggcgcagte
agcgggtece
atgaccctga
acccgcagcec
ctgttgeteg
ctcaactgta

accgtatcac

tcagggcgcet
gactatgcac
aatcatgtgc
gaacaagctg
ccaccacagt
tgccttegac
aagtgttcct
ggtcggecge
tggtcecegag
tcgcggceaac
gaacaagggt
tgccggatcece
attggccatg
ggcgatcgag
cgctcttgag
cgccgactce
gaccctgtgg
cgtcgtggtg
cgtcactgcc
tgtcctctac
ggaggattac
ggacttcact
catctacgaa
gcagcctatc
attcggcceg
gttgtacatc
ctatgggttg
cattaacccg
ggtctcagece
tgtctctett

acttgcgect

caagatggct
gagttgtact
tcctacaacc
ctcaagagcg
ggtgtgggtt
agtggcacct
gagtggcegtg
gaccgctaca
cactatgcgg
catgcagaaa
gggcttcctt
aacccttggg
ggctggggca
agagaagtcg
cagatggcgyg
ggagaaggct
caaggggcgg
ttgcacactg
attctctggg
ggccgtgtca
ggtgctecte
gagggtatct
ttcggattcg
aatacgeccge
tcgtccaatg
tacccatgge
cctaacgaca
gctggeggtg
atcatcacca
ggcggtcccg

ggtcagcaga
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acgatatctc
tgtggececttt
aggtgaacaa
aattgggcett
ccgetetege
ccttetgggg
ttgatgacat
gcgteccccat
tgggccaggg
tcatccatga
tgactggcac
gtgtgaacgg
gtggtactge
tgtcccgaaa
ctgtcgecte
acatcaacgt
atcaagtcat
teggeecegt
ctggtcttce
accctggegg
tggtcctcaa
tcatcgacta
gtctgagcta
cgtacactcc
cttctgacaa
tcaactccac
aatacgttcc
ctcctggtgg
acaccggtaa
atgatgctcc

ccttgtggac

cgacagtatc
tgcegatget
cagctacgcce
ccaaggctte
tggtttggac
cactaacctc
ggctgtcegt
caactttgac
caacaccaag
aatcggtgct
cgaacggttt
ctgcagtgac
taacttccce
tggaaccttce
tcaggctgat
cgacggcaat
ccacaacgtce
tttgatcgat
gggccaggag
aaagactccg
gccgaacaat
ccgteggttt
cactaccttt
cgettetgge
cctgtaccecce
cgatttgaag
tcccaacgece
caaccctagt
ggttacgggt
caaggttctt

gaccaccctg
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agtgccaacg
gttcgegetg
tgctccaaca
gtcatgaccg
atgtcgatge
acggttgcecceg
atcatgtccg
tegtggacce
atcaacgagc
gccagcgecg
gtcggtgttt
cgaggctgceg
tacttggtga
accgccatca
gtttgcctgg
gagggtgacc
actgccaact
gattggtatg
agcggtaact
ttcacctggg
ggcaagggcg
gacaagtaca
gagttttctg
ttcaccaagg
agcgacattg
gcgteegeca
acgaacggta
ctctatgagce
gacgaggttce
cgtggetteg

acgaggcgag
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acatctcgaa
tgtatgttgg
gaattgcttc
ggcgegecte
cceggttgge
gagcaactga
agtagctagt
ccgagaataa
taacaactcc
caaccttgct
aaaatttctg
catgacatgt
cctatggega
aaagccgcegg
ataccagtaa
gactagecgge
tcaactcaat
gttggagcaa
gtggctgcetg
gagctattat
gaaaaaaggt
ctgccggetc
atcacctaat
gtcgaageeg
atctgcccect
ctcacgggag
ctcecgaceg
tcttaacctce
cgaaaagttc
tttcagcettce

tttctacaaa

agtgcttgac

ctgggaccct
taactcatcc
tgctcatcat
tagaggcttt
ggagtctttg
tggattgttg
gagagagaga
agtcaactgt
gagtaccagc
tgaatgagga
tttatagatc
aagtgcacgt
tcagtctggt
ttgcaatgca
caactttgct
cggtecectt
gcccctecact
agcggccgcc
tggccaatcc
tgctaggtac
gaggttgaag
tgccaccccce
cttggcetege
ccettgttee
ttgtctgcat
cttgacgaag
gcttgacttt
tagatgaaaa
gacagcgtcet
gatgtaggag
gatcgttatg

