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DESCRIPCION
Bacterias corineformes con actividad de escision de glicina
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a métodos para producir L-metionina y a bacterias corineformes que presentan un
sistema de escision de glicina funcional.

Antecedentes de la invencion

Actualmente, la produccién anual mundial de metionina es alrededor de 500.000 toneladas. La metionina es el
primer aminoacido limitante en el ganado de aves de corral y en el pienso, y, debido a esto, se aplica principalmente
como suplemento del pienso.

En contraste con otros aminoacidos industriales, la metionina se aplica casi exclusivamente como un racemato de D-
y L-metionina, que se produce mediante sintesis quimica. Puesto que los animales pueden metabolizar ambos
estereoisdmeros de metionina, es posible la alimentacion directa de la mezcla racémica producida quimicamente
(D’'Mello y Lewis, Effect of Nutrition Deficiencies in Animals: Amino Acids, Rechgigl (Ed.), CRC Handbook Series in
Nutrition and Food, 441-490, 1978).

Sin embargo, existe todavia un gran interés en la sustitucién de la produccidon quimica existente mediante un
procedimiento biotecnolégico que produzca exclusivamente L-metionina. Esto es debido al hecho de que, a menores
niveles de suplementacion, L-metionina es una mejor fuente de aminoacidos de azufre que D-metionina (Katz y
Baker (1975) Poult. Sci. 545: 1667-74). Ademas, el procedimiento quimico usa sustancias quimicas mas bien
peligrosas, y produce corrientes residuales sustanciales. Todas estas desventajas de produccion quimica se podrian
evitar mediante un procedimiento biotecnolégico eficiente.

La produccion fermentativa de sustancias quimicas finas, tales como aminodacidos, compuestos aromaticos,
vitaminas y cofactores, se lleva a cabo tipicamente hoy en microorganismos tales como Corynebacterium
glutamicum (C. glutamicum), Escherichia coli (E. coli), Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae),
Schizzosaccharomycs pombe (S. pombe), Pichia pastoris (P. pastoris), Aspergillus niger, Bacillus subtilis, Ashbya
gossypii, Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces marxianus o Gluconobacter oxydans.

Los aminoacidos tales como glutamato se producen asi usando métodos de fermentacion. Para estos fines, se ha
mostrado que ciertos organismos tales como Escherichia coli (E. coliy y Corynebacterium glutamicum (C.
glutamicum) son particularmente adecuados. La produccién de aminoacidos mediante fermentacioén también tiene,
entre ofras, la ventaja de que soélo se producen L-aminoacidos, y que se evitan sustancias quimicas
medioambientalmente problematicas tales como disolventes, ya que se usan tipicamente en sintesis quimica.

Algunos intentos en la técnica anterior para producir sustancias quimicas finas tales como aminoacidos, lipidos,
vitaminas o hidratos de carbono en microorganismos tales como E. coliy C. glutamicum han intentado lograr esta
meta incrementando, por ejemplo, la expresion de genes implicados en las rutas biosintéticas de las sustancias
quimicas respectivas.

Los intentos para incrementar la produccion de por ejemplo lisina al aumentar la expresion de genes que estan
implicados en la ruta biosintética de la produccién de lisina se describen, por ejemplo, en los documentos WO
02/10209, WO 2006008097, W0O2005059093, o en Cremer et al. (Appl. Environ. Microbiol, (1991), 57(6), 1746-
1752).

Kromer et al. (Metabolic Engineering 8 (2006) 353-369) analizan rutas metabdlicas tedricas para la produccién de L-
metionina mediante E. coliy C. glutamicum. A fin de mejorar la produccion de metionina a partir de sustratos de
azucar mediante C. glutamicum, los autores proponen introducir el sistema de escision de glicina en C. glutamicum.

Sin embargo, existe todavia una fuerte necesidad para identificar dianas adicionales en las rutas metabdlicas que se
puedan usar para influir beneficiosamente en la produccion de metionina en microorganismos tales como C.
glutamicum.

Objeto y sumario de la invencion
Es un objeto de la presente invencion proporcionar métodos para la produccion de L-metionina en microorganismos.
Es un objeto ademas de la presente invencion proporcionar microorganismos que producen L-metionina.

Estos y otros objetos de la invencion, segin se manifestaran a partir de las descripciones que se suceden, se logran
mediante la materia objeto de las reivindicaciones independientes.

Otras realizaciones de la invencion se definen por las reivindicaciones dependientes.
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El método usa un microorganismo del género Corynebacterium. Se prefiere particularmente el uso de la especie
Corynebacterium glutamicum.

La presente invencion se refiere a métodos en los que se cultiva un microorganismo, a saber, una corinebacteria,
que se obtiene mediante modificacion genética a partir de un organismo de partida, de manera que la actividad
enzimatica de un sistema de escision de glicina (GCS) esta incrementada en comparacion con el organismo de
partida.

Esto se puede lograr mediante modificacion genética de un organismo de partida de manera que la cantidad y/o
actividad de glicina descarboxilasa dependiente de PLP (gch proteina P), aminometil transferasa que contiene
lipoamida (gch proteina H) y enzima sintetizadora de N° N'"°-metileno-THF (gevT, proteina T) estan incrementadas
en comparacion con el organlsmo de partida. Estas modlflcaC|ones genéticas aseguran que la glicina acumulada se
convierta en NH4*, CO, y N°,N'""-metileno-THF. Los microorganismos se pueden cultivar en presencia de acido
lipoico y/o lipoamida.

Adicionalmente, los microorganismos se modifican ademas genéticamente de manera que presentan una mayor
cantidad y/o actividad bioldgica de acido lipoico sintasa (lipA), lipoil transferasa (lipB), y/o acido lipoico sintetasa

(IplA).

Los microorganismos cultivados se pueden modificar adicional o alternativamente de forma genética para presentar
una mayor cantidad y/o actividad de una lipoamida deshidrogenasa (/pd) que requiere FAD, dependiente de NAD".

Se describe ademas un método que permite producir L-metionina cultivando microorganismos que se han
modificado genéticamente de manera que se incrementa la cantidad y/o actividad biolégica de formiato-THF-
sintetasa, y de manera que se ha establecido un sistema de escision de glicina funcional. Tales microorganismos
presentaran tipicamente una mayor cantidad y/o actividad bioldgica de formiato-THF-sintetasa, gcvH, gcvP y gevT
(gevHPT). En un aspecto, estos ultimos microorganismos se cultivaran en presencia de acido lipoico y/o lipoamida.
Como alternativa, o adicionalmente, los microorganismos se pueden modificar ademas genéticamente para
presentar una mayor cantidad y/o actividad de lipA, lipB ylo IplA. Los microorganismos también pueden presentar
una mayor cantidad y/o actividad biolégica de pd.

Las realizaciones descritas anteriormente de métodos segun la invencion se llevan a cabo preferiblemente
cultivando microorganismos de la especie C. glutamicum. Las modificaciones genéticas descritas anteriormente se
pueden introducir en una cepa de tipo salvaje de C. glutamicum. En realizaciones preferidas, estas alteraciones
genéticas se introducen en una cepa de C. glutamicum que ya se considera que es una cepa productora de
metionina.

Las secuencias codificantes para las formiato-THF-sintetasa gcvP, gecvT, gcvH, IplA, lipA y lipB mencionadas
anteriormente derivan preferiblemente de C. jeikeium o E. coli. Se han de considerar particularmente las secuencias
de C. jeikeium en caso de que el método se lleve a cabo cultivando cepas de C. glutamicum.

Se describen ademas microorganismos que se han derivado mediante modificacién genética a partir de un
microorganismo de partida para producir mas N® N'%-metileno-THF en comparacion con el organismo de partida. Los
microorganismos se seleccionan de las bacterlas del género corineforme, siendo preferidas la especie C.
glutamicum.

En un aspecto, el microorganismo se obtiene mediante modificacion genética a partir de un organismo de partida de
manera que la cantidad y/o actividad de formiato-THF-sintetasa se incrementan en comparacion con el organismo
de partida. Otras elaboraciones de este Ultimo aspecto comprenden microorganismos con una disminucién en la
cantldad y/o actividad de formiato- THF-desformllasa y/o con un |ncremento en cualquiera de las actividades de
N° N"°-metenil-THF-ciclosintetasa, N°,N'’-metenil-THF-reductasa y/o N° N'"’-metileno-THF-reductasa.

Otro aspecto de la invencion se refiere a bacterias corineformes que se obtienen mediante modificacion genética a
partir de un organismo de partida de manera que la actividad enzimatica de un sistema de escision de glicina esta
incrementada en dicho organismo en comparacién con el organismo de partida.

Ademas, el microorganismo esta modificado ademas de forma genética para presentar una mayor capacidad para
captar acido lipoico y/o lipoamida proporcionados externamente, y/o para sintetizar endégenamente acido lipoico.
Para este fin, la cantidad y/o actividad de Ip/A, lipA yl/o lipB esta incrementada en dichos microorganismos. La
cantidad y/o actividad de /pd también puede estar incrementada en comparacién con el organismo de partida.

El microorganismo se puede alterar genéticamente a fin de presentar una mayor cantidad y/o actividad de gcvP,
gcvTy gevH.

El microorganismo deriva preferiblemente de la especie de C. glutamicum. Las alteraciones genéticas se pueden
introducir en una cepa de tipo salvaje de C. glufamicum, o en una cepa que ya se considera que es una cepa
productora de metionina.
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Se describen ademas aqui bacterias corineformes en las que la cantidad y/o actividad biolégica de formiato-THF-
sintetasa, gcvP, gcvT y gcvH estan incrementadas en comparacion con el organismo de partida. En elaboraciones
adicionales de este aspecto, la cantidad y/o actividad de IplA, lipA y/o lipB se pueden incrementar en comparacion
con el organismo de partida. Como alternativa y/o adicionalmente, la cantidad y/o actividad de /[pd puede estar
incrementada.

El microorganismo deriva preferiblemente de la especie de C. glutamicum. Las alteraciones genéticas se pueden
introducir en una cepa de tipo salvaje de C. glufamicum, o en una cepa que ya se considera que es una cepa
productora de metionina.

Leyendas de las figuras

La Figura 1 muestra una comparaciéon de secuencias de la secuencia de aminoacidos de Ipd de C. jeiekeumy C.
glutamicum.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se refiere a un método para producir L-metionina, que comprende la etapa de cultivar un
microorganismo genéticamente modificado y aislar opcionalmente metionina. La presente invencién también se
refiere a un microorganismo genéticamente modificado que es capaz de producir L-metionina.

La invencion se basa en el hallazgo de que una produccion eficiente de L-metionina (también denominada como
metionina) se puede lograr en microorganismos si tales organismos se han modificado genéticamente a partir de un
organismo de partida de manera que el microorganismo resultante produce mas N® N'°-metileno-tetrahidrofolato
(THF) en comparacion con el organismo de partida.

Antes de describir con detalle realizaciones ejemplares de la presente invencion, se dan las siguientes definiciones.

Un nombre de un gen o un nombre de una proteina, por ejemplo, pero sin limitarse a, formiato-THF-sintetasa,
gcvPTH, lipA, lipB, Ipla, Ipd, y cualquier otro nombre de gen o de proteina contenido aqui, se referira al gen y/o a la
proteina o enzima codificada por dicho gen, o a ambos, dependiendo del contexto en el que se use el nombre.

La expresion “alrededor de”, en el contexto de la presente invencioén, representa un intervalo de exactitud que la
persona experta en la técnica entendera que es habitual para el rasgo en cuestion. La expresion indica tipicamente
desviacion del valor numérico indicado de +/- 10%, y preferiblemente +/- 5%.

El término “microorganismo”, para los fines de la presente invencion, se refiere a procariotas y a eucariotas
inferiores.

Los organismos de la presente invenciéon comprenden asi microorganismos tal como son conocidos en la técnica
como Uutiles para la producciéon de sustancias quimicas finas tales como aminoacidos, vitaminas, cofactores
enzimaticos, etc. Se seleccionan del género de Corynebacterium, con un foco particular en Corynebacterium
glutamicum.

Como se explicara con detalle mediante la siguiente descripcion, la presente invencion se refiere principalmente a
microorganismos que se han modificado genéticamente a fin de presentar una mayor cantidad y/o actividad de
ciertas enzimas.

Las expresiones “modificacion genética” y “alteracion genética”, asi como sus variaciones gramaticales dentro del
significado de la presente invencion, pretenden significar que un microorganismo se ha modificado por medio de
tecnologia génica para expresar una cantidad alterada de una o mas proteinas que pueden estar presentes de forma
natural en el microorganismo respectivo, una o mas proteinas que no estan presentes de forma natural en el
microorganismo respectivo, o una o mas proteinas con una actividad alterada en comparacion con las proteinas del
microorganismo no modificado respectivo. Se considera que un microorganismo no modificado es un “organismo de
partida”, cuya alteracion genética da como resultado un microorganismo segun la presente invencion.

La expresion “organismo de partida” se puede referir por lo tanto al tipo salvaje de un organismo. En el caso de C.
glutamicum, éste puede ser por ejemplo ATCC13032. Sin embargo, la expresion “organismo de partida”, para los
fines de la presente invencion, también se puede referir a un organismo que ya posee alteraciones genéticas en
comparacion con el organismo de tipo salvaje de la especie respectiva, pero que entonces se modifica ademas
genéticamente a fin de producir un organismo segun la presente invencion.

En caso de C. glutamicum, el organismo de partida puede ser asi una cepa de C. glutamicum de tipo salvaje, tal
como ATCC13032. Sin embargo, el organismo de partida puede ser también preferiblemente, por ejemplo, una cepa
de C. glutamicum que ya se ha manipulado mediante ingenieria para la produccién de metionina.

Tal organismo de partida productor de metionina puede derivar por ejemplo de una bacteria corineforme de tipo
salvaje, y preferiblemente de una bacteria C. glutamicum de tipo salvaje que contiene alteraciones genéticas en al
menos uno de los siguientes genes: ask™, hom™ y metH, en la que las alteraciones genéticas conducen a la
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sobreexpresion de cualquiera de estos genes, dando de ese modo como resultado una mayor produccion de
metionina con respecto a la metionina producida en ausencia de las alteraciones genéticas. En una realizacion
preferida, tal organismo de partida productor de metionina contendra alteraciones genéticas simultaneamente en
askfbr, hom™ y metH, dando como resultado de ese modo una mayor produccion de metionina con respecto a la
metionina producida en ausencia de las alteraciones genéticas.

En estos organismos de partida, las copias endogenas de ask y hom se cambian tipicamente a alelos resistentes a
la retroalimentacion, que ya no estan sujetos nunca mas a la inhibicion por retroalimentacion mediante lisina,
treonina, metionina, o mediante una combinacion de estos aminoacidos. Esto se puede realizar mediante mutacién y
seleccion, o mediante sustituciones genéticas definidas de los genes por alelos mutados que codifican proteinas con
inhibicién por retroalimentacion reducida o disminuida. Una cepa de C. glutamicum que incluye estas alteraciones
genéticas es, por ejemplo, C. glutamicum DSM17322. La persona experta en la técnica estara al tanto de que se
pueden usar alteraciones genéticas alternativas a aquellas que se han descrito mas abajo para la generacién de C.
glutamicum DSM17322 para lograr también la sobreexpresion de ask™, hom™ y metH.

Para los fines de la presente invencion, ask™ representa una aspartato cinasa resistente a retroalimentacion. hom™

representa una homoserina deshidrogenasa resistente a retroalimentacion. metH representa una metionina sintasa
dependiente de vitamina B12.

En ofra realizacion preferida, un organismo de partida productor de metionina puede derivar de una bacteria
corineforme de tipo salvaje, y preferiblemente de una bacteria C. glufamicum de tipo salvaje que contiene
alteraciones genéricas en al menos uno de los siguientes genes: ask™, hom™, metH, metA (también denominado
como metX), metY (también denominado como metZ), y hsk™#®, en la que las alteraciones genéticas conducen a la
sobreexpresion de cualquiera de estos genes, dando como resultado de ese modo una mayor produccion de
metionina con respecto a la metionina producida en ausencia de las alteraciones genéticas. En una realizacion
preferida, tal organismo de partida productor de metionina contendra alteraciones genéticas simultaneamente en
ask™, hom™, metH, metA (también denominado como metX), metY (también denominado como metZ), y hsk™?%,
dando como resultado de ese modo una mayor produccién de metionina con respecto a la metionina producida en

ausencia de las alteraciones genéticas.

En estos organismos de partida, las copias enddgenas de ask, hom y hsk se sustituyen tipicamente por ask™,
hom™, y hsk™"@% como se describe anteriormente para ask™ y hom™. Una cepa de C. glutamicum que incluye
estas alteraciones genéticas es, por ejemplo, C. glutamicum M2014. La persona experta en la técnica estara al tanto
de que se pueden usar alteraciones genéticas alternativas a aquellas que se describen mas abajo especificamente
para la generacion de C. glutamicum M2014, para lograr también la sobreexpresion de askfbr, homfbr, metH, metA
(también denominado como metX), metY (también denominado como metZ), y hsk™".

Para los fines de la presente invencion, metA representa una homoserina succiniltransferasa de por ejemplo E. col.
metY representa una O-acetilhomoserina sulfhidrilasa. hsk™ade representa una homoserina cinasa que se ha
mutado para mostrar actividad enzimatica reducida. Esto se puede lograr intercambiando treonina con serina o
alanina en una posicion que corresponde a T190 de hsk de C. glutamicum ATCC 13032 con numero de acceso
Genbank Cgl1184. Como alternativa o adicionalmente, se puede sustituir el codén de partida ATG por un codén de
partida TTG. Tales modificaciones conducen a una reduccion en la actividad enzimatica de la proteina hsk resultante
en comparacion con el gen hsk no mutado.