attggggaat

gtcacccaga
cgcaacctgc
caccatcacc
cgtgaccggg
tctactttgg
ccagcgatac
gaacatctat
gtctgtgatce
gaaagcacgt
tacacggggt
aagctggtag
ggaaaccata
catgttaacc
aatgatgatg
tggcegtagg
atcccagcetg
ggcgaggcga
atgggagcag
gggcccttgg
agtatagaga
tgagaaaaaa
ctcecctccac
cttcecegeag
cttatttatt
ctcttttgca
acctgactcg
tgtttecteet
agcctgaact
ccgacctgat
ggcgtggata
tttatcggea

tcagcgagag
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actgggttgt
ctttgcaggce
actaataagg
cttcaaacaa
ttgtctgteg
tataattcac
ccacaatgtc
taaagatcga
cgtgacagga
gcaacatggc
attccaatta
cccaaattge
agcctgtget
cctttgcaga
gctetgegte
tteccacgttg
gggcaaggat
cgaaccaacg
ttggctcaca
gaggagagag
aaaaaaaaaa
cccagaccac
ctcaggttgt
tccctecteca
cgcatcgect
tgagcctcac
ccagtacctt
caccgecgacg
gcagcteteg
tgtcctgegg
ctttgecateg

cctgacctat

gaccaactac
accccttaag
gctetgegte
tgatgtgcga
caggtcggta
atggatggtc
gagtgtctat
tteggcagte
gcagggcttt
tgtactgatc
ctccacctcet
ctacagcetge
ctgacgttaa
aatggcttgc
tccactcgag
gcectgecect
ggaggggcag
gagggatgcc
gagcgttgct
agagagagag
aaaaatccaa
ctgcacactc
ttttttttte
tcecttgtetg
tatcgtcgtce
ctgctgattt
atecgecgaage
tctgtcegaga
gagggcgaag
gtaaatagct
gcegegetee

tgcatctece
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accaagacgg
ccataccctg
tccaggatcc
tggtgtggtt
gaccgcaaat
tttgtcgatc
tagacatact
gagtagegta
gccaactgeg
catcgcaacc
tgcgettete
ggagcatgag
tgcagaatag
tcgctgactg
ataacggtga
cagttagcge
catcgcctga
gtgctttgtc
gtgagaccat
agagagaggg
ccactgacgg
agcgcgcagc
tctecteecte
cetttggtece
tcttttttca
ctctececce
cggaagaacc
agttcctgat
aatctcgtge
gegecgatgg
cgattcegga

gcegtgecaca
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gggtgtcacg

ggaggccatg

cggaccgcaa
tcceccatgtg
ggctctegat
cgcggatttce
ctggagcgag
gcegtggttg
tgcaggatcg
gagcttggtt
cgtccgatce
ctggaccgat
tcegagggea
ttcttggtga
tttttgtatc
gcggectget
aacgattcct
aaaaaaaaaa
cagtaccacg
gctccaccece
taatgaccca
ttgagaacac
ccgttgegag
caagggacgc
agtagcctct
gcagctcacce
gactggacaa
gtgcgagtcg
gagcacattg
aaaatcctgce

agataagatg

ttgcaagacc
gatgcgatcg
ggaatcggtc
tatcactgge
gagctgatge
ggctccaaca
gcgatgtteg
gcttgtatgg
ccgeggcetece
gacggcaatt
ggagccggga
ggctgtgtag
aaggaatagg
gcccgtatca
tacttctgac
tggtattgeg
tagtagccat
aaacaaacat
gcaaaggtat
catctcecgeg
tagggagaca
agtgagacca
gccaacttge
aaagttgtcg
caacaggtgg
gtaccagtat
aatcttccag
aaagtcgcta
ttcaatctce
gtccaacaga

cagctctgga

tgcctgaaac
ctgcggecga
aatacactac
aaactgtgat
tttgggecega
atgtcctgac
gggattccca
agcagcagac
gggcgtatat
tcgatgatge
ctgtcgggeg
aagtactcgce
tttaaacagc
tgacggcgge
ccttttcaaa
atgttgtcag
gcattttaag
ccecgttecata
ttcatgatcg
aatctcctct
aacagcataa
tagctggegg
attgctgtca
cggatgaggt
ccttttegaa
cgaggattga
tattcccagg
tagtgcgcaa
acatgaattg
tactctggeca

ttcteggtta
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cgaactgccc
tctcageccag
atggcgtgat
ggacgacacc
ggactgecece
ggacaatggce
atacgaggtc
gcgctactte
gctcegeatt
agcttgggeg
tacacaaatc
cgatagtgga
tecegtggega
gggagctaca
tatacggtca
cttggcaaat
ataacggaat
acccgtagaa
ttcaatgttg
tctcgaacge
tagcaacagt
cctggaaagce
agacgatgac
ctccgtagat
accggtaaac
cggcagaata
tcacagtgtc
tgagagcaca
gatgactgcet
ggggcttgag

cgatgatatc

gctgttetge
acgagcgggt
ttcatatgcg
gtcagtgegt
gaagtecegge
cgcataacag
gccaacatct
gagcggaggce
ggtcttgacce
cagggtcgat
gcccgcagaa
aaccgacgcce
aagcctgacg
tggceceeggg
actcatcttt
tgtggettte
agaagaaaga
tcgeegetet
atattgttcc
ggtagtggcg
ggaaattagt
actgttggag
aacgtagccg
ggcatagccg
cttgttcaga
gcagtggcete
tggcagaagt
gtaggagaat
gggcagaatg
atgaatgcct

gcgagagagc
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agccggtcege
tcggeccatt
cgattgctga
ccgtegegea
acctcgtgeca
cggtcattga
tcttctggag
acccggaget
aactctatca
gcgacgcaat
gcgecggecgt
ccagcactcg
caccggtaga
tgatttattt
cactggagat
gaaaacacaa
ggaaattaaa
tcegtgtatcece
cgccagtatg
cgccaattgg
ggcgcaataa
accaacttgt
aggaccgtca
gcaatccgag
cgtcctagcece
tccaggattt
cccttetege
aggaacccgc
tgctgectee
ctgggccccee

acgagttggt
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gatggagggg
tgatcttect
gaatttcatc
catggtcatc
gagatctctce
gccgaaatgce
cgtactcgac
atttcggcta
ttggctgtgt
cctggccaag
agggcaacac
gagcagacat
tcaataagag
tggtacgtac
tatgggactg
tgcagaaggg
tagtatgaag
gtatcacgtt
tgagtgttca
tttgggagcet
aactgttcac
gaagaagcaa
caaggccacc
aaaggccagc
ctccgecccec
acaggactat
ccgaccectge
tctcataget
tgtgtgcacg
gagtccaacc
agcagagcga
tacactagaa
agagttggta
tgcaagcagc
acggggtctg
atcaaaaagg

aagtatatat

acgaggaggc
cacgaggagc
gctcctggat
tectggtgget
tatcgtgaca
gaagtggaaa
acctccaccg
gcecegtgate
aactgacttg
acgagccgcet
gcactgagcc
aggagacgtg
caataggaat
ggacagttca
gggttttget
aagcccccce
cagcaattga
tctgcctaga
gctgccaacg
gccagaatgt
cgatcaggga
aagggctatg
tgcaggactg
aaaaggccag
ctgacgagca
aaagatacca
cgcttacegg
cacgctgtag
aacccccecegt
cggtaagaca
ggtatgtagg
gaacagtatt
gctcttgatc
agattacgcg
acgctcagtg
atcttcacct

gagtaaactt

ataggtcggce
tcctgatgcea
cgtatggttg
tcgtegetgg
gtcatggtag
gaatttcecceg
aagtgttaag
ctggegette
aatggggaat
ttggcggttt
agccaacatg
ttgactgtaa
gcttgccaat
tgttgtctgt
gactgaatgg
agccccctgt
taacgttgac
gccgcacggg
ctggttctac
ctcttgatgt
cgcgaagagg
aggtggtgca
tctetectet
gaaccgtaaa
tcacaaaaat
ggegtttece
atacctgtcece
gtatctcagt
tcagccegac
cgacttatcg
cggtgctaca
tggtatctge
cggcaaacaa
cagaaaaaaa
gaacgaaaac
agatcctttt