En oftra realizacion preferida, un organismo de partida productor de metionina puede derivar de una bacteria
corineforme de tipo salvaje, y preferiblemente de una bacteria C. glufamicum de tipo salvaje que contiene
alteraciones genéticas en al menos uno de los siguientes genes: ask™, hom™, metH, metA (también denominado
como metX), metY (también denominado como metZ), hsk™#® y metF, en la que las alteraciones genéticas
conducen a la sobreexpresion de cualquiera de estos genes, en combinacion con alteraciones genéticas en uno de
los siguientes genes: serA, en la que las alteraciones genéticas disminuyen la expresion de este gen en el que la
combinacién da como resultado una mayor produccién de metionina por el microorganismo con respecto a la
produccion de metionina en ausencia de la combinacion.

En estos organismos de partida, la copia endégena de ask, hom, hsk se sustituye como se describe anteriormente, y
la copia endogena de serA se interrumpe tipicamente de forma funcional. Una cepa de C. glutamicum que incluye
estas alteraciones genéticas es, por ejemplo, C. glutamicum OM264C. La persona experta en la técnica estara al
tanto de que se pueden usar alteraciones genéticas alternativas a aquellas que se describen mas abﬂ'o
especificamente para la generacién de C. glutamicum OM264C, para lograr también la sobreexpresion de ask™,
hom™, metH, metA (también denominado como metX), metY (también denominado como metZ), hsk™#® y metF, y
la expresion reducida de serA.

Para los fines de la presente invencion, serA representa 3-fosfoglicerato deshidrogenasa (véase la Tabla 1).

En oftra realizacion preferida, un organismo de partida productor de metionina puede derivar de una bacteria
corineforme de tipo salvaje, y preferiblemente de una bacteria C. glutamicum de tipo salvaje que contiene
alteraciones genéticas en al menos uno de los siguientes genes: ask™, hom™, metH, metA (también denominado
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como metX), metY (también denominado como metZ), hsk™® y metF, en la que las alteraciones genéticas
conducen a la sobreexpresion de cualquiera de estos genes, en combinacion con alteraciones genéticas en al
menos uno de los siguientes genes: mcbR y metQ, en la que las alteraciones genéticas disminuyen la expresion de
cualquiera de estos genes, en la que la combinacion da como resultado una mayor produccion de metionina por el
microorganismo con respecto a la produccién de metionina en ausencia de la combinacién. En una realizacion
preferida, tal organismo de partida productor de metionina contendra alteraciones genéticas simultaneamente en
ask™, hom™, metH, metA (también denominado como metX), metY (también denominado como metZ), hsk™?% y
metF, en el que las alteraciones genéticas conducen a la sobreexpresion de cualquiera de estos genes, en
combinacion con alteraciones genéticas en mcbR y metQ, en el que las alteraciones genéticas disminuyen la
expresion de cualquiera de estos genes, en el que la combinacién da como resultado una mayor produccion de
metionina por el microorganismo con respecto a la produccion de metionina en ausencia de la combinacion.

En estos organismos de partida, las copias enddgenas de ask, hom y hsk se sustituyen tipicamente como se
describe anteriormente, mientras que las copias endogenas de mcbR y metQ estan interrumpidas o suprimidas
tipicamente de forma funcional. Una cepa de C. glutamicum que incluye estas alteraciones genéticas es, por
ejemplo, C. glutamicum OM469. La persona experta en la técnica estara al tanto de que se pueden usar alteraciones
genéticas alternativas a aquellas que se describen mas abajo especificamente para la generacion de C. glutamicum
OM469, para lograr también la sobreexpresion de askfbr, homfb’, metH, metA (también denominado como metX),
metY (también denominado como metZ), hsk™"#* y metF, y la expresion reducida de mcbR y metQ.

Para los fines de la presente invencion, metF representa una N5,10-metileno-tetrahidrofolato reductasa (EC
1.5.1.20). mcbR representa un regulador transcripcional de tipo TetR del metabolismo del azufre (nUmero de acceso
Genbank AAP45010). metQ representa una lipoproteina de unién a D-metionina que funciona en la importacion de
metionina.

En una realizacion preferida adicional, un organismo de partida productor de metionina puede derivar de una
bacteria corineforme de tipo salvaje, y preferiblemente de una bacteria C. glutamicum de tipo salvaje que contiene
alteraciones genéticas en al menos uno de los siguientes genes: ask™, hom™, metH, metA (también denominado
como metX), metY (también denominado como metZ), hsk""®®, metF, tkt, tal, zwf y 6pgl, en la que las alteraciones
genéticas conducen a la sobreexpresion de cualquiera de estos genes, en combinacion con alteraciones genéticas
en al menos uno de los siguientes genes: mcbR, metQ y sda, en la que las alteraciones genéticas disminuyen la
expresion de cualquiera de estos genes, en la que la combinacién da como resultado una mayor produccion de
metionina por el microorganismo con respecto a la produccion de metionina en ausencia de la combinacién. En una
realizacion preferida, tal organismo de partida productor de metionina contendra alteraciones genéticas
simultaneamente en askfbr, homfbr, metH, metA (también denominado como metX), metY (también denominado como
metZ), hsi ”tad", metF, tkt, tal, zwfy 6pgl, en el que las alteraciones genéticas conducen a la sobreexpresion de
cualquiera de estos genes, en combinaciéon con alteraciones genéticas en al menos uno de los siguientes genes:
mcbR, metQy sda, en el que las alteraciones genéticas disminuyen la expresion de cualquiera de estos genes, en el
que la combinacién da como resultado una mayor produccion de metionina por el microorganismo con respecto a la
produccion de metionina en ausencia de la combinacion.

Una cepa de C. glutamicum que incluye estas alteraciones genéticas es, por ejemplo, C. glutamicum GK1259. La
persona experta en la técnica estara al tanto de que se pueden usar alteraciones genéticas alternativas a aquellas
que se describen mas abajo especificamente para la generacion de C. glutamicum GK1259, para lograr también la
sobreexpresion de askfbr, homfbr, metH, metA (también denominado como metX), metY (también denominado como
metZ), hsk™"#®  metF, tkt, tal, zwfy 6pgl, y la expresion reducida de mcbR, metQ y sda.

Para los fines de la presente invencion, tkt representa transcetolasa, tal representa transaldolasa, zwf representa
glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa, 6pgl representa 6-fosfo-glucono-lactonasa, y sda representa serina desaminasa
(véase la Tabla 1). La persona experta en la técnica entiende que para incrementar la cantidad y/o actividad de zwf,
se incrementara también la cantidad y/o actividad de opca, que sirve como una proteina de armazoén estructural para
zwf. En GK1259, esto se logra mediante el uso del promotor Psop que incrementa simultaneamente la transcripcion
del operdn de fosfato de pentosa que comprende tkt, tal, zwfy 6pgl.

Como se ha expuesto anteriormente, los microorganismos genéticamente modificados de la presente invencion se
caracterizan por que se incrementa la cantidad de N° N'°-metileno-THF.

Tipicamente, la cantidad de N5,N1°-metileno-THF se incrementara en el microorganismo segun la presente invencion
en comparacion con el organismo de partida respectivo en al menos alrededor de 2%, al menos alrededor de 5%, al
menos alrededor de 10%, o al menos alrededor de 20%. En otras realizaciones preferidas, la cantidad de N5,N1°-
metileno-THF se incrementara en al menos alrededor de 30%, en al menos alrededor de 50%, o en al menos
alrededor de 75%. Incluso realizaciones mas preferidas se refieren a microorganismos en los que la cantidad de
N5,N1°-metileno-THF se incrementa en al menos alrededor de un factor de 2, al menos alrededor de un factor de 5, o
al menos alrededor de un factor de 10.

Los métodos y microorganismos segun la presente invencion se pueden usar para producir mas metionina en
comparacion con una situacion en la que se cultiva el microorganismo de partida respectivo, que no se ha
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modificado genéticamente como se esboza mas abajo. Los microorganismos y métodos de la presente invencion
también se pueden usar para incrementar la eficiencia de la sintesis de metionina.

La expresion “eficiencia de la sintesis de metionina” describe el rendimiento de carbono de metionina. Esta eficiencia
se calcula como un porcentaje de la entrada de energia que entra en el sistema en forma de un sustrato de carbono.
A lo largo de la invencion, este valor se da en valores de porcentajes ((mol de metionina) (mol de sustrato de
carbono (" x 100). La expresion “mayor eficiencia de la sintesis de metionina” se refiere asi a una comparacion entre
el organismo de partida y la bacteria corineforme actual, en la que se han incrementado la cantidad y/o actividad de
al menos una de las enzimas mencionadas mas abajo.

Las fuentes de carbono preferidas segun la presente invencién son azucares tales como mono-, di- o polisacaridos.
Por ejemplo, los azucares seleccionados del grupo que comprenden glucosa, fructosa, manosa, galactosa, ribosa,
sorbosa, lactosa, maltosa, sacarosa, rafinosa, almidéon o celulosa pueden servir como fuentes de carbono
particularmente preferidas.

Los métodos y bacterias corineformes segun la invencion también se pueden usar para producir mas metionina en
comparacion con el organismo de partida.

Los métodos y bacterias corineformes segun la invencion también se pueden usar para producir metionina a una
velocidad mas rapida en comparacion con el organismo de partida. Si, por ejemplo, se considera un periodo de
produccion tipico, los métodos y bacterias corineformes permitiran producir metionina a una velocidad mas rapida,
es decir, se producira la misma cantidad de metionina en un punto en el tiempo mas pronto, en comparacioén con el
organismo de partida. Esto se aplica particularmente para la fase de crecimiento logaritmica.

Los métodos y bacterias corineformes segun la invencién permiten producir al menos alrededor de 3 g de metionina/l
de volumen de cultivo si la cepa se incuba en incubaciones de matraces de agitacion. Se puede preferir un titulo de
al menos alrededor de 4 g de metionina/l de volumen de cultivo, al menos alrededor de 5 g de metionina/l de
volumen de cultivo, o al menos alrededor de 7 g de metionina/l de volumen de cultivo si la cepa se incuba en
incubaciones de matraces de agitacion. Un valor mas preferido asciende hasta al menos alrededor de 10 g de
metionina/l de volumen de cultivo, e incluso mas preferiblemente hasta al menos alrededor de 20 g de metionina/l de
masa celular si la cepa se incuba en incubaciones de matraces de agitacion.

Los métodos y bacterias corineformes segun la invencion permiten producir al menos alrededor de 25 g de
metionina/l de volumen de cultivo si la cepa se incuba en experimentos de fermentacion usando un fermentador
agitado y alimentado con fuente de carbono. Se puede preferir un titulo de al menos alrededor de 30 g de metioninall
de volumen de cultivo, al menos alrededor de 35 g de metionina/l de volumen de cultivo, o al menos alrededor de 40
g de metionina/l de volumen de cultivo si la cepa se incuba en experimentos de fermentacioén usando un fermentador
agitado y alimentado con una fuente de carbono. Un valor mas preferido asciende hasta al menos alrededor de 50 g
de metionina/l de volumen de cultivo, e incluso mas preferiblemente hasta al menos alrededor de 60 g de metionina/l
de masa celular si la cepa se incuba en experimentos de fermentacién usando un fermentador agitado y alimentado
con fuente de carbono.

En una realizacion preferida, los métodos y microorganismos de la invencion permiten incrementar la eficiencia de la
sintesis de metionina y/o la cantidad de metionina y/o el titulo y/o la velocidad de la sintesis de metionina en
comparacion con el organismo de partida en al menos alrededor de 2%, al menos alrededor de 5%, al menos
alrededor de 10%, o al menos alrededor de 20%. En realizaciones preferidas, la eficiencia de la sintesis de
metionina y/o la cantidad de metionina y/o el titulo y/o la velocidad se incrementan en comparacion con el organismo
de partida en al menos alrededor de 30%, al menos alrededor de 40%, o al menos alrededor de 50%. Incluso mas
preferido es un incremento de al menos alrededor de un factor de 2, al menos alrededor de un factor de 3, al menos
alrededor de un factor de 5, y al menos alrededor de un factor de 10.

El término “metabolito” se refiere a compuestos quimicos que se usan en las rutas metabolicas de organismos como
precursores, intermedios y/o productos finales. Tales metabolitos pueden servir no sélo como unidades de
construccién quimicas, sino también pueden ejercer una actividad reguladora sobre enzimas y su actividad catalitica.
Se sabe de la bibliografia que tales metabolitos pueden inhibir o estimular la actividad de las enzimas (Stryer,
Biochemistry (2002) W.H. Freeman & Co., Nueva York, Nueva York).

La expresion “condiciones estandar” se refiere al cultivo de un microorganismo en un medio estandar que no esta
enriquecido con respecto a un compuesto particular. La temperatura, el pH y el tiempo de incubacién pueden variar,
como se describira con mas detalle mas abajo.

Las condiciones de cultivo estandar para microorganismos se pueden tomar de la bibliografia, incluyendo libros de
texto tales como “Sambrook y Russell, Molecular Cloning - A Laboratory Manual”, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, 32 edicion (2001).

“Medios minimos” son medios que contienen solamente las necesidades para el crecimiento de células de tipo

salvaje o mutantes, es decir, sales inorganicas, una fuente de carbono, yagua. En el caso de células mutantes, un
medio minimo puede contener uno o mas aditivos de compuestos quimicos sustancialmente puros, para permitir el
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crecimiento de células mutantes que son deficientes en la produccién de tal sustancia o sustancias quimicas.

Por el contrario, “medios enriquecidos” se disefian para satisfacer todos los requisitos de crecimiento de un
organismo especifico, es decir, ademas de los contenidos de los medios minimos, contienen, por ejemplo,
aminoacidos, factores de crecimiento, cofactores enzimaticos, etc.

La expresion “incrementar la cantidad” de al menos una proteina en comparacion con un organismo de partida, en el
contexto de la presente invencion, significa que un microorganismo de partida se modifica genéticamente para
expresar una mayor cantidad de por ejemplo una de las enzimas mencionadas anteriormente. Se ha de entender
que incrementar la cantidad de, por ejemplo, una enzima se refiere a una situacién en la que se incrementa la
cantidad de enzima funcional. En el contexto de la presente invencién, una enzima se considera funcional si es
capaz de catalizar la reaccion respectiva.

Hay diversas opciones para incrementar la cantidad de una proteina en microorganismos tales como bacterias
corineformes, que son bien conocidas por la persona experta en la técnica. Estas opciones incluyen incrementar el
numero de copias de las secuencias de acidos nucleicos que codifican la proteina respectiva, incrementar la
transcripcion y/o traduccion de tales secuencias de acidos nucleicos, o sus combinaciones. Estas diversas opciones
se discutiran con mas detalle mas abajo.

La expresién “incrementar la actividad” de al menos una proteina se refiere a la situacién de que se introduce al
menos una mutacion en las secuencias de tipo salvaje respectivas de la proteina que conduce a la produccion de
mas metionina en comparaciéon con una situacién en la que se expresa la misma cantidad de proteina de tipo
salvaje. Esto se puede lograr, por ejemplo, usando enzimas que poseen mutaciones especificas que permiten una
mayor actividad de la enzima. Tales mutaciones pueden, por ejemplo, inactivar las regiones de las enzimas que son
responsables de la inhibicion por retroalimentacion. Al mutar estas posiciones, por ejemplo introduciendo mutaciones
de punto no conservativas, la enzima ya no proporciona regulacién por retroalimentacion, y de este modo la
actividad de la enzima no se puede disminuir si, por ejemplo, se producen mas moléculas de producto. Ademas, la
actividad de una enzima se puede incrementar introduciendo mutaciones que incrementan el metabolismo catalitico
de una enzima. Tales mutaciones se pueden introducir en la copia enddgena del gen que codifica la enzima
respectiva, o se pueden proporcionar sobreexpresando un mutante correspondiente a partir de las secuencias de
acidos nucleicos exdgenas que codifican tal enzima. Tales mutaciones pueden comprender mutaciones de punto,
supresiones o inserciones. Las mutaciones de punto pueden ser conservativas (sustitucion de un aminoacido por un
aminoacido de propiedades bioquimicas y fisicoquimicas comparables) o no conservativas (sustitucion de un
aminoacido por otro que no es comparable en términos de propiedades bioquimicas y fisicoquimicas). Ademas, las
supresiones pueden comprender sélo dos o tres aminoacidos hasta dominios completos de la proteina respectiva.
Para dar un ejemplo, en el caso de transcetolasa de C. glutamicum ATCC13032 (numero de acceso Genbank
Cgl1574), una mutacién de alanina en una posicion que corresponde a A293 por R, y/o alanina en una posicion que
corresponde a A327 por T, el intercambio conduce a una enzima con actividad enzimatica mejorada. La persona
experta en la técnica sera capaz de desarrollar mutaciones adicionales o alternativas basandose en la informacién
proporcionada aqui.

De este modo, la expresioén “incrementar la actividad” de al menos una enzima se refiere a la situacion en la que se
introducen mutaciones en la secuencia de tipo salvaje respectiva para reducir mecanismos reguladores negativos
tales como inhibicion por retroalimentacion, y/o para incrementar el metabolismo catalitico de la enzima.

Un incremento de la cantidad y/o actividad de una proteina tal como una enzima se puede lograr mediante diferentes
rutas, por ejemplo cambiando mecanismos reguladores inhibidores a nivel transcripcional, traduccional o proteico,
y/o incrementando la expresion génica de un acido nucleico que codifica esta proteina en comparacion con el
organismo de partida, por ejemplo induciendo el gen enddgeno o introduciendo secuencias de acidos nucleicos que
codifican la proteina.

Por supuesto, los enfoques para incrementar la cantidad y/o actividad de una proteina tal como una enzima se
pueden combinar. De este modo, es posible, por ejemplo, sustituir la copia endégena de una enzima de bacteria
corineforme por un mutante que codifica su version insensible a la retroalimentacién. Si la transcripcion de esta
copia mutada se pone bajo el control del promotor fuerte, se incrementan la cantidad y la actividad de la enzima
respectiva. Se entiende que, en este caso, la enzima todavia debe ser capaz de catalizar la reaccién en la que
participa habitualmente.

Las secuencias de acidos nucleicos que codifican una proteina tal como una enzima pueden ser de origen endégeno
0 exogeno. De este modo, por ejemplo se puede incrementar la cantidad de una proteina tal como una enzima
incrementando la expresion de secuencias de acidos nucleicos que aparecen de forma natural en el microorganismo
de partida respectivo, por ejemplo, mediante integracion cromosémica de secuencias de acidos nucleicos
adicionales, o usando un promotor fuerte delante del gen endégeno. Como alternativa o adicionalmente, también se
puede incrementar la cantidad de una proteina tal como una enzima expresando la secuencia de acido nucleico que
codifica un homélogo de esta enzima a partir de otro organismo. Los ejemplos de este ultimo escenario se ofreceran
mas abajo.
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De este modo, por ejemplo se puede incrementar la cantidad de Ipd en C. glutamicum al sobreexpresar la secuencia
de C. glutamicum respectiva, ya sea a partir de un vector autébnomamente replicante o a partir de una copia
cromosomica insertada adicionalmente (véase mas abajo), o se pueden usar las enzimas correspondientes de, por
ejemplo, Bacillus subtilis o E. coli y sobreexpresar la enzima, por ejemplo, mediante el uso de un vector
auténomamente replicable.

En algunas circunstancias, puede ser preferible usar las enzimas enddgenas, ya que la secuencia codificante
enddgena de, por ejemplo, C. glutamicum ya estan optimizadas con respecto a su uso de codones para la expresion
en C. glutamicum.

Si, en el contexto de la siguiente descripcion, se establece que la cantidad y/o actividad de una proteina tal como
una enzima especifica se deberia disminuir en comparacion con el organismo de partida, las definiciones anteriores
se aplican cambiando lo que haya que cambiar.

La reduccion de la cantidad y/o actividad de una proteina tal como una enzima se puede lograr suprimiendo parcial o
completamente las secuencias de acidos nucleicos que codifican la proteina respectiva, inhibiendo la transcripcién al
introducir, por ejemplo, promotores débiles, inhibiendo la traduccién al modificar el uso de codones en consecuencia,
al introducir mutaciones en las secuencias de acido nucleico que codifican las proteinas respectivas, que hacen no
funcionales a las proteinas, y/o sus combinaciones.

En el contexto de la siguiente descripcion, se hara uso de la expresion “homdlogo funcional”. La expresion
“homologo funcional”, para los fines de la presente invencion, se refiere al hecho de que una cierta actividad
enzimatica puede ser proporcionada no sélo por una proteina especifica de secuencia de aminoacidos definida, sino
también por proteinas de secuencia similar de otros organismos (no) relacionados.

Por ejemplo, la actividad de formiato-THF-sintetasa se puede establecer en C. glutamicum expresando secuencias
de acido nucleico que codifican la formiato-THF-sintetasa de C. jeikeium (SEC ID NO.1: secuencia de acido
nucleico, SEC ID NO. 2: secuencia de aminoacidos, nimero de acceso gene bank (NP_939608)), o mediante sus
homologos funcionales.

Los homodlogos de una proteina de otros organismos se pueden identificar por la persona experta mediante analisis
de homologia. Esto se puede realizar determinando la similitud, es decir, porcentaje de identidad entre las
secuencias de aminoacidos o acidos nucleicos para homologos putativos y las secuencias para los genes o
proteinas codificados por ellos (por ejemplo, secuencias de acido nucleico para formiato-THF-sintetasa, gcvH, gcvP,
gevT, Ipd, IplA, lipA, lipA).

El porcentaje de identidad se puede determinar, por ejemplo, mediante inspeccion visual o usando homologia a base
de algoritmos.

Por ejemplo, a fin de determinar el porcentaje de identidad de dos secuencias de aminoacidos, el algoritmo alineara
las secuencias con fines de comparaciéon o6ptima (por ejemplo, se pueden introducir saltos en la secuencia de
aminoacidos de una proteina para el alineamiento 6ptimo con la secuencia de aminoacidos de otra proteina).
Entonces se comparan los restos de aminoacidos en las posiciones de los aminoacidos correspondientes. Cuando
una posicién en una secuencia esta ocupada por el mismo resto de aminoacido que la posicidon correspondiente en
la ofra, entonces las moléculas son idénticas en esa posicion. El porcentaje de identidad entre dos secuencias es
una funcién del numero de posiciones idénticas compartidas por las secuencias (es decir, % de identidad = # de
posiciones idénticas/# total de posiciones multiplicado por 100).

Para estos fines, se conocen en la técnica diversos programas de ordenador. Por ejemplo, el porcentaje de identidad
de dos secuencias de acidos nucleicos o de aminoacidos se puede determinar comparando la informacion de
secuencia usando el programa de ordenador GAP descrito por Devereux et al. (1984) Nucl. Acids. Res., 12:387 y
disponible de la University of Wisconsin Genetics Computer Group (UWGCG). El porcentaje de identidad también se
puede determinar alineando dos secuencias de acidos nucleicos o de aminoacidos usando el programa de Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST™) (como se describe por Tatusova et al. (1999) FEMS Microbiol. Lett.,
174:247.

En la fecha de presentacion de esta solicitud de patente, un paquete de software estandar que proporciona el
programa BLAST se puede encontrar en el sitio web de BLAST del NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.govBLAST/). Por
ejemplo, si se usa cualquiera de las SEC IDs mencionadas anteriormente, se puede realizar una busqueda BLAST a
base de secuencias de acidos nucleicos o a base de secuencias de aminoacidos e identificar homdlogos
estrechamente relacionados de las enzimas respectivas en, por ejemplo, E. coli, S. cervisiae, Bacillus subtilis, etc.
Por ejemplo, para alineamientos de secuencias de acidos nucleicos usando el programa BLAST™, los ajustes por
defecto son los siguientes: el premio para el emparejamiento es 2, la penalizacion para el desemparejamiento es -2,
las penalizaciones para salto abierto y salto de extension son 5 y 2 respectivamente, la caida de los tiempos de salto
es 50, la expectativa es 10, el tamafio de la palabra es 11, y el filiro esta OFF.

Las busquedas y andlisis de secuencias comparables se pueden realizar en la base de datos de EMBL
(http://www.embl.org) o la pagina de Expasy (http://www.expasy.org/). Todas las busquedas de secuencias
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anteriores se realizan tipicamente con los parametros por defecto tal como estan preinstalados por los proveedores
de bases de datos en la fecha de presentacion de la presente solicitud. Las busquedas de homologia también se
pueden realizar de forma habitual usando programas de software tales como el software Lasergene de DNA Star,
Inc., Madison, Winconsin, USA, que usa el método CLUSTAL (Higgins et al. (1989), Comput. Appl. Biosci., 5(2) 151).

La persona experta entiende que dos proteinas probablemente realizaran la misma funcion (por ejemplo,
proporcionan la misma actividad enzimatica) si comparten un cierto grado de identidad como se describe
anteriormente. Un limite inferior tipico en el nivel de aminoacidos es tipicamente al menos alrededor de 25% de
identidad. A nivel de acidos nucleicos, el limite inferior es tipicamente al menos 50%.

Los grados de identidad preferidos para ambos tipos de secuencias son al menos alrededor de 50%, al menos
alrededor de 60% o al menos alrededor de 70%. Los niveles de identidad mas preferidos son al menos alrededor de
80%, al menos alrededor de 90%, o al menos alrededor de 95%. Se considera que estos niveles de identidad son
significativos.

Como se usan aqui, los términos “homologia” y “homdlogo” no estan limitados para designar proteinas que tienen un
ancestro genético comun tedrico, sino que incluyen proteinas que pueden estar genéticamente no relacionadas que,
no obstante, han evolucionado para realizar funciones similares y/o tener estructuras similares. El requisito de que
los homologos deben ser funcionales significa que los homodlogos descritos aqui engloban proteinas que tienen
sustancialmente la misma actividad que la proteina de referencia. Para que las proteinas tengan homologia
funcional, no se requiere necesariamente que tengan identidad significativa en sus secuencias de aminoacidos, sino,
mas bien, proteinas que tienen homologia funcional se definen asi por tener actividades similares o idénticas, por
ejemplo actividades enzimaticas.

Preferiblemente, una enzima procedente de otro organismo distinto de por ejemplo la bacteria corineforme
hospedante se considerara que es un homologo funcional si muestra similitud al menos significativa, es decir,
alrededor de 50% de identidad de secuencia a nivel de aminoacidos, y cataliza la misma reaccién que su contraparte
en la bacteria corineforme. Los homologos funcionales que proporcionan la misma actividad enzimatica y comparten
un grado mayor de identidad, tal como al menos alrededor de 60%, al menos alrededor de 70%, al menos alrededor
de 80%, o al menos alrededor de 90% de identidad de secuencia a nivel de aminoacidos, son homodlogos
funcionales preferidos adicionales.

La persona experta en la técnica sabe que también se pueden usar fragmentos o versiones mutadas de las enzimas
mencionadas anteriormente procedentes de bacterias corineformes o de sus homodlogos funcionales en otros
organismos en tanto que estos fragmentos y versiones mutadas presenten el mismo tipo de actividad funcional. Los
fragmentos tipicos funcionalmente activos presentaran supresiones N-terminales y/o C-terminales, mientras que las
versiones mutadas comprenden tipicamente supresiones, inserciones o mutaciones de punto.

A titulo de ejemplo, se considerara que una secuencia de E. coli codifica un homdlogo funcional de formiato-THF-
sintetasa de C. jeikeum si presenta los niveles de identidad mencionados anteriormente a nivel de aminoacidos con
respecto a SEC ID NO. 2, y presenta la misma actividad enzimatica. Los ejemplos se pueden tomar de la Tabla 1.
También se pueden usar fragmentos o, por ejemplo, mutantes de punto de estas secuencias, en tanto que las
proteinas resultantes todavia catalicen el mismo tipo de reaccion que las enzimas de longitud completa.

Mas abajo se mostraran ejemplos de incremento de la cantidad de una enzima para formiato-THF-sintetasa,
gcvTHP, IplA, lipA y lipB. Para serina desaminasa se proporcionaran ejemplos para disminuir la cantidad de una
enzima.

Incremento de la cantidad y/o actividad de formiato-THF-sintetasa en microorganismos

Se describen aqui microorganismos en los que un organismo de partida se manipula genéticamente de manera que
la cantidad y/o actividad de formiato-THF-sintetasa se incrementa en el microorganismo resultante en comparacion
con el organismo de partida. También se describen métodos para producir metionina en microorganismos, que
comprenden la etapa de cultivar el microorganismo mencionado anteriormente.

En microorganismos tales como E. coliy C. jeikeum, se conocen las secuencias para formiato-THF-sintetasa. En
tales microorganismos, el incremento de la cantidad y/o de la actividad de formiato-THF-sintetasa requerira elevar la
cantidad y/o actividad de esta enzima por encima del nivel del organismo de partida respectivo, por ejemplo
sobreexpresando secuencias de acido nucleico que codifican esta actividad enzimatica.

En C. glutamicum, no se conoce una formiato-THF-sintetasa. Los siguientes pasajes describen cémo se puede
establecer una actividad de formiato-THF-sintetasa en C. glutamicum. La persona experta en la técnica estara no
obstante al tanto de como se puede incrementar la cantidad y/o actividad de una formiato-THF-sintetasa en otros
microorganismos tales como C. jeikeum y E. coli.

Se describe aqui, entre ofros, un microorganismo de C. glutamicum en el que se incrementan la cantidad y/o
actividad de formiato-THF-sintetasa, y el uso de tal microorganismo para producir metionina. Esto se puede lograr,
por ejemplo, incrementando el numero de copias de secuencias de acido nucleico que codifican una formiato-THF-
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sintetasa, incrementando la transcripcién y/o traducciéon de secuencias que codifican una formiato-THF-sintetasa, o
una combinacién de los mismos.

Se puede usar una formiato-THF-sintetasa de C. jeikeum. La secuencia de acido nucleico de esta formiato-THF-
sintetasa se representa en SEC ID NO. 1, mientras que la secuencia de aminoacido se representa en SEC ID NO. 2.
El nimero de acceso gene bank es YP_250663.1. Esta secuencia deriva de la cepa C. jeikeium NCTC K11915, que
también se denomina como K411. Una formiato-THF-sintetasa también se puede obtener a partir de la cepa DSMZ
7171. En este caso, la secuencia de acido nucleico se representa mediante SEC ID No: 51, y la secuencia de
aminoacidos se representa mediante SEC ID No. 52.

Por supuesto, también se pueden usar fragmentos funcionales de una formiato-THF-sintetasa como se representa
mediante SEC ID Nos. 1y 2, o sus homélogos funcionales. En la Tabla 1 se representan algunos de los homologos
que se pueden identificar usando busquedas de homologia estandar.

El numero de copias de las secuencias de acido nucleico que codifican formiato-THF-sintetasa se puede
incrementar en un microorganismo, y preferiblemente en C. glutamicum, por ejemplo expresando la secuencia de
plasmidos que se replican autbnomamente, o integrando copias adicionales de las secuencias de acido nucleico
respectivas en el genoma del microorganismo, y preferiblemente de C. glutamicum.

En el caso de vectores replicables autbnomamente, éstos se pueden mantener de forma estable en, por ejemplo,
una bacteria corineforme. Los vectores tipicos para expresar polipéptidos y enzimas tales como formiato-THF-
sintetasa en C. glutamicum incluyen pCIiK, pB y pEKO como se describe en Bott, M. y Eggeling, L., eds. Handbook
of Corynebacterium glutamicum. CRC Press LLC, Boca Raton, FL; Deb, J.K. et al. (FEMS Microbiol. Lett. (1999),
175(1), 11-20), Kirchner O. et al. (J. Biotechnol. (2003), 104 (1-3), 287-299), documento W0O2006069711 y en el
documento W0O2007012078.

En otro enfoque para incrementar el nimero de copias de secuencias de acido nucleico que codifican un polipéptido
en una bacteria corineforme, se pueden integrar copias adicionales de secuencias de acido nucleico que codifican
tales polipéptidos en el cromosoma de C. glutamicum. La integracion cromosomica puede tener lugar, por ejemplo,
en el locus en el que esta localizada la copia enddgena del polipéptido respectivo. Adicionalmente y/o como
alternativa, la multiplicacion cromosémica de secuencias de acido nucleico que codifican polipéptidos puede tener
lugar en otros loci en el genoma de una bacteria corineforme.

En caso de C. glutamicum, hay diversos métodos conocidos por la persona experta en la técnica para incrementar el
numero de copias génicas mediante integracion cromosomica. Uno de tales métodos hace uso, por ejemplo, del
vector pK19 sacB, y se ha descrito con detalle en la publicacion de Schafer A, et al. J Bacteriol. 1994 176(23): 7309-
7319. Oftros vectores para la integracion cromosémica de secuencias de acido nucleico que codifican polipéptidos
incluyen pCLIK int sacB, como se describe en los documentos W02005059093 y WO2007011845.

Otro enfoque preferido para incrementar la cantidad y/o actividad de formiato-THF-sintetasa en microorganismos, y
particularmente en C. glutamicum, es incrementar la transcripcion de las secuencias codificantes mediante el uso de
un promotor fuerte.

Si la actividad de una formiato-THF-sintetasa enddgena se incrementa mediante el uso de un promotor fuerte,
entonces la expresion “promotor fuerte” significa que la transcripcion a partir del promotor recientemente introducido
es mas fuerte que la del promotor endégeno de origen natural.

Sin embargo, en un caso en el que formiato-THF-sintetasa se expresa en C. glutamicum que no conoce este tipo de
enzima, se puede usar un promotor que se sabe que proporciona una expresion fuerte de genes enddgenos de C.
glutamicum.

Los promotores preferidos en este contexto son los promotores Psop (SEC ID No. 3), Pgroes (SEC ID No 4), Perry
(SEC ID No 5), promotor magico SP01 P45 (SEC ID No 42), y APr (SEC ID No 6), algunas veces también
denominado como lambdaPgr. En C. glutamicum el promotor APr puede ser mas fuerte que el promotor Psop. El
promotor Psop puede ser mas fuerte que el promotor Pgroes, y €l promotor Pgroes puede ser mas débil que el promotor
Perru 0 el promotor P4s. El promotor Perry puede ser mas fuerte que el promotor Psop. Sin embargo, la fuerza de un
promotor en cualquier organismo no es necesariamente una propiedad inherente del promotor, puesto que la fuerza
del promotor puede variar ampliamente dependiendo del contexto en el que se coloca el promotor mediante la
ingenieria genética.

El incremento de la cantidad y/o actividad de formiato-THF-sintetasa en microorganismos, y particularmente en C.
glutamicum, permitird que los microorganismos crezcan en medios que comprenden formiato como la fuente de
carbono. Ademas, el uso de formiato que también aparece como un metabolito durante diversas rutas biosintéticas
permitira igualmente incrementar la produccion de N5,N1O-metileno-THF. Un mayor nivel de N5,N10-metileno-THF
conducira a una mayor produccion de metil-THF y produccién de metionina.

También se describe aqui un método que comprende cultivar los microorganismos descritos anteriormente y aislar
opcionalmente metionina.
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En elaboraciones adicionales de la descripcion descrita anteriormente, en la que la cantidad y/o actividad de
formiato-THF-sintetasa se incrementan en un microorganismo, y preferiblemente en C. glutamicum, la cantidad de
N° N"’-metileno-THF se puede incrementar ademas disminuyendo la cantidad y/o actividad de formil-THF-
desformilasa. En SEC ID NO. 7 se representa una secuencia de acido nucleico para formil-THF-desformilasa, y en
SEC ID NO. 8 se representa la secuencia de aminoacidos. La Tabla 1 proporciona nimeros de acceso de gene bank
para esta actividad enzimatica.

Como alternativa o adicionalmente, la cantidad y/o actividad de N5,N1O-meteniI-THF-ciclosintetasa, N5,N10-metenil-
THF-reductasa y/o N° N'°-metileno-THF-reductasa se incrementan en comparacion con el organismo de partida. En
una realizacion preferida, se incrementa la cantidad y/o actividad de formiato-THF-sintetasa, se disminuye la
cantidad y/o actividad de formil-THF-desformilasa, y se incrementa la cantidad y/o actividad de N°,N'’-metenil-THF-
ciclosintetasa, N5,N1O-meteniI-THF-reductasa ylo N5,N1°-metenil-reductasa, en comparacion con el organismo de
partida. Puesto que todas estas actividades enzimaticas mencionadas anteriormente estan presentes en
microorganismos, y también en C. glutamicum (con la excepcion de formiato-THF-sintetasa), se puede preferir usar
las secuencias de acido nucleico enddgenas para incrementar y/o disminuir la cantidad y/o actividad de las
actividades enzimaticas respectivas en los microorganismos, y preferiblemente en C. glutamicum.

Mas abajo se describiran con detalle enfoques para incrementar la cantidad y/o actividad para una proteina. Por
supuesto, estos enfoques también se pueden aplicar a formiato-THF-sintetasa. Mas abajo se describiran enfoques
para disminuir la cantidad y/o actividad de una proteina en un microorganismo. Por supuesto, estos enfoques
también se pueden aplicar a la disminucién de formil-THF-desformilasa.

Por supuesto, también se pueden usar homdlogos funcionales de formiato-THF-sintetasa de C. jeikeium o de las
otras enzimas mencionadas anteriormente. Estos homodlogos funcionales presentaran los grados de identidad
mencionados anteriormente con respecto a SEC ID NO. 1 o SEC ID NO. 2, y proporcionan el mismo tipo de
actividad enzimatica. En la Tabla 1 se proporcionan los nimeros de acceso de formiato-THF-sintetasa para
organismos distintos de C. jeikeium.

Un aspecto preferido se refiere a microorganismos de C. glutamicum que expresan formiato-THF-sintetasa, y al uso
de estos organismos de C. glutamicum en la produccion de metionina. Estas cepas pueden mostrar adicionalmente
las alteraciones 9enéticas mencionadas anteriormente discutidas para formil-THF-desformilasa, N5,N10-meteniI-THF-

ciclosintetasa, N ,N1°-meteniI-THF-reductasa ylo N5,N1O-metileno-THF-reductasa.

Una cepa de C. glutamicum tipica que se puede usar como organismo de partida sera una cepa de tipo salvaje tal
como ATCC13032. Sin embargo, se puede preferir usar un organismo de partida que ya se ha modificado
genéticamente para asegurar una mayor produccién de metionina. Tal organismo puede presentar las
caracteristicas de DSM17323, y de este modo presenta una mayor cantidad y/o actividad de ask™, hom™ y metH.
Una cepa de partida preferida también puede tener las caracteristicas de M2014, y presentar una mayor cantidad y/o
actividad de ask™, hom™, metH, metA, metY, y hsk™"®. Otros organismos de partida preferidos pueden tener las
caracteristicas de OM469, y presentar una mayor cantidad y/o actividad de askfbr, homfbr, metH, metA, metY,
hsk™"ad° y metF y presentar una menor cantidad y/o actividad de mcbR y metQ. Aun otros organismos de partida
preferidos pueden tener las caracteristicas de GK1259, y presentar una mayor cantidad y/o actividad de ask™,
hom™, metH, metA, metY, hsk™“%, tkt (y opcionalmente gépdh, zwfa y 6pgl) y metF, y presentar una menor
cantidad y/o actividad de mcbR, metQ y sda, o de M2616 y presentar una mayor cantidad y/o actividad de ask™,
hom™, metH, metA, metY, hsk™“%, tkt (y opcionalmente gépdh, zwfa y 6pgl) y metF, y presentar una menor
cantidad y/o actividad de mcbR, metQ y serA.

Se encontré ademas que la produccion de metionina se puede estimular adicionalmente si se cultivan los
microorganismos descritos anteriormente, que presentan una mayor cantidad y/o actividad de formiato-THF-
sintetasa, en un medio que contiene mayores cantidades de formiato.

Este aspecto, en el que el formiato se afiade deliberadamente al medio de cultivo, se realiza particularmente de
forma preferible con cepas de C. glutamicum que se han modificado genéticamente para presentar las
caracteristicas anteriores de formiato-THF-sintetasa y las otras alteraciones genéticas. Nuevamente, se preferira
incrementar la actividad de formiato-THF-sintetasa expresando las secuencias correspondientes de C. jeikeium en
C. glutamicum o sus homadlogos funcionales y fragmentos.

Microorganismos con mayor cantidad y/o actividad del sistema de escision de glicina

En un aspecto, la presente invencion se refiere a microorganismos, y preferiblemente C. glutamicum, que presentan
una mayor actividad enzimatica del sistema de escision de glicina. La presente invencién también se refiere a
métodos que hacen uso de estos microorganismos para la produccion de metionina cultivando dichos
microorganismos y aislando opcionalmente metionina.

En algunas aplicaciones industriales, microorganismos tales como E. coli o C. glutamicum producen glicina como
subproducto. La presente invencién hace uso de este subproducto al proporcionar microorganismos que presentan
una mayor actividad del sistema de escision de glicina.
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El sistema de escision de glicina de microorganismos comprende tipicamente 4 a 5 subunidades.

La primera subunidad es una glicina descarboxilasa dependiente de PLP (GcvP, también denominada simplemente
proteina P). La segunda subunidad es una amino metil transferasa que contiene lipoamida (GcvH, también
denominada proteina H). La tercera subunidad es una enzima que sintetiza N°,N'’-metileno-THF (GcvT). Estos tres
factores se denominan también algunas veces como gcvPTH. La cuarta subunidad es una lipoamida
deshidrogenasa dependiente de NAD", que requiere FAD (Jpd, también denominada simplemente proteina L). Los
genes correspondientes son nombres gcvP, gcvT, gcvH y Ipd, respectivamente. Los ejemplos de este tipo de GCS
se encuentran en E. coliy C. jeikeium. La subunidad Jpd también es compartida tipicamente por al menos otras dos
enzimas de multisubunidades, a saber, piruvato deshidrogenasa y a-cetoglutarato deshidrogenasa.

Si se incrementa la actividad enzimatica del sistema GCS, la glicina en exceso de aquella requerida para la masa
celular se metabolizara preferiblemente en NH,*, CO, y N5,N1°-metileno-THF, que entonces se puede usar, por
ejemplo, para una mayor sintesis de metionina. Sin embargo, algunos microorganismos, tales como por ejemplo C.
glutamicum, carecen de un sistema GCS nativo. No obstante, tales organismos tendran habitualmente un gen jpd
que codifica la subunidad para uso en los dos sistemas enzimaticos mencionados anteriormente.

Como se mostrara mas abajo, la proteina Lpd nativa en C. glutamicum es capaz de funcionar junto con un GCS no
nativo, de manera que solo es necesario instalar y expresar los genes gcvP, gcvT y gcvH para obtener una funcion
de GCS activa en C. glutamicum. Sin embargo, también se puede preferir sobreexpresar un gen /pd no nativo,
puesto que este gen puede ser mas capaz de interactuar especifica y eficientemente con los factores gcvP, gevT y
gcvH.

Ademas, se deberia observar que, en algunos organismos, el sistema de escision de glicina comprende cinco
subunidades. Por ejemplo, en Bacillus subtilis, la subunidad P se divide por ejemplo en dos polipéptidos,
denominados algunas veces P1 y P2, que son codificados por dos genes, algunas veces denominados gcvP1 y
gcvP2.

La presente invencion, como se menciona anteriormente, se refiere, en una realizacion preferida, a microorganismos
que se han modificado genéticamente para presentar una mayor actividad del sistema de escision de glicina. Tal
actividad incrementada del sistema de escision de glicina se puede lograr incrementando la cantidad y/o actividad de
las actividades enzimaticas codificadas por gcvP, gcvH y gevT. Se abordara mas abajo como se puede establecer
un aumento de la actividad del sistema de escisién de glicina en C. glutamicum, puesto que esto representa una
realizacion preferida de la presente invencion.

Un aspecto de la presente invencion se refiere a bacterias corineformes, y particularmente C. glutamicum, en las que
la cantidad y/o actividad de las actividades enzimaticas codificadas por gcvP, gcvH y gcvT (colectivamente
denominados gcvPHT) se incrementan mediante alteracion genética en comparacion con el organismo de partida.

Esto se puede lograr incrementando la cantidad y/o actividad de las enzimas respectivas de C. jeikeium. La
secuencia de acido nucleico de gcvP se representa en SEC ID NO. 9, la secuencia de aminoacidos se representa en
SEC ID NO. 10. El nimero de acceso de Genbank es CAI36361.1.

La secuencia de acido nucleico de gcvH de C. jeikeium se representa en SEC ID NO. 11. La secuencia de
aminoacidos se representa en SEC ID NO. 12. El numero de acceso de Genbank es CAI36363.1.

La secuencia de acido nucleico de gcvT de C. jeikeium se representa en SEC ID NO. 13. La secuencia de
aminoacidos se representa en SEC ID NO. 14. El nUmero de acceso de Genbank es CAI36362.1.

Para los fines de la presente invencion, se puede preferir usar las secuencias anteriores que derivan de C. jeikeium.

La actividad de un sistema de escision de glicina en un microorganismo, y particularmente en C. glutamicum, se
puede incrementar expresando, y preferiblemente sobreexpresando, las secuencias mencionadas anteriormente, ya
sea solas o en combinacion, siendo esto Ultimo una realizacién particularmente preferida de la presente invencién.
De este modo, la presente invencion se refiere particularmente a microorganismos de C. glutamicum en los que las
actividades enzimaticas de gcvPHT estan incrementadas concomitantemente. Esto se puede lograr
sobreexpresando las secuencias de gcvP, gcvH y gevT como se representan mediante SEC ID NOS. 9-14, sus
fragmentos funcionales, o sus homologos funcionales. Los homadlogos funcionales de las secuencias mencionadas
anteriormente de gcvP, gcvH y gevT se pueden identificar facilmente a través de busquedas de homologia de
secuencias en las bases de datos relevantes, y produciran secuencias para otros organismos tales como E. coli. Los
numeros de acceso para estas enzimas de otros organismos se proporcionan en la Tabla 1. Se prefiere el uso de
secuencias de gcvP, gcvH y gevT de C. jeikeium, particularmente en C. glutamicum, ya que estos genes estan
agrupados en un operén (Tauch et al. (2005) J. Bacteriol., 187, 4671-4682). Ademas, los genes Ipd de C. jeikeium 'y
C. glutamicum muestran un grado elevado de identidad de secuencia (véase la Fig. 1). Es razonable suponer que
los factores gcvP, gcvH y gevT interactuan suave y eficientemente con el Jpd de C. glutamicum. La cantidad y/o
actividad de gcvP, gcvH y gevT se puede incrementar en microorganismos, y preferiblemente en C. glutamicum,
mediante los métodos mencionados anteriormente en el contexto de formiato-THF-sintetasa. De este modo, se
puede construir, por ejemplo, una unidad funcional que comprenda las secuencias codificantes de gcvP, gcvH y
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gevT, e incrementar el nimero de copias de la secuencia de acido nucleico que comprende esta unidad usando, por
ejemplo, plasmidos que se replican autbnomamente o plasmidos que se integran en el genoma del microorganismo,
y preferiblemente en el genoma de C. glutamicum.

Como alternativa o adicionalmente, se puede instalar un promotor delante de este operén que asegura una fuerte
transcripcion de las secuencias codificantes para gcvP, gcvH y gcvT. Tal promotor se puede seleccionar
preferiblemente del grupo del promotor Pgrry, PgroES, Psop, P15 y Apr.

En principio, no es necesario incrementar la cantidad y/o actividad del factor Jpd. Este factor estara presente
tipicamente en cantidades suficientemente abundantes por el microorganismo hospedante, que se manipula
genéticamente a fin de incrementar la cantidad y/o actividad de gcvP, gcvH y gcvT. No obstante, en algunas
realizaciones de la invencion, se puede preferir incrementar también la cantidad y/o actividad de /pd. Para este fin,
las secuencias endogenas de Ipd se pueden sobreexpresar por cualquiera de los métodos descritos anteriormente
que se ofrecen en un poco mas de detalle mas abajo. Dependiendo de la similitud del jpd del organismo de partida y
del Ipd a partir del que se toman los factores gcvP, gcvH y gecvT, se puede preferir incrementar la cantidad y/o
actividad de Ipd incrementando la expresion de /pd enddégeno o exdgeno. En este caso, se seleccionara
preferiblemente el jpd de aquel organismo a partir del que se toman los otros factores del sistema de escision de
glicina.

De este modo, una realizacion de la presente invencion se refiere a microorganismos que derivan del organismo de
partida de manera que el microorganismo resultante presenta una mayor cantidad y/o actividad de los factores gcvP,
gcvH y gevT. La invencion también se refiere a métodos que usan estos microorganismos para la produccion de
metionina cultivando los microorganismos y aislando opcionalmente la metionina.

Una realizacion preferida se refiere a microorganismos de C. glutamicum que expresan los factores gcvP, gcvH y
gevT de C. jeikeium como se representa en SEC ID NOS. 9-14, o sus homoélogos funcionales y fragmentos
funcionales. La presente invencion también se refiere preferiblemente al uso de estos organismos de C. glutamicum
en la produccién de metionina.

Una cepa de C. glutamicum tipica que se puede usar como organismo de partida sera una cepa de tipo salvaje tal
como ATCC13032. Sin embargo, se puede preferir usar un organismo de partida que ya se ha modificado
genéticamente para asegurar la produccidon incrementada de metionina. Tal organismo puede presentar las
caracteristicas de DSM17323, y de este modo presenta una mayor cantidad y/o actividad de ask™, hom™ y metH.
Una cepa de partida preferida también puede tener las caracteristicas de M2014, y presentar una mayor cantidad y/o
actividad de ask™, hom™, metH, metA, metY, y hsk™"®. Otros organismos de partida preferidos pueden tener las
caracteristicas de OM469, y presentar una mayor cantidad y/o actividad de askfbr, homfbr, metH, metA, metY,
hsk™"@% y metF y presentar una menor cantidad y/o actividad de mcbR y metQ.

Se ha encontrado ademas que la produccién de N® N'%-metileno-THF y de metionina se puede incrementar en
microorganismos que presentan una mayor actividad del sistema de escisién de glicina como se describe
anteriormente, si los microorganismos se (i) proporcionan con acido lipoico y/o lipoamida externos, y/o (ii) modifican
genéticamente ademas para producir mas acido lipoico y/o lipoamida que el organismo de partida.

También se describen aqui métodos que hacen uso de los microorganismos descritos anteriormente que presentan
una mayor cantidad y/o actividad de los factores gcvP, gcvH y gcvT del sistema de escision de glicina (y
opcionalmente del factor /pd), y que se cultivan en un medio que contiene mayores cantidades de acido lipoico y/o
lipoamida. Para los fines de este aspecto, el acido lipoico y/o la lipoamida se pueden afiadir al medio hasta una
concentracion final de al menos alrededor de 0,1 mg/1, al menos alrededor de 1 mg/ml, y preferiblemente al menos
alrededor de 10 mg/l.

Se sabe en la técnica que la lipoamida, algunas veces denominada amida del acido lipoico, puede sustituir al acido
lipoico para la lipoilacién de enzimas en algunos organismos (Reed, L.J. et al. (1958) J. Biol. Chem. 232, 143-158).
Como tal, la alimentacién de lipoamida puede sustituir a la alimentacion de acido lipoico en la invencién descrita
aqui. En otras palabras, la lipoamida, que esta comercialmente disponible del mismo proveedor que el acido lipoico
en sus diversas formas (por ejemplo, numeros T 5875, T 5625, T 1395, T 8260 del catalogo de Sigma-Aldrich),
también se puede usar para estimular o incrementar la actividad de escision de glicina en organismos y métodos de
la invencién descritos aqui. Se pueden usar tanto las formas oxidadas como las formas reducidas de estos dos
compuestos, asi como diversas sales y ésteres de cualesquiera de estas formas. De este modo, la fuente del grupo
lipoilo puede variar.

Este aspecto, en el que el acido lipoico y/o la lipoamida se afiaden intencionadamente al medio de cultivo, se realiza
particularmente de forma preferible con cepas de C. glutamicum que se han modificado genéticamente para
presentar las actividades de los factores gcvP, gcvH y gevT de un sistema de escision de glicina. Nuevamente, se
preferira incrementar la actividad del sistema de escision de glicina al expresar las secuencias correspondientes de
C. jeikeium en C. glutamicum o sus homoélogos y fragmentos funcionales. En una elaboracion adicional de este
aspecto de la invencion, la cantidad y/o actividad del factor Jpd se pueden incrementar usando las secuencias
enddgenas de C. glutamicum o las secuencias exdgenas (véase la Tabla 1).
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También en el caso de C. glutamicum, la concentracion final de acido lipoico y/o lipoamida en el medio sera al
menos alrededor de 0,1 mg/1, al menos alrededor de 1 mg/l, y preferiblemente al menos alrededor de 10 mg/I.

Los microorganismos segun la presente invencion que presentan mayor actividad en el sistema de escision de
glicina que resulta de una mayor cantidad y/o actividad de los factores gcvP, gcvH y gevT se modifican
genéticamente ademas para presentar una mayor cantidad de acido lipoico y/o lipoamida sintetizados internamente.

Hay dos rutas diferentes para hacer uso de acido lipoico y ligarlo a proteinas diana. En E. coli, estas dos rutas se
denominan la ruta dependiente de p/A y la ruta dependiente de lipB (Morris et al. (1995) J. Bacteriol., 177, 1-10).

El gen IplA codifica lipoil sintetasa (proteina LplA). Esta enzima activa acido lipoico con ATP y une
subsiguientemente lipoil-AMP a gcvH.

La ruta dependiente de lipB comprende dos enzimas (Morris et al. (1995) J. Bacteriol., 177, 1-10). LipA codifica acido
lipoico sintasa (proteina LipA). El gen lipB codifica lipoil transferasa (proteina LipB). LipA convierte octanoil-ACP en
lipoil-ACP. En una segunda etapa, lipB une el resto lipoilo al dominio lipoilo de gcvH y otras proteinas lipoiladas.

De este modo, un incremento en la cantidad y/o actividad de Jp/A permite una mejor incorporacién de acido lipoico
afadido externamente, mientras que un incremento en la cantidad, tipo y/o actividad de lipA y/o lipB incrementa la
cantidad de acido lipoico sintetizada internamente que se transfiere a GevH.

En SEQ ID NO. 15 se representa una secuencia de acido nucleico de IplA de E. coli En SEQ ID NO. 16 se
representa la secuencia de aminoacidos. El numero de acceso de gene bank es EG11796.

En SEQ ID NO. 17 se representa la secuencia codificante de lipA de C. jeikeium. En SEQ ID NO. 18 se representa la
secuencia de aminoacidos. El nimero de acceso de gene bank es GenelD:3433570.

En SEQ ID NO. 19 se representa la secuencia de acido nucleico para lipB de C. jeikeium. En SEQ ID NO. 20 se
representa la secuencia de aminoacidos. El nimero de acceso de gene bank es GenelD:3433571.

Para los fines de la presente invencion, se puede preferir usar las secuencias anteriores que derivaron de C.
Jeikeium.

Un microorganismo que presenta una mayor cantidad y/o actividad de los factores gcvP, gcvH y gevT del sistema de
escision de glicina se puede asi optimizar adicionalmente con respecto a la sintesis de N® N'%-metileno-THF y de
metionina al incrementar la cantidad y/o actividad de Ip/A. Para este fin, se puede incrementar la expresion de p/A
haciendo uso de SEQ ID NOS. 15, o sus homdlogos y fragmentos funcionales. Tal microorganismo mostrara una
mejor incorporacion de acido lipoico y/o lipoamida afadidos externamente, y de este modo puede ser
particularmente adecuado para aquellos métodos segun la presente invencion en los que los microorganismos se
cultivan en el medio que se suplementa con acido lipoico y/o lipoamida.

La presente invencion se refiere a un microorganismo que, ademas del incremento en la cantidad y/o actividad de
los factores gcvP, gcvH'y gevT del sistema de escision de glicina, presenta una mayor cantidad y/o actividad de lipA,
lipB o lipA 'y lipB. Se prefiere particularmente un microorganismo que, ademas de una mayor cantidad y/o actividad
de gcvP, gcvH y gevT, presente una mayor cantidad y/o actividad de lipA y lipB. Estos microorganismos pueden
mostrar una mejor formacién y acomodacion de acido lipoico y/o lipoamida sintetizados endégenamente, y de este
modo contribuiran a la produccién de N5,N10-metileno-THF y metionina.

Por supuesto, estos microorganismos también se pueden usar en los métodos segun la presente invencion que
pertenecen al cultivo de organismos genéticamente modificados con mayor actividad de sistema de escision de
glicina en medio suplementado con acido lipoico y/o lipoamida. En una elaboracion adicional de este aspecto, se
pueden producir y usar microorganismos que, ademas de una mayor cantidad y/o actividad de gcvP, gcvH y gevT,
muestran una mayor cantidad y/o actividad de Ip/A, lipA 'y lipB.

Un aspecto particularmente se refiere de nuevo a microorganismos de C. glutamicum que por medio de modificacion
genética de un organismo de C. glutamicum de partida presentan una mayor cantidad y/o actividad de los factores
gcvP, gecvH y gevT del sistema de escision de glicina, que presentan una acomodacion mejorada del acido lipoico
y/o lipoamida proporcionados externamente, y/o una formacién y acomodacion mejoradas de acido lipoico y/o
lipoamida producidos internamente, al ser modificados genéticamente a fin de presentar una mayor cantidad y/o
actividad de Ip/A, lipA ylo lipB. De este modo, aspectos preferidos se refieren a microorganismos de C. glutamicum
en los que la cantidad y/o actividad de gcvP, gcvH y gevT y IplA estan incrementadas en comparacion con el
organismo de partida. En una realizacién, el microorganismo de C. glutamicum presenta una mayor cantidad y/o
actividad de gcvP, gcvH y gevT y lipA o lipB. Incluso es mas preferido un microorganismo de C. glutamicum que
presenta una mayor cantidad y/o actividad de gcvP, gcvH y gcvT, lipA y lipB. Se prefiere particularmente un
microorganismo de C. glutamicum que presenta una mayor cantidad y/o actividad de gcvP, gcvH y gevT, Ipl, lipA'y
lipB.

Se entiende por la persona experta que el organismo de partida de C. glutamicum que se usa para introducir la
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modificacion genética mencionada anteriormente puede ser una cepa de tipo salvaje tal como ATCC13032. Sin
embargo, se puede preferir usar un organismo de partida que ya se ha modificado genéticamente para asegurar una
mayor produccion de metionina. Tal organismo puede presentar las caracteristicas de DSM17323, y de este modo
presenta una mayor cantidad y/o actividad de ask™, hom™ y metH. Una cepa de partida preferida también puede
tener las caracteristicas de M2014, y presenta una mayor cantidad y/o actividad de askfbr, homfbr, metH, metA, metY,
y hsk™" % Otros organismos de partida preferidos pueden tener las caracteristicas de OM469, y presentan una
mayor cantidad y/o actividad de ask™, hom™, metH, metA, metY, hsk™“® y metF y presentan una reduccion de la
cantidad y/o actividad de mcbR 'y metQ.

La persona experta en la técnica esta ademas claramente al tanto de que, en todas las realizaciones mencionadas
anteriormente que se refieren a un incremento en el sistema de escision de glicina y la captacion, formacion y
acomodacion mejoradas de acido lipoico y/o lipoamida, el microorganismo de partida, que preferiblemente es una de
las cepas de C. glutamicum mencionadas anteriormente, presenta modificaciones genéticas adicionales con
respecto a enzimas que estan implicadas en la ruta biosintética de serina como se describe anteriormente.

De este modo, una cepa de partida preferida puede tener las caracteristicas de OM264C y presentar una mayor
cantidad y/o actividad de ask™, hom™, metH, metA, metY, y hsk™"#® y presentar una menor cantidad y/o actividad
de serA. Otra cepa de partida preferida puede tener las caracteristicas de GK1259, y presentar una mayor cantidad
ylo actividad de ask™, hom™, metH, metA, metY, hsk™"#®, metF, tkt, tal, zwfy 6pgl, y presentar una menor cantidad
ylo actividad de mcbR, metQ y sda.

Microorganismos con una mayor cantidad y/o actividad de formiato-THF-sintetasa y del sistema de escision de
glicina

Se describen aqui ademas microorganismos que combinan las propiedades de los organismos mencionados
anteriormente, es decir, incremento de la cantidad y/o actividad de formiato-THF-sintetasa y una mayor actividad del
sistema de escision de glicina. Se entiende que los aspectos particularmente preferidos descritos anteriormente
también se han de combinar.

De este modo, un microorganismo se modificara genéticamente de manera que presentara una mayor cantidad y/o
actividad de formiato-THF-sintetasa, gcvP, gcvH y gevT.

En un aspecto preferido adicional, el microorganismo se modificara genéticamente ademas para presentar una
mayor cantidad y/o actividad de Ip/A.

Un aspecto preferido también se refiere a un microorganismo que presenta una mayor actividad de formiato-THF-
sintetasa, gcvP, gcvH y gevT y lipA o lipB. Incluso son mas preferidos los microorganismos que presentan una
mayor cantidad y/o actividad de formiato-THF-sintetasa, gcvP, gcvH'y gevT, lipA'y lipB.

Otro aspecto preferido se refiere a un microorganismo que presenta una mayor cantidad y/o actividad de formiato-
THF-sintetasa, gcvP, gcvH 'y gevT, IplA, lipA'y lipB.

Por supuesto, los microorganismos también pueden presentar una mayor cantidad y/o actividad de /pd.

Se entiende que los aspectos mencionados anteriormente se alcanzan preferentemente en un microorganismo de C.
glutamicum. Tal cepa de C. glutamicum puede ser una cepa de tipo salvaje tal como ATCC13032. Sin embargo, se
puede preferir usar un organismo de partida que ya se ha modificado genéticamente para asegurar una mayor
produccion de metionina. Tal organismo puede presentar las caracteristicas de DSM17323, y de este modo presenta
una mayor cantidad y/o actividad de ask™, hom™ y metH. Una cepa de partida preferida también puede tener las
caracteristicas de M2014, y presentar una mayor cantidad y/o actividad de askfbr, homfbr, metH, metA, metY, y
hsk™" % Otros organismos de partida preferidos pueden tener las caracteristicas de OM469, y presentar una mayor
cantidad y/o actividad de ask™, hom™, metH, metA, metY, hsk™"#® y metF, y presentar una menor cantidad y/o
actividad de mcbR y metQ, o de las caracteristicas de M2616, y presentar una mayor cantidad y/o actividad de
ask™, hom™, metH, metA, metY, hsk™"“®, tkt (y opcionalmente gépdh, zwfa y 6pgl) y metF, y presentar una menor
cantidad y/o actividad de mcbR, metQ y serA.

La persona experta en la técnica esta ademas claramente al tanto de que, en todos los aspectos mencionados
anteriormente que se refieren a un incremento en el sistema de escision de glicina y la captacion, formacion y
acomodacion mejoradas de acido lipoico y/o lipoamida, el microorganismo de partida, que preferiblemente es una de
las cepas de C. glutamicum mencionadas anteriormente, presenta modificaciones genéticas adicionales con
respecto a enzimas que estan implicadas en la ruta biosintética de serina como se describe anteriormente, y/o
enzimas implicadas en la metabolizacion de formilo, tales como formil-THF-desformilasa, N5,N10-meteniI-THF-
ciclosintetasa, N5,N1°-meteniI-THF-reductasa ylo N5,N1O-metileno-THF-reductasa.

De este modo, una cepa de partida preferida puede tener las caracteristicas de OM264C y presentar una mayor
cantidad y/o actividad de ask™, hom™, metH, metA, metY, y hsk™"@® y presentar una menor cantidad y/o actividad
de serA. Otra cepa de partida preferida puede tener las caracteristicas de GK1259, y presentar una mayor cantidad
ylo actividad de ask™, hom™, metH, metA, metY, hsk™"®, metF, tkt, tal, zwf y 6pgl, y presentar una menor cantidad
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y/o actividad de mcbR, metQ y sda.

Para incrementar la cantidad y/o actividad de las enzimas mencionadas anteriormente, se puede depender de las
secuencias de acido nucleico enddgenas que codifican estas enzimas, o se pueden usar secuencias exdgenas,
dependiendo de si el organismo de partida respectivo proporciona la actividad requerida.

En caso de un microorganismo de C. glutamicum, se preferira usar las secuencias codificantes de C. jeikeium para
incrementar la cantidad y/o actividad de formiato-THF-sintetasa, gcvP, gcvH y gcvT, IplA, lipA, lipA ylo Ipd. Las
secuencias para estas enzimas se representan en SEQ ID NOS. 1y 2 y 9 a 20. La persona experta en la técnica
esta, por supuesto, al tanto de que también se pueden usar secuencias que codifican homodlogos o fragmentos
funcionales de los nimeros de SEQ ID mencionados anteriormente. Tales homologos funcionales pueden incluir
secuencias de otras fuentes, tales como E. coli. La Tabla 1 proporciona un resumen de posibles secuencias citando
numeros de acceso de gene bank correspondientes.

Los microorganismos, y particularmente microorganismos de C. glutamicum, se pueden usar en la produccién de
metionina al cultivarlos y opcionalmente aislar la metionina. Como se menciona anteriormente, los organismos
modificados se pueden cultivar en un medio suplementado con mayores cantidades de formiato y acido lipoico y/o
lipoamida.

La siguiente tabla proporciona un resumen de algunas de las enzimas que se han discutido anteriormente con mas
detalle. Los nimeros de acceso de gene bank citados se refieren al gene bank que se puede encontrar en el sitio
web http://www.ncbi.nim.nih.gov/.

Enzima Numero de acceso de Gene bank Organismo

formiato-THF-sintetasa NP_939608. jk0881 DIP1253 SA1553 SAV1732 C. jeikeum y otros
MW1675 SAR1810 SAS1658

SAQUHSC 01845 SAUSA300 1678 SAB1592c
SACOL1782 LSA0947 SH1190 SP_1229

Arth 2901 SPD_1087 spr1109 SE1408
SERP1295 SAK 1144 MG_Spy0916
SpyM3_0853 MGAS2096_Spy0986 SPs1053
M35005 Spy_0927 SPv1213
MGAS9429_Spy1030 M28 Spv0899
MGAS10270_Spy1041 L159505 EF1725
stu0791 MGAS10750 Spy1076 STER 0837
spyM18_1165 gbs1089 SMU.1073 str0791
LSEI 1460 SAG1055 LBA1562 Ip_1779
LACR_1007 CHY 2385 LVIS 0834 BCE 2187
BCZK1914 BT9727 1938 BALH 1871 BC2101
1in1990

formil-THF-desformilasa | ADD13491 NCgl0371 ¢gl0382 cg0457 CE0400 C. glutamicum y otros
RHA1 1002096 nfa52050 Pfl 4436 PSEEN1152
PP 1367 PFL_4786 PA4314 PAl4_ 56060
HCH_04985 PSPPH_4024 PSPTO_4314
Psyr_4018 Tcr_2051 Csal_2073 Noc_1789
Daro 0056 ebA3467 Patl 0486

N5-formil-THF- NCgl0845 cgl0881 cgl003 CE0955 DIP0861 C. glutamicum y otros
ciclosintetasa SAV3674 SCO3183 SCE87.34 Tfu 0372
nfad49540 MSMEG_5472 Lxx05900 Mmcs_4291
Francci3 4041 ML0181 MAV 1101
RHA1_ro05631 FRAAL6398 MAP0923c

Acel 0164 jk1526 aq 1731 '
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Enzima

Numero de acceso de Gene bank

Organismo

N5,N10-metenil-THF-
reductasa

NCgI12091, NP_601375 NCgl0620 cglo648
cg0750 CE0659 jk1697 DIP0620 MAV 4323
MAP3463¢c MSMEG 1647 Rv3356c Mb3391c
MT3464 ML0674 RHA1 1006234 Tfa 2571
SCO4824 SAV3442 Mmcs_1204 Acel 0385
PPA1743 Lxx18630 Arth 1116

C. glutamicum y otros

N5,N10-metilenTHF-
reductasa

NCgl2091, NP_601375

C. glutamicum

glicina descarboxilasa
dependiente de PLP
(gcvP)

GenelD:3433827. Q8FE06, POA6TI, EG11810,

21789269, ‘ o

C. jeikeum, E. coliy otros

aminometiltransferasa
que contiene lipoamida
(gcvH)

GenelD 3433826, CAAS2144.1, POAGTO,
EG10371, 1789271

C. jeikeum, E. coliy otros

Enzima sintetizadora de
N5;N10-metilen-THF
(gevT)

GenelD:3433828, EG11442, 21789272

C. jeikeum, E. coliy otros

lipoamida
deshidrogenasa (Ipd)

GenelD:3433577, CAAS2144, QBFEG6, POAYPO,
POAGTY. EG10545, 1786307

C. jeikeum, E. coliy otros

Lip A

GenelD:343570, EG11306, 21786846

C. jeikeum, E. coliy otros

Lip B

GenelD:343571, EG11591, g1786848

C. jeikeum. E. coliy otros

D-3-fosfoglicerato
deshidrogenasa (serA)

NCgl1235, CE1379.DIP1104, jk1291,
nfa42210. MAP3033¢c, Mb3020¢c, MT3074,
Rv2996¢, ML1692, Tfu_0614, SAV2730,
SCOS55135, Francei3_3637, Lxx13140, CC32135,

Jann_0261. CHY_2698, MMP 1588, VNG2424G.

RSP_1352, CYB_1383, AGR_L_2264, Atu3706,
ZMOI1685, tIr0325, NP0272A, Mbur_2383,
Moth_0020, Adeh_1262, SMc00641,

RHE CHO03454, rnAC2696, MJ1018, TTE2613,
amb3193, AF0813, MK0297, DET0599,

CYA 1354, Synpcc7942 1501, svc2486 c,
Saro_2680, ELI 01970, MM1753, cbdb_A380,
BR1685, MTH970, Mbar_A1431, SPO3355,
BruAbl_1670, BAB1_1697, BMEI0349,
SYNWO0333, Syncc9605_2150, Ava_3759,

MAO0592, alr1890, Mhun_3063, Syncc9902 0527,

RPB_1315, glr2139, RPD_3905, Nwi_2968,
RPA4308, SYN_ 00123, ABC1843, Nham_1119,
STHY. blI7401, sl11908, CTC00694, BH1602,
GK2247, RPC_4106, SH1200, Pcar 3115,
Gmet_2378, SSP1039, BLi02446, BL00647,
OB2626, BG10509, Acid345_0113, Dgeo 0710,
Prol436, SAR1801, SAB1582, SAV1724,

SA1545, SERP1288, SE1401, SAS1650, MW 1666,

SAOUHSC 01833, SAUSA300_1670,
SACOL1773, mlI3875, GSU1198, HHO135,
WS1313, Tmden 0875, PMT1431, DR1291,

C. glutamicum y otros
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Enzima

Numero de acceso de Gene bank

Organismo

PMT9312_1452, TTC0586, Msp_11435,

Atlgl7745, TTHA0952, PMM1354, At4g34200,

RB6248, PMN2A_0926, CIE0970, CjO891c,
Pcar 0417, CMC149C, At3g19480, ag 1905,
jhp0984, HP0397, PH1387, PAB0514, TK 1966,
C31C9.2, PF1394, Cag_1377, TM1401,
Afu2g04490, CG6287-PA, rmAC1762,
AGR_pAT 578.PF0319, Atu5399. PAB2374,
OB2286, Adeh_1858, BLi03698, BL03435.
TK0683, PHO597, Reut_B3530, GK1954,
ABC0220, MK0320, DSY0969, BP0155,

Bxe B1896, BB4474, BPP4001, STH3215,
OB2844, CAC0015, RPC_3076, rrAC2056,
RPC 1162, AGR_pAT 470, Atu5328, PP3376,
PAE3320, Bd1461, Pfl_2987, Rmet_4234,
CNA07520, GK2965, MS1743, VV11546,
LA1911, mil1021, MS0068, Ip_0783. lin0070,
VV2851, ebA6869, RPA2975, Ter 0627,
LICI1992, TTE1946, MA1334, LMOf2365_0095,
Sde_3388, Imo0078, LmjF03.0030, SH0753,
Rmet_4537, orf19.5263, VP2593, BCE1535,
RPD_2906, CPE0054, OB2357, blI7965,
BAS1325, BA_1955, GBAA1434; BA1434,
Reut_B4747, PFL_2717, PA2263, YPTB3189,
YP3611, y3301, YPO0914, GOX0218, ACL032C,
RSP_3407, VC2481, BT9727. 1298. BCZK 1299,

BMEI0813, BTH_12298, Reut_B4615, ECA3905,

YPTB3910, YP3988, YPO4078, RPB_2550,
BruAb2_0769, BRA0453, BAB2_ 0783, Pfl_2904,
plu360s, PAE1038, DSY 1673, Sderi_3097,
NTHI0396. SERP1888, blr4558, Rfer 1867. -
YERO81W, BC1415. Pcar_0629. VF2106, v4096,
SPCC4G3.01, SE1879. SAR2389. BB4731,
Psyc_0369. TK0351, SCO3478, Csal_1770,
XCV1890. Beepl18194 A5027, PM1671.
SAOUHSC 02577, SAUSA300_2254,
SACOL2296. SAS2196, MW2224, BLi03415,
BL02138, Mfla_0724, PSPTO3294. X003260.
XC_1568. XCC2550. SAB2178. SAV2305.
SA2098, PSPPH_4885, XCV2876. SH2023.
Adeh 2960, BURPS1710b_2286. BPSL1577,
Pcrvo_0410, NE1688, YPTB1320. YP1303, (2980,
STY3218, Mbar_A2220, Psyr_4852. HI0465,
v2896, YPO1288, STM3062, SPA2933, YIL074C,
SERP0516, Bxe_A1982, XAC2724, SC3003,
BB1050, Afu3g03500, SSP0606, SG2009, SE0622,
XCC1825, SBO_2700, PF0370. SBO 3080,
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Enzima

Numero de acceso de Gene bank

Organismo

SSO_3065, S3098, SF2898, UTI89_(3299, c3494,

ECs3784, Z4251, JW2880, b2913, SRU_0653.
SAB0796, SAR0892, Bd2892, ACIAD3302,
Saci_1368, SSP1845, Bcep18194_A4216,
Psyr_1043, Csal_0273, PPA2251, DVU0339,
PFL_5911, SDY_3169, DDB0230052, SAS0800,
MWO0812, IL2104, PA4626, XC_2364,
SAUSA300_0834, SACOL0932, SAV0930,
SA0791, Bpro_1736, SMc01622, amb0136,
PSPPH_1099. X002143, XAC1844, PAB100S,
RB6394, LBA0942, MCA1407, PSPTO1215,
PH0520, TM0327, SAOUHSC_00866, BG12409,

Reut_A2281, ELI_06720, SMc01943, SDY_4350,

TTC0431, all8087, GSU1672, Nmul_A0428,
BTH_I12885, BURPS1710b_1481, BPSL1250,
Ta0779, DSY 4020, BLi03716, BL03603,
amb0195. RSP_3447, UTI89 C4093, ECs4438,
24978, PSHAa0666, PFL_1001, SBO 3535,
Rru_A2456, Dde 1681, BTH 11700, Pfi 5387,
XF2206, S4182, SF3587, ¢4372, Reut_C5898,
CPS_2082, SSO_3835, VNGO0104G, TTHA0786,
Pfl 2771, APE1831, SO0862, PD1255, ST1218,
Moth 1954, BB1529, Csal 0096, SAV7481,
Bxe_A1055, PP5155, UTI89 (C3212, CG1236-PA
SSO0905, SAK_1826, gbs1847, SAG1806,
blr3173, PAO316, ECA0078, DDB0231445,
SMa2137, JW5656, b3553, GOX0065,
BURPS1710b_2926, BPSL2459, BMA0313,
Rmet 2446, SAOUHSC 00142,
SAUSA300_0179, SACOLOL62, SAS0152,
SAR0178, MW0151, SAV0177, SA0171,
BPP2132, RScl034, PP1261, c3405, Dde_3689,
CAC0089, SMc02849, mlr7269, PTO0372,
BR2177, RSc3131, Mb0749¢c, MT(753, Rv(728¢,
DSY3442, SABO117, Gmet_2695, Noc_2032,
SC3578, BruAbl_2150, BAB1 2178, BMEI1952,
BTH 11402

el

fosfoserina

(serB)

fosfatasa

NCgl2436, cg2779, CE2417, DIP1863, jk0483,
nfa42930, MAP3090¢c, ML 1727, Mb3068c,
MT3127, Rv3042c; SCO1808, SAV6470,
Tfu_0136, CTO173, Psyr_0557, PSPTO4957,
PP4909, Sd¢_1075, HCH_05403, Plut_1948,
PSPPH ‘0550, PA4960, ACIAD3567, Pfl_0506,
Pcar_2283, BF2389, BF2300, RB8037, Cag_0409,
PFL: 0551, PG0653. BT0832. CMI086C,

C. glutamicum y otros
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Enzima

Numero de acceso de Gene bank

Organismo

Csal 2542, Acid345 2803, AF2138. LxxI1750,
Rmet_1368. Psyc_1857, AG090020000345,
Afu3g06550, SPBC3H7.07¢. Pervo 2146,
SMU.1269, stul519, str1519, Reut_A1357,
PBPRA0635, Mfla_1890, Rru_A0465, ACL130C,
Daro_1962, VV2674, VP2431, YGR208W,

Bxe A2331, VV11730, RSc1640. blr6505,
VF0509, CMQ250C, IL1876. Nwi_2345.
Bcepl8194 A5077, LO08S, Z5989. NMBO9S 1,

SBO_4451, SSO_4538, S4691, SF4420, ECs3346,

JW4351, b4388, SDY 4649, UTI8Y C5159,
5473, SAK_0710, gbs06035, SAG0625, MJ1594,
ECA0465, BL1792, RPB_3347. NMA1179.
GOX1085, RSP_1350. Tcr 1620, SC4423,
0rf19.5838, NGO1468, YPTB0586, YP3740,
y3738, YPO0442, STM4578, SPA4388, 14617,
STY4925, RPA2029, VC2345, ZMO1137,
CC2097, PPA2051, ebA6034, BURPS1710b_2322,
BPSL1543, BMA1313, MTH1626, CV3516,
CPS_1107, RHE_CH02794, AGR_C_3697,
Atu2040, RPD_2096, Nmul_A0636, BTH_12264,
Msp 1096, BB3819, BPP3368, MK0121,

SPO3353, BP0863, PM1657, SG0398, Mbur 0935,

HI1033, NTHI1192, RPC_3257, Nham_ 2724,
Noc 2504, mir1449, NE0O439, BR1391,
BMEIO615, BAB1_1410, BruAbl 1387, plu0551,
SMc01494, MMPO341, SO1223, Jann_0252,
Bpro 2720, MS1758; amb3479, PSHAa0661,
MA4429, MM1107, LIC11775, LA2145,
Sden_1032, Mbar_A1094, Rfer 1329, MCA1267,
ELI_05525, Saro_2259, WS2081, SPO2363,
STM2197, NP0274A, SC2213, SPA0654, 10658,
STY2431, PG1170, rmAC2717, DDB0230054,
CJE0330, Cj0282¢c, VNG2423G, Tmden_1665,
HP0652, jhp0597, CMP0O85C, PAB1207,
CMT542C, TK0052

fosfoserina
aminotransferasa (serC)

NCgl0794, cg0948. NCgl0794, CE0903,
DIP0784, jk0425, nfa6350, SAV3883, MAP0823c,
ML2136, Tfu 0246, SCO4366, Mb0908c,
MT0907, Rv0884c, Francci3_0082, Lxx17890,
BL1660, PPA0483, Jann_0260, SPO3354,
GSU3260, ZMO1684, Gmet_3173, Saro_2679,
RSP_1351, Rru_A1104, Sde_1332, CG11899-PA,
CPE0053, Ip_0204, Pcar_2772, BT1153,

DSY 4684, amb3194, rnAC3046, mi13876,
NPO884A, Adeh_2622, BF2072, BF2018,
Nham_1118, Moth_0019, PG1278, Ava-1171,
RHE_CHO03455, LMOf2365_2816, BT9727_3023,
SMc00640. Mbur_0514, AGR_L._2260, Atu3707,
alll683, BCE3283, CC3216, 30.t00047, Imo2825,
Nwi_2969, BruAbl_1672, BR1687, BAB1_1699,
SG0990, 1in2957, BMEI0347, Tbd_0949,
NTHI1335, BCZK2969, PSPPH_3666, CAC0014,
CMT252C, GOX1446, RPC_4107, CV2301,

C. glutamicum y otros
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BCI 0252, Psyr_3646, AF1417, MM2911,
BC3249; BH1188, RPA4309, bl17402,
DDB0230053, BAS3079, BA_3823, RPB_1314,
HI1167, Nmul - A2190, STH3178, L0083,
Daro_0984, Pfl 4077, PP1768, HD1382,.
253.100001; LSL_0091, ECA2594, PTO0371,
Mbar_A1294, BH03780. PFL 4313, PSPTO1746,
GBAA3321, BA3321. Bf1383, BQ02790.
Mfla_1687. v2784. YPO1389. CNL035470,

RPD 3906, YPTB1414, MA2304, SRU_2207,
Daro_1231, RSc0903, ELI 01955, HP0736,
Rfer_1570, PA3167, plul619, MJ0959, ST0602,
BG12673, FTT0560c, MS1573, jhp0673,

FTL_1018, LIC10315, LA0366, Ipp1373, RB6246,

BLi01082, BL05093, NE0333. F26H9.5, DP1933,
Noc 0172, HCH_04982, PM0837,
PMT9312_0035. ebA907, Rmet_0715,
Reut_A2576, Ipg1418, PBPRA2455. VF0899,
str1529, Adeh_2994. BTH_ 11966, 1pl1369,
MMO0246, Mbar_A2080, Beep18194 A4155,
Csal 2167, DR1350, gbs1621,
BURPS1710b_2651, BPEN_394. rrmAC1999,
Mhun_2475, Cj0326, Tmden_0073, BPSL2219,
Pcryo_ 1434, YP1204, MTHI601, GK0649,
Ter 1192, Psyc 1036, PBPRA3292, stul329,
SYN_00124, STM0977, SPA1821, MA1816,
SC0931, 11957, STY0977, TK1548, CJE0371.
BMA1625, Dgeo_1114, X002388, SS02597,
BURPS1710b_2998. BMA0433, VV11425,
UTI8Y_C0978, c1045, MK0633, HH0909,
ACIAD2647, ABC1531, MCA 1420, SSO_0908,
S0966. SF0902, BPSL2519, WGLp486, bbp289,
SBO 2193, A0O090023000099, Bxe_A0976,
IL1359, SDY_2354, ECs0990, Z1253, JW0890,
50907, VV21664, Syncc9605 0044, VP2714,
VP1247, XC_2645, XCC1589, SMal495,

BTH_11634, PSHAa1422, VC1159, cbdb_A3581,

STHS8, VVA0476, SPACIF12.07, PAB1801,
WS0024, VV2958, TTHAO0582, CT0070,
PMMO0035, NMA18%4, VV1451, VV12813,
VPA0235, BU312, At4g35630, TTC1813,

RHE_PB00131, NMB1640. CPS_2190, XAC1648,

TTC0213, Bpro_1793, Sden_0404, XF2326,
A12g17630, PH1308. MMP0391, DETOG00,

Tobd_2509, VF0339, TTHAO0173, NP2578A,

VCAO0604, Saci_0249, NGO1283, VC0392,
SMU.1656 ' ‘

serina
(sdaA)

deshidratasa

NCgll1583, NCgl0939

C. glutamicum
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serina
hidroximetiltransferasa
(shmt)

Q93PM7, BAO00035, QSFQR1, Q6NI47, Q4JUGY,

Q5YQ76, Q73WG1, Q4NIES, 053441, P59953,
Q6ADF0, Q9X794, Q40XZ1, Q82J10, 086565,
Q47MD6, Q4NM56, ORF, Q4NGBO, BX251412,
053615, P66806, Q7U2X3, Q24MM6, Q2ZEP1,
Q65DWS5, Q426V7. Q5KUI2, Q2RFW7, Q3A934,
Q3CJJ0, Q8R887, Q8Y4B2. Q4EPI3, Q71WN,
Q67N41, Q927V4, P39148, QSHES7, Q2YUIJI,
QIK6G4. Q7SIB6, Q2FF15. Q3WBG6. Q4CIDI,
Q2BGI8, Q40L42, Q3AN03, Q8YMWS, 066776,

Q1YINI1, Q41G88, Q74CRS5. Q3GAC7, Q3MBDS,

Q2DMQ8, 7U9J7, Q39V87, Q630T3, Q72XD7,

Q2D1V8, QGHAWY, AE017221, Q5S156, Q721H2,
Q814V2, QSHMBO. Q8XJ32, AE017225, Q81JY4,

Q3WZQ2, CPO00360, Q5NN8S, Q3AWIS,
Q4L7Z4. Q3A4LY, Q26LAS, Q7V4U3, QGFAGG,
Q2S9R4, Q3G5N8, Q2SFI7, Q3N8U1, Q6NG93,
Q82UP9, Q2T50, Q31CS4. QSP7P1, QOHTEY,
Q3KDV]1, Q26XG3, Q35GX5, Q5FNK4, Q2ILII,

S30382, Q2YD38, Q4BPZ9. Q2LQMG, QSN2P9,
Q37615, Q46HB6, P504335. Q37NB6, Q7ND67,

Q72CT0. Q2WMWS5, Q2CH39, Q7VDSS,
Q8U7YS5. Q88AD1. 085718. Q48CP3, Q2J136.
Q8DH33, Q7V335. Q214H7. Q6MLK 1. Q3QXZ6.

Q2DFI0, Q9WZH9. CP000283, Q37FB0. Q3NOF7.
Q4ZM83. Q44ARS, Q8EM73. Q1WTR3. Q2CPI12,

Q3SRV3, Q3CCS2, Q2WAT2, Q351U4, Q2IWSH,
Q2CQI5. Q4I3C4. Q49Z60, CT573326, Q4C6HO,
Q31ZN2. Q607U4. P24060, Q4BQSS, Q41LQ8,
Q7UQN2, Q2YN93. Q2RTBS, Q3P773, Q46RR4.
Ser, Q47IH1, Q3JGP5, CT573326, Q21NPS,
Q3F809. Q2T437, Q3F764, Q88R12, S15203,
Q4K4P6, Q5X722, Q8YGG7, Q3VCKS.
Q5WYH4. CP000271, QIUEAS. Q4LV45,
Q8GIF1, Q9I138, P77962, P34893, Q62DIS5,

QIQMBSY, Q1V9TL, Q2BLZ4. Q30YL7, Q8XTQL,

Q92QU6, QY7GV1, Q39A26, Q45D73,
AM180252, Q3WQZ9, QI9KMP4, Q2K A25,
Q4LY56, Q2S4G9, Q8D7GS5, Q36MR4, Q28N04,
Q3K3K9, CP000254, BAO00038, Q4B4P3,
Q2FLH5, Q7NYI8, Q7MEH7, Q6N622, Q2RVA?2,
Q3XRF3, Q303B4, Q7N216, Q47WY2, Q4UQTSG,
Q48156, Q4BM61, Q4BA21, Q3FFQI, Q3HGCH,
Q87103, Q3FB08, QSLPAS, Q88UTS, Q92XSS,

Q3QH38, Q34W82, Q39J72, Q8Y1G1, CP000152,
AM236080, H97501, Q391K 1, Q8UG75, Q21V29,
Q474L3, Q8KC36, Q3APNS, CP000124, Q3BXIS,

Q62116, Q831F9, QIQEG], Q3CX04, Q2NZ83,

QS8PPE3, CP000352, Q3S0V7, Q2AFRO6, Q8TK Y4,

CP000086, Q2BI80, Q2G646, Q3J9K8, Q47XG4,
Q2SYS4, Q1YWG2, Q73GC3, Q44LK7, Q33Y20,
Q2NS25, Q2CGY4, Q5GTS7, Q36D93,
AF008384, Q8PZQ0, QIHVI7, QI83B6,
CP000270, Q3ROR3, Q2Z5R9, Q1VX33,
Q4ZNH2, Q4FUZ8, Q72PY2. Q48DU7, Q3VPD3,

C. glutamicum y otros
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QG6LHN7, AE009442, Q87AS2, Q3B217,
Q87WC1, Q7WFD2, Q4K 5R9, Q1R8I4, POAS26,
CT573326, Q3WKFS, Q2ZQD2, Q8EBNS,
Q8XA35. Q3ZZG3, Q2J6M3, Q2DUP7, QIXAZI,
Q3K 610, Q3Q439, Q9ASJ6, Q7W400, Q3YZ04,
Q32D21, Q5F8C0, Q4AMKS6, Q6D246, Q3R828,
E82743, QUPET2, Q3P6F8, QUXAY7, Q3NKS51,
Q3Z9B9, Q6G3L3, Q88Q27, Q1ZIE9. Q31FS6,
P56990, Q9XBO1, Q3DHL3, Q6LU17, Q7W116,
H82258, Q9KTG1, Q8E5C6, Q57LF7, Q3IRXS,
Q3K 122, Q7WPH6, AP008231, Q1YU48,
Q3D8P3. Q8DPZ0, Q97R16, Q46A52, Q6F211,
QIPZE], Q8L372, B48427, Q2KV15, QIRGXS,
Q43K52, Q3VUL2, Q3I123, Q1ZPS2, Q2NARY,
Q8DU67, QICHW7, Q6CZV5, Q3XBK9, H84295,
Q4FLT4. Q1UZAL, Q8DFCY, Q74LC1, Q488NG,
Q2C6B3, Q635T08, Q1Z7P1, F75567. QYHPYS,
QYRYB2, Q1V311, Q87RR2, Q3GI80, Q6G009,
Q8ZCR1; Q5QXT4, Q3V3D7, Q2ST43. Q5E706,
Q8Z2Z9, Q1XXG3, Q5PBMS, Q6MS85,
Q3EFW1, Q7QM11, Q2BUE3, Q48TK6,
Q5FMC0, BA000034, QIUTW?2, Q8P122,
Q8K 7HS, Q99ZP1, Q5MOB4, Q5XC65, Q83BT3,
Q2GEI3, Q4QM19, CP000262, Q84FT0,
Q5M4W1, CP000260, Q1QU94, Q4HIU1, P43844,
Q401P4, Q5NFI3, Q2A498, Q92GH7, Q2GLH3,
008370. AY871942. Q68W07, QUK 96.
Q4HBL3, Q30P60. Q26C95. Q38WJ7, Q3YRDI,
P59432, Q7PYP7. JQ1016. P57830. P24331.
P34894, Q3HW63. Q2XGF1. Q2JFD4, Q2NITS,
Q30R29, CP000238. Q6YR37, Q8A9S7. Q5LD5S.
Q5FG30. 051547, Q4HNYS. Q4HFT7. Q8K9P2,
P57376. Q6AM21, Q3W273, Q660S1. P78011,
QGKHH3, Q4A6A3, Q98QM2, Q492D5,
Q2DZD3, Q89HS7, Q7MARO, Q7MX WO,
Q8D253, QSEWD1, Q7NBHS. Q7VFL1,
Q4QTLS3, P56089, Q3W5W4, Q601P7, Q2E435,
Q7VRR4, Q4A8E], P47634, Q4AAB2, Q9ZMP7,
Q82J74, QIVNH3, Q30LF3, Q3WZI8; QIKA4EQ,
Q8KIG9, Q9RAS1, 140886, P50434, QIW457,
Q30K91, Q30K 95, Q30K 92, Q30K98, Q30K 94,
30K93, Q5H888. Q29H49. Q1UKA7, Q3KLRS,
Q6U9U4, Q56F03, Q268J4, Q275S8, Q41358,
Q758F0, Q6CLQS, CH476726. Q941Q3, T05362,
Q5L6P4, AJ438778, Q5BOUS, S24342, PO7511,
Q7SXN1. Q2KIP4, QSE9PY, S65688

metilen  tetrahidrofolato | Cgl2171, EG11585, g1790377 C glutamicum, E. coli y
reductasa (metF) otros
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metionina sintasa
dependiente
cob(l)alamina (metH)

I
de

Cgl1139, cgl701, CE1637, DIP1259, nfa31930,
Rv2124c, Mb2148c, ML 1307, SCO1657,

Tfu_1825, SAV6667, MT2183, GOX2074, tl11027,
syc0184_c, alr0308, slr0212, gll0477, SYNW 1238,

TTC0253, TTHA0618, PMT0729, Pro0959,
PMN2A_0333, PMMO0877, WS1234, BH1630,
GK0716, BCE4332, ABC1869, BC4250,
BCZK4005, BT9727_3993, BA_4925,
GBAA4478. BA4478, BAS4156, BLi01192,
BL01308, MAP1839¢, BruAbl 0184, BMEI1759,
BRO188. SMc03112, MCA1545, AGR_C_3907,
Atu2155, DR0966, RBY857, ebA3184, VC0390.
RPA3702, VV11423, VV2960. VP2717, NE1623,
VF0337, LIC20085, LB108, YPTB3653,
YPO3722, y0020, YP3084, CV0203, SPA4026,
MS1009, SC4067. SO1030, DP2202, STM4188,
STY4405, 14115, PP2375, PFL_3662, Z5610,
ECs4937, c4976, JW3979, b4019, SF4085, $3643,
BB4456, BPP3983, BP3594, bl11418, CPS_1101,
Psyr 2464, PSPTO2732, R03D7.1, PSPPH_2620,
PBPRA3294, Daro_0046, PA1843, ECA3987,
CT1857, CAC0578. ACIAD1045, Psyc_0403,
4548, DDB0230138, BF3039, BF3199, BT0180,
238505, GSU2921, STH2500, XC_2725,
XCC1511, X002073, TTE1803, RSc0294,
XAC1559, BPSL0385, DVU1585, CTC01806,

CC2137, TM0268, ZMQO1745, FN0163, BG13115,

lin1786, SAG2048. gbs2004, LMOf2365_1702,
Imo1678, SE2381, SERP0035, MW0333,
SAS0333, SMU.874, SA0345, SAV0357,
SACOL0429, SAR0354, SH2637

O-acetilhomoserina
sulfhidrolasa

NCg10625, cg0753, CE0679, DIPOG30, jk1694,
MAP3457, Mb3372, MT3443, Rv3340, nfa35960,
Lxx18930, Tfu_2823, CAC2783, GK0284,
BH2603, Imo0395, 1in0604, LMOf2365_0624,
ABCO0432, TTE2151, BT2387, STH2782, str0987,
stu0987, BF1406, SH0593, BF1342, 1p_2536,
L75975. OB3048, BL0933. LIC11852, LA2062,
BMAA1890, BPSS0190, SMU.1173, BB1055,
PP2528. PA5025, PBPRB1415. GSU1183,
RPA2763. WS1015, TM0882. VP0629,
BruAbl_0807. BMEI1166. BR0793. CPS_2546,
XC_1090. XCC3068, plu3517. PMT0875.
SYNWO0851, Pro0800, CTO604, NE1697, RB8221,
bI11235, svcl143 ¢, ACIAD3382. ebA6307,

RSc1562, Daro_2851. DP2506, DR0873, MA27135,

PMMO0642, PMN2A _0083.1L2014, SPO1431,
ECA0820, AGR_C 2311, Atul251, mlr8465,
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SMc01809, CV1934, SPBC428.11, PM0738,
SO1095, SAR11_1030, PFL_0498. CTCO1153,
BA 0514, BCE5335, BAS5258, GBAA3656,
BAS5656, BCZK 3104, TTHA0760, TTC0408,
BC5406, BT9727_5087, HH0636, YLR303W,
ADLO031W, CJE1895, spr1095, rmAC2716,
01f19.5645. Cj1727¢c, VNG2421G, PSPPH_1663,
X001390, Psyr 1669, PSPTO3810, MCA2488.
TDE2200, FN1419, PG0343, Psyc_0792, MS1347,
CC3168, Bd3795, MM3085, 389.100003,
NMB1609, SAV3305, NMA 1808, GOX1671,
APE1226, XAC3602, NGO1149, ZMO0676,
SCO4958, Ipl0921, Ipg0890, 1pp0951, EF0290),
BPP2532, CBU2025, BP3528, BLi02853,
BL02018, BG12291, CG5345-PA, HP0106,
ML0275, jhp0098, At3g57030, 107869, HI0086,
NTHI0100, SpyM3_0133, SPs0136,
spyM18_0170, M6_Spy0192, SE2323, SERP009S,
SPy0172, PAB0605, DDB0191318, ST0506,
F22B8.6, PTO1102, CPE0176, PD1812, XF0864,
SAR0460, SACOLO0503, SA0419, Ta0080,
PF1266, MW0415, SAS0418, SS02368, PAE2420,
TK 1449, 1491, TVNO174, PH1093, VF2267,

Saci 0971, VV11364, CMT389C. VV3008

Aspartato cinasa (ask)

Cgl0251, NCgl0247, CE0220, DIP0277, jk1998,
nfa3 180, Mb3736¢, MT3812, Rv3709c, ML2323,
MAPO311c, Tfu_0043, Francci3_0262, SCO3615,
SAV4559, Lxx03450, PPA2148, CHY 1909,
MCA0390, cbdb_A1731, TWT708, TW725,
Gmet_1880, DET1633, GSU1799, Moth_1304,
Ter_1589, Mfla_0567, HCH_05208, PSPPH_3511,
Psyr_3555, PSPTO1843, CV1018, STH1686,
NMA1701, Tbd: 0969, NMB 1498, Pcar_1006,
Daro_2515, Csal_0626, Tmden_1630, PA0904,
PP4473, Sde_1300, HH0618, NGO0936,
ACIADI1252; PFL_4505, ebA637, Noc_0927,
WS1729, Pervo 1639, Psyc 1461, Pfl 4274,
LIC12909, LAO693, Rru_A0743, NE2132,
RB8926, Cj0582, Nmul_A1941, SYN 02781,
TTHA0534, CJE0685, BURPS1710b_2677,
BPSL2239, BMA1652, RSc1171, TTCO0166,
RPA0604, BTH_11945, Bpro_2860, Rmet_1089,
Reut_A1126, RPD_0099, Bxe_A1630,
Beepl8194 _A5380,aq 1152, RPB_0077,
Rfer_1353, RPC 0514, BH3096, BLi102996,
BL00324, amb1612, 1lr1833, jhpl150, bir0216,
Dde_2048, BB1739, BPP2287, BP1913,
DVUI1913, Nwi_0379, ZMO1653, Jann_3191,
HP1229, Saro_3304, Nham_0472, CBU_1051,
slr0657, SPO3035, Synpcc7942_1001, BG10350,
BruAbl_1850, BABI1 1874, BMEI0189,
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BT9727_1658, syc0544_d. BRI871, gll1 774,
BC1748. mi13437, BCE1883, EL1_14545,
RSP_1849, BCZK1623, BAS1676. BA_2315,
GBAAI811, BAIS11, Ava_3642, alr3644,
PSHAa0533, AGR_L_1357. Atud172, lin1198,
BH04030, PMT9312_1740, SMc02438,
CYA_1747, RHE_CH03758, Imo1233,
LMOf2365_1244. PMN2A_1246, CC0843,
Pro1808, BQO3060, PMT0073, Syncc9902_0068,
GOX0037, CYB 0217

homoserina
deshidrogenasa (hom)

Cgl1183, cgl1337, NCgll1136, CE1289, DIP1036,
jk1352, nfal0490, SAV2918, Mb1326, MT1333,
Rv1294, SCO5354. MAP2468c. ML 1129,
Francci3 3725, Tfu 2424, Lxx06870, PPA1258,
Moth_1307, BL1274. CHY 1912, DSY1363,
GK2964, CAC(0998, BLi03414, BL02137,
BC5404, STH2739. BCZK5102, BT9727_5085,
Gmet 1629, BCE3533. BB1926, BP2784.
CTC02355, BG10460, BPP2479, BAS5250,

BA 0512, GBAAS5G54, BA5654,
Synpcc7942_2090, syc2003_c. Adeh_1638,
CYA_1100, Pcar_1451, Mfla_1048, Mfla_0904,
TW329, TWT439, BH3422, all4120, Daro_2386,
gll4295, ebA4952, Ava_0783, SynccI605 1957,
LSL 1519, OB0466, Imo02547, PMT1143,
Bpro_2190, SYNWO0711, LMOf2365 2520,
1in2691, 110455, CV0996, RSc1327,

PMT9312_ 1062, ABC2942, Bcepl8194_A5155,
BURPS1710b_2396. BPSL1477. BMA1385,
NMA1395, NMB1228, 1110277, Syncc9902_0704,
GSU1693, Bxe A2381, MCA0597, NGO0779,
CYB_1425, BTH 12198, BMEI0725, Rmet_1966,
Rfer_1912, SMc00293, BruAb1 1275,
BAB1_1293, SYN_00890, Reut_A1993,
RHE_CHO01878, BR1274, aq_1812, TTE2620.
ACIADO0264, PFL._1103, stu0469, str0469,
Pfl_1027, Psyr_1290, PMN2A 0702, MTH1232,

Csal 3010, AGR_C_2919, Am1588, PSPPH_1360,

PP1470, NE2369, PSPTO1480, Ter_1251,
BC1964, Nmul_A1551, Saro_0019, mll0934,
WS0450, spr1219, SP1361, Noc_2454,
BT9727_1799, BCZK 1782, BCE2051, Thd_0843,
PA3736, DET1206, amb3728, Rru_A2410,
LIC10571, LA3638, SMU.965, BAS1825,

BA 2468, GBAA1968, BA1968, cbdb A1123,
GOX1517, PMM1051, HCH_ 01779, RB8510,
DVU0890, Pro1150, Nham_2309, Tmden 1904,
Sde_ 1209, Psyc_0253, ELI_13775, RSP_0403,
L0090, Dde_ 2731, Pcrvo_0279, Nwi_1647,

Ip_0571, BH10030, SPO1734, Jann_2998, blr4362,
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Enzima Numero de acceso de Gene bank Organismo

RPA2504, EF2422, DP1732, LBA1212;
RPD_2495, RPC 2816, CC1383, RPB_2966,
CIE0145, Cj0149c, Acid345_1481, ZMO0483,
Bpro_5333, SAK._1205, gbs1187,jhp0761,
SH1579, SAG1120, HP0822, SE1009, SERP0897,
SAOUHSC. 01320, SAUSA300_1226, SAB1186,
SACOL1362, SAS1268, SAR1338, MW1215,
SAV1328, SA1164, HH1750, SSP1438, Ip_2535,
TTE2152, SAR11_1025, DR1278, PFL_3809,
Dgeo_0610, Mhun_2292, DSY3981, PP0G64,
MA2572, ABC1578, Mbar A1898, TTHA0489,
TTCO115, MM2713, Mbur_1087, BH1737,
AF0935. MK 1354, MTH417, VNG2630G,

Msp 0487. ABC0023. rrmAC2408, TK 1627,
TMOU547, MJ1602, NPO302A, BH1253, MMP1702,
BCE2626, LmjF07.0260, BCZK2354,

BT9727 2388. BAS2433, BA_3119. GBAA2608,
BA2608, BC2348, Acid345_4165. CTCO00886,
ST1519, Saci_1636. APE1144, SSO0657, PF1104.
Adeh_ 3931, PABO0610, PH1075. Cag_ 0142,
PAE2868, YJR139C, XO01820, Plut_1983,
XAC3038, Adeh_1400, XCV3175, PTO1417.
SCO0420, SRU 0482, XC 1253, XCC2855,
S04055, CT2030, SPBC776.03,
AO090003000721, TVN0383, ABLOSOW,
AO090009000136. CPS_0456, HIO089,
orf19.2951. Sden_0616, UTIZ9_C4525,
Afu3gl1640, MS1703, SBO_3960, SSO_4114,
STM4101, SC3992, 13517, STY3768, c4893,
ECs4869, 25495, JW3911, b3940, AN2882.2,
ECA4251, CMNI129C, NTHIO167, plud 755,
ECA3891, YPTB0602, YP3723, v3718, YPO0459.
PMO0113, S3729, SF4018, SPA3944, Mfla_ 1298,
PSHAa2379, PBPRA0262, X002242, STM0002,
SC0002, SPA0002, t0002, STY0002, c0003,
SRU_0691, XCC1800, PD1273, BPEN_115,
SDY_3775, VC2684, SDY_0002, SBO_0001,
YPTB0106, YP0O118, y0303, YPOO116,
UTI89_C0002, ECs0002, Z0002, JW0001, b0002,
VV3007, VV11365, XC 2389, VP2764, XF2225,
SSO 0002, S0002, SFO002

Serina desaminasa (sda) | GeneID: 1019614, NCgl1583, EG10930, g178116 C. glutamicum, E coli, y
otros

Homoserina cinasa (hsk) | Cgl1184,cg0307,CE0221,DIP0279,jk1997 RHAIL r C. glutamicum y otros
004292 nfa3 190, Mmcs_4888,
MSMEG 6256 MAP0310¢c,MAV_ 0394 Mb3735¢,
MT3811,Rv3708c,Acel 2011 ML2322 . PPAO318.L
xx03460,.SC02640.SAV3397,.CC3485 -
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Enzima

Numero de acceso de Gene bank

Organismo

lipoproteina de unién a
D-metionina (metQ)

YP_224930,NP_599871.NP_737241,NP_938985,
NP_938984,YP_701727,YP_251505,YP_120623,
YP_062481,YP_056445.ZP_00121548 NP_696133
.YP_034633,YP_034633.YP_081895.ZP_0039069
6.YP_016928.YP 026579 NP_842863,YP_081895
ZP_ 00240243 .NP_976671

C. glutamicum y otros

mcbR

cg3253,CE2788.DIP22 74 jk0101,nfa2 1280, MSME
G_4517Lxx16190,SCO4454 Bcepl8194_A3587.B
amb_0404 Bcen2424_0499 Been_2606,Ava_4037,
BTH_12940RHA1 ro02712,BMA10299_A1735B
MASAVP1_A0031,BMA2807,BURPS1710b_361
4 4 .

C. glutamicum y otros

Glucosa-6-fosfato-
deshidrogenasa

Cgl1576, BAB98969. NCgl1514 NCgl1514,c£1778,
CE1696,DIP1304,jk0994 RHA1 ro07184,nfa3575

0MSMEG 3101 Mmcs 2412 MAP1176¢c.Mb1482
c,MTI494,Rv 1447¢,SAV6313,Acel_1124,SCO193
7.MAV_3329.L.xx11590,BL0440,Arth_2094,Tfu_2
003, por favor, indicar otros

Corynebacterium
glutamicum y otros

proteina OPCA

Cgl1577.NP_738307.1,NP_939658.1,YP_250777.
1,YP_707105.1,YP_119788.1.ZP_01192082.1,NP_
335942.1,ZP _01276169.1,NP_2135962.1,ZP_01684
361.1,YP_887415.1,ZP_01130849.1,YP_062111.1,
ZP _00615668.1,YP_953530.1,ZP_00995403.1.YP
_882512.1,NP_960109.1,YP_290062.1.YP_83157
3.1.NP_827488.1.YP 947837.1,NP_822945.1 NP_
6262031, NP_630735.1,CAH10103.1,ZP_0012091
0.2.NP_695642.1.YP_909493.1,YP_872881.1,YP_
923728.1.YP_036265.1.ZP_01648612.1,ZP_01430
762.1,ZP_00569428.1.YP_714762.1.YP_480751.1,
NP_301492.1,YP_642845.1.ZP_00767699.1

Corynebacterium
glutamicum y otros

Transaldolasa

Cgl1575.cg1776.CE1695,.DIP1303,ik0993, Mmcs_
2413 MSMEG_3102.MAP1177¢, RHA1 ro071853,
MAV_3328 Mb1483¢c.Rv1448¢. MT1495.nfa35740
MLO382 Arth_2096,Lxx11610,SAV1767, Tfu_200
3.8CO1936, Francci3 1648

Corynebacterium
glutamicum y otros

6-fosfogluconolactonasa

Cgll578 NCgl1316.NCgl1516.cg1780,CE1698,DI

P1306,Mmcs_2410 MSMEG_3099.Mb1480¢c,MT1
492, Rv1445c MAV_3331.RHA1 ro07182,nfa3577
0,.MAP1174¢,ML0379.jk0996, Tfu_2007,FRAAL4

578.SAV6311.SC01939.SCC22.21, TW464

Corynebacterium
glutamicum y otros

Transcetolasa

Cgll574,YP_225858.cg1774,CE1694,DIP1302,ik0
992.nfa35730,RHA1_ro07186, MSMEG_3103,MA
P1178¢MLO583, MAV_3327Mb1484¢,MT1496.R
v1449¢c. Mmes_2414.Tfu_2002,Arth_2097 Lxx116
20.SAV1766,SC0O1935,Acel 1127

Corynebacterium
glutamicum y otros

Los numeros de acceso anteriores son los nimeros de acceso oficiales de Genbank, o son sinébnimos para nimeros
de acceso que tiene referencias cruzadas en Genbank. Estos nimeros se pueden buscar y encontrar en

http://www.ncbi.nim.nih.gov/.
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Mas abajo se da un resumen general sobre como incrementar y disminuir la cantidad y/o actividad de polipéptidos y
genes en C. glutamicum. No obstante, la persona experta en la técnica estara al tanto de otras tecnologias y
enfoques para identificar nuevos homologos de las enzimas de la Tabla 1 al realizar busquedas en las bases de
datos apropiadas, y/o para alterar la expresion de estas enzimas en organismos distintos de bacterias corineformes.

Incremento o introduccion de la cantidad y/o actividad

Con respecto al incremento de la cantidad, se pueden diferenciar dos escenarios basicos. En el primer escenario, la
cantidad de la enzima se incrementa mediante expresion de una version exdgena de la proteina respectiva. En el
otro escenario, la expresion de la proteina endogena se incrementa influyendo sobre la actividad de, por ejemplo, el
promotor y/o elemento potenciador y/u otras actividades reguladoras que regulan las actividades de las proteinas
respectivas ya sea a nivel transcripcional, traduccional o post-traduccional.

De este modo, el incremento de la actividad y la cantidad de una proteina se pueden lograr via diferentes rutas, por
ejemplo cambiando mecanismos reguladores inhibidores a nivel transcripcional, traduccional, y proteico, o mediante
incremento de la expresion génica de un acido nucleico que codifica estas proteinas en comparacién con el
organismo de partida, por ejemplo induciendo transcetolasa enddgena mediante un promotor fuerte y/o
introduciendo acidos nucleicos que codifican transcetolasa.

En una realizacion, el incremento de la cantidad y/o actividad de las enzimas de la Tabla 1 se logra introduciendo
acidos nucleicos que codifican las enzimas de la Tabla 1 en un microorganismo tal como C. glutamicum.

En principio, se puede usar cualquier proteina de diferentes organismos con una actividad enzimatica de las
proteinas enumeradas en la Tabla 1. Con secuencias de acido nucleico gendmicas de tales enzimas procedentes de
fuentes eucariotas que contienen intrones, se han de usar secuencias de acido nucleico ya procesadas, como los
ADNCc correspondientes, en el caso de que el organismo hospedante no sea capaz o no se pueda hacer que sea
capaz del ayuste de los ARNm correspondientes. Todos los acidos nucleicos mencionados en la descripciéon pueden
ser, por ejemplo, una secuencia de ARN, ADN o ADNCc.

Segun la presente invencion, el incremento o introduccién de la cantidad de una proteina comprende tipicamente las
siguientes etapas:

a) producir un vector que comprende las siguientes secuencias de acido nucleico, preferiblemente secuencias
de ADN, en orientacion 5-3’:

- una secuencia promotora funcional en un organismo de la invencion

- enlazada operativamente a ella una secuencia de ADN que codifica una proteina de por ejemplo la
Tabla 1, sus homologos funcionales, fragmentos funcionales o versiones mutadas funcionales

- opcionalmente, una secuencia de terminacion funcional en los organismos de la invencion

b) transferir el vector de la etapa a) a un organismo de la invencion, tal como C. glutamicum, vy,
opcionalmente, integrarlo en los genomas respectivos.

Como se expone anteriormente, fragmentos funcionales se refiere a fragmentos de secuencias de acido nucleico
que codifican enzimas de por ejemplo la Tabla 1, cuya expresién todavia conduce a proteinas que tiene la actividad
enzimatica sustancialmente similar a la de la proteina de longitud completa respectiva.

El método mencionado anteriormente se puede usar para incrementar la expresién de secuencias de ADN que
codifican enzimas de por ejemplo la Tabla 1, o sus fragmentos funcionales. El uso de tales vectores, que
comprenden secuencias reguladoras, como secuencias promotoras y de terminacion, es conocido por la persona
experta en la técnica. Ademas, la persona experta en la técnica sabe cémo se puede transferir un vector de la etapa
a) a organismos tales como C. glutamicum o E. coli, y qué propiedades debe tener un vector para ser capaz de ser
integrado en sus genomas.

Si el contenido enzimatico en un organismo tal como C. glutamicum se incrementa mediante transferencia de un
acido nucleico que codifica una enzima de otro organismo, como por ejemplo E. coli, es aconsejable transferir la
secuencia de aminoacidos, codificada por la secuencia de acido nucleico de por ejemplo E. coli mediante
retrotraduccion de la secuencia polipeptidica segun el codigo genético, en una secuencia de acido nucleico que
comprende principalmente esos codones, que se usan mas a menudo debido al uso de codones especifico del
organismo. El uso de codones se puede determinar por medio de evaluaciones de ordenador de otros genes
conocidos de los organismos pertinentes.

Segun la presente invencion, un incremento de la expresion génica de un acido nucleico que codifica una enzima de
la Tabla 1 también se entiende que es la manipulacion de la expresion de las enzimas endégenas respectivas de un
organismo, en particular de C. glutamicum. Esto se puede lograr, por ejemplo, alterando la secuencia de ADN
promotora para genes que codifican estas enzimas. Tal alteracion, que provoca una velocidad de expresion alterada,
preferiblemente incrementada, de estas enzimas, se puede lograr mediante sustitucion con promotores fuertes y
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mediante supresion y/o insercion de secuencias de ADN.

Una alteracion de la secuencia promotora de genes enddgenos provoca habitualmente una alteracion de la cantidad
expresada del gen, y por lo tanto también una alteracion de la actividad detectable en la célula o en el organismo.

Ademas, una expresion alterada e incrementada, respectivamente, de un gen enddégeno se puede lograr mediante
una proteina reguladora, que no aparece o que se ha eliminado en el organismo transformado, y que interactda con
el promotor de estos genes. Tal regulador puede ser una proteina quimérica que consiste en un dominio de unién de
ADN y un dominio activador de la transcripcion, tal como se describe por ejemplo en el documento WO 96/06166.

Una posibilidad adicional para incrementar la actividad y el contenido de genes endégenos es aumentar los factores
de transcripcion implicados en la transcripcion de los genes enddgenos, por ejemplo por medio de la
sobreexpresion. Las medidas para sobreexpresar factores de transcripcion son conocidas por la persona experta en
la técnica.

La expresidon de enzimas enddgenas tales como aquellas de la Tabla 1 se puede regular, por ejemplo, via la
expresion de aptameros que se unen especificamente a las secuencias promotoras de los genes. Dependiendo de
la unién del aptamero a regiones promotoras estimulantes o represoras, se puede incrementar, por ejemplo, la
cantidad de las enzimas de la Tabla 1.

Ademas, una alteracion de la actividad de genes endégenos se puede lograr mediante mutagénesis dirigida de las
copias de genes enddgenos.

Una alteracion de los genes enddégenos que codifican las enzimas de por ejemplo la Tabla 1 también se puede
lograr influyendo en las modificaciones post-traduccionales de las enzimas. Esto puede ocurrir, por ejemplo,
regulando la actividad de enzimas como cinasas o fosfatasas implicadas en la modificacion post-traduccional de las
enzimas, por medio de medidas correspondientes como sobreexpresion o silenciamiento génico.

En otra realizacion, se puede mejorar la eficiencia de una enzima, o se puede destruir su regiéon de control
alostérico, de manera que se evita la inhibicién por retroalimentacion de la produccién del compuesto. De forma
similar, una enzima degradativa se puede suprimir o modificar mediante sustitucién, supresion, o adicion, de manera
que su actividad degradativa se reduzca para la enzima deseada de la Tabla 1 sin alterar la viabilidad de la célula.
En cada caso, se incrementara el rendimiento global, velocidad de produccion, o cantidad de metionina.

Estas estrategias mencionadas anteriormente para incrementar o introducir la cantidad y/o actividad de las enzimas
de la Tabla 1 no quieren ser limitantes; las variaciones de estas estrategias seran facilmente manifiestas para aquel
de pericia normal en la técnica.

Reduciendo la cantidad y o actividad de enzimas

Se ha expuesto anteriormente que se puede preferir usar un organismo de partida que ya se haya manipulado
mediante ingenieria para la produccién de metionina. En C. glutamicum, por ejemplo, se puede disminuir la actividad
de metQ.

Para reducir la cantidad y/o actividad de enzimas, existen diversas estrategias.

La expresion de enzimas endogenas tales como aquellas de la Tabla 1 se puede regular por ejemplo via la
expresion de aptameros que se une especificamente a las secuencias promotoras de los genes. Dependiendo de la
union del aptamero a regiones promotoras estimulantes o represoras, se puede reducir por ejemplo la cantidad y de
este modo, en este caso, la actividad de las enzimas de la Tabla 1.

Los aptameros también se pueden disefiar de una manera para unirse especificamente a las propias enzimas y para
reducir la actividad de las enzimas mediante, por ejemplo, la unién al centro catalitico de las enzimas respectivas. La
expresion de aptameros se logra habitualmente mediante sobreexpresion a base de vectores (véase anteriormente),
y, asi como el disefio y la seleccion de aptameros, es bien conocida por la persona experta en la técnica (Famulok et
al., (1999) Curr Top Microbiol Immunol., 243,123-36).

Ademas, una disminucién de la cantidad y de la actividad de las enzimas enddgenas de la Tabla 1 se puede lograr
por medio de diversas medidas experimentales, que son bien conocidas por la persona experta en la técnica. Estas
medidas se resumen habitualmente bajo la expresion “silenciamiento génico”. Por ejemplo, la expresion de un gen
enddgeno se puede silenciar transfiriendo un vector mencionado anteriormente, que tiene una secuencia de ADN
que codifica la enzima o partes de la misma en orden antisentido, a organismos tales como C. glutamicum. Esto se
basa en el hecho de que la transcripcion de tal vector en la célula conduce a un ARN, que se puede hibridar con el
ARNm transcrito por el gen enddgeno, y por lo tanto evita su traduccion.

En principio, la estrategia antisentido se puede acoplar con un método de ribozima. Las ribozimas son secuencias de
ARN cataliticamente activas, que, si se acoplan a las secuencias antisentido, escinden cataliticamente las
secuencias diana (Tanner et al., (1999) FEMS Microbiol Rev. 23 (3), 257-75). Esto puede potenciar la eficiencia de
una estrategia antisentido.
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Para crear un microorganismo recombinante homdlogo, se prepara un vector que contiene al menos una porcion de
gen que codifica una enzima de la Tabla 1 en el que se ha introducido una supresién, adicion o sustitucion para
alterar de ese modo, por ejemplo interrumpir funcionalmente, el gen enddgeno.

En una realizacion, el vector se disefia de manera que, con la recombinacion homodloga, se interrumpa
funcionalmente el gen endégeno (es decir, ya no codifica una proteina funcional). Como alternativa, el vector se
puede disefiar de manera que, con la recombinacién homoéloga, se mute o se altere de otro modo el gen enddgeno,
pero todavia codifica proteina funcional; por ejemplo, la regién reguladora en direccion 5 se puede alterar para
alterar de ese modo la expresion de las enzimas enddgenas de la Tabla 1. Este enfoque puede tener la ventaja de
que no se anula completamente la expresién de una enzima, pero se reduce hasta el nivel minimo requerido. La
persona experta sabe qué vectores se pueden usar para sustituir o suprimir secuencias endogenas. Mas abajo se
proporciona una descripcion especifica para interrumpir secuencias cromosomicas en C. glutamicum.

Ademas, es posible la represion génica al reducir la cantidad de factores de transcripcion.

También se pueden introducir en una célula factores que inhiben a la propia proteina diana. Los factores que se
unen a la proteina pueden ser, por ejemplo, los aptameros mencionados anteriormente (Famulok et al., (1999) Curr
Top Microbiol Immunol. 243, 123-36).

Como factores adicionales que se unen a la proteina, cuya expresion puede provocar una reduccion de la cantidad
y/o de la actividad de las enzimas de la tabla 1, se pueden considerar anticuerpos especificos de las enzimas. La
produccién de anticuerpos recombinantes especificos de las enzimas, tales como anticuerpos monocatenarios, es
conocido en la técnica. La expresion de anticuerpos es también conocida en la bibliografia (Fiedler et al., (1997)
Immunotechnolgy 3, 205-216; Maynard y Georgiou (2000) Annu. Rev. Biomed. Eng. 2, 339-76).

Las técnicas mencionadas son bien conocidas por la persona experta en la técnica. Por lo tanto, el experto conoce
también el tamafo tipico que debe tener un constructo de acido nucleico usado por ejemplo para métodos
antisentido, y qué complementariedad, homologia o identidad deben tener las secuencias de acido nucleico
respectivas. Los términos complementariedad, homologia e identidad son conocidos por la persona experta en la
técnica.

El término complementariedad describe la capacidad de una molécula de acido nucleico para hibridarse con otra
molécula de acido nucleico debido a enlaces de hidrogeno entre dos bases complementarias. La persona experta en
la técnica sabe que dos moléculas de acido nucleico no tienen que presentar una complementariedad de 100% a fin
de ser capaces de hibridarse entre si. Una secuencia de acido nucleico, que se va a hibridar con otra secuencia de
acido nucleico, es preferiblemente al menos 30%, al menos 40%, al menos 50%, al menos 60%, preferiblemente al
menos 70%, particularmente preferido al menos 80%, también particularmente preferido al menos 90%, en particular
preferido al menos 95%, y lo mas preferible al menos 98 6 100%, respectivamente, complementaria con dicha otra
secuencia de acido nucleico.

La hibridaciéon de una secuencia antisentido con una secuencia de ARNm enddgena ocurre tipicamente in vivo en
condiciones celulares o in vitro. Segun la presente invencion, la hibridacion se lleva a cabo in vivo o in vitro en
condiciones que son suficientemente restrictivas para asegurar una hibridacion especifica.

Las condiciones de hibridacion in vitro restrictivas son conocidas por la persona experta en la técnica, y se pueden
tomar de la bibliografia (véase, por ejemplo, Sambrook et al., Molecular Cloning, Cold Spring Harbor Press (2001)).
La expresion “hibridacion especifica” se refiere al caso en el que una molécula se une preferentemente a cierta
secuencia de acido nucleico en condiciones restrictivas, si esta secuencia de acido nucleico es parte de una mezcla
compleja de por ejemplo moléculas de ADN o ARN.

La expresion “condiciones restrictivas” se refiere por lo tanto a condiciones bajo las cuales una secuencia de acido
nucleico se une preferentemente a una secuencia diana, pero no, o al menos hasta un grado significativamente
reducido, a otras secuencias.

Las condiciones restrictivas dependen de las circunstancias. Las secuencias mas largas se hibridan especificamente
a mayores temperaturas. En general, las condiciones restrictivas se escogen de manera que la temperatura de
hibridacion esta a alrededor de 5°C por debajo del punto de fusion (Tm) de la secuencia especifica con una fuerza
idnica definida y un valor de pH definido. Tm es la temperatura (con un valor de pH definido, una fuerza i6nica
definida y una concentracion de acido nucleico definida) a la que el 50% de las moléculas, que son complementarias
a una secuencia diana, se hibridan con dicha secuencia diana. Tipicamente, las condiciones restrictivas comprenden
concentraciones salinas entre 0,01 y 1,0 M de iones sodio (o iones de otra sal), y un valor de pH entre 7,0 y 8,3. La
temperatura es al menos 30°C para moléculas cortas (por ejemplo, para tales moléculas que comprenden entre 10 y
50 acidos nucleicos). Ademas, las condiciones restrictivas pueden comprender la adicion de agentes
desestabilizantes, como por ejemplo formamida. Los tampones tipicos de hibridacion y de lavado son de la siguiente
composicion.
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Disolucién de pre-hibridacion: SDS al 0,5%
5x SSC
NaPO4 50 mM, pH 6,8
pirofosfato de Na al 0,1%
5x reactivo de Denhardt

100 pg/esperma de salmén

Disolucién