ggtctgacag
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cgcaggccca
gaaactcctc
ctggcaagac
cctgtetttg
cgatagctag
gcgcggaatg
aatggatcca
tagggctgaa
gaggagcgeg
gtgattcgaa
cattgetgece
aaattctact
cataagtacg
catcccccac
attcagccege
tcataatttg
tttgcgcatg
acccaagaag
tttggctcaa
acagcgatca
acccaatcce
gcaaggaatc
ctagtttaaa
aaggccgegt
cgacgctcaa
cctggaaget
gectttetee
teggtgtagg
cgcetgegect
ccactggcag
gagttcttga
gctctgetgt
accaccgctg
ggatctcaag
tcacgttaaa

aaattaaaaa

taaccagtct
catgttgctg
cctgettaac
caattcgaca
gtgtegttge
aagtctcgtc
cgatgccaaa
actgtgttgt
atggattcge
ggtgtgtcag
gacatgaata
gaatattage
tatgtgettt
tcaggctctce
acgaaacaaa
ttaagagtcg
agctctcaag
ctcttgtcat
ccgcatccca
acaaccgtge
gcggttaacg
aaagagctct
catttaaata
tgectggegtt
gtcagaggtg
ccetegtgeg
cttecgggaag
tegttegete
tatccggtaa
cagccactgg
agtggtggce
agccagttac
gtagcggtgg
aagatccttt
gggattttgg

tgaagtttta
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tgcacagcat
attgggttga
cgtgcegtgt
gcaaatggtg
acgcacatag
attttgtact
aagcttgttc
taatgtatta
ttgcatgtcc
cggaggcgcece
gacacgcgcece
acgcatggte
ttcctgcaaa
atgatcattt
ttgggggcca
gagagctgee
ccgggcatat
aaggtattta
taagctgaac
gceggtegac
cacctgctcee
atccacttga
catgtgagca
tttccatagg
gcgaaacccyg
ctctectgtt
cgtggegett
caagctggge
ctatcgtctt
taacaggatt
taactacgge
cttcggaaaa
tttttttogtt
gatcttttet
tcatgagatt

aatcaatcta
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REIVINDICACIONES

1. Método para una iniciacién selectiva de la expresion de una secuencia que codifica una proteina, que es
independiente de la fuente de carbono utilizada para el crecimiento de un hongo filamentoso, en una célula de hongo
filamentoso que comprende las etapas

a) introducir un promotor de SEQ ID NO: 3 en la célula de hongo filamentoso;
b) poner en contacto la célula de hongo filamentoso que contiene el promotor con un medio de crecimiento;

¢) anadir al menos un acido organico al medio de crecimiento para iniciar la transcripcion de la secuencia que
codifica la proteina.

2. Método segun la reivindicacién 1, en el que la proteina es una proteina heteréloga.

3. Método segun la reivindicacion 1 o 2, en el que el hongo filamentoso se selecciona a partir del grupo de
Acremonium, Aspergillus, Chaetomium, Fusarium, Humicola, Irpex, Magnaporte, Myceliophthora, Neurospora,
Penicillium, Rhizopus, Talaromyces, Trichoderma y Trametes.

4. Método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el acido organico se selecciona a partir
de acido ascérbico, acido folico, acido fumarico, acido malico, acido malénico, acido pantoténico, acido ftalico, acido
quinico, acido succinico, acido tereftalico o derivados de los mismos.

5. Método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la secuencia que codifica una proteina es
una secuencia que codifica una enzima o un factor de transcripcion.

6. Método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la secuencia que codifica una enzima se
selecciona a partir del grupo que consiste en esterasas, hidrolasas, liasas, oxidasas, recombinasas, transferasas.

7. Método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el promotor se introduce dentro de un
vector.

8. Uso de un promotor como se ha definido en cualquiera de las reivindicaciones precedentes para una expresion
selectiva, independiente de la fuente de carbono, de secuencias que codifican una proteina en una célula de hongo
filamentoso.
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Figura 1
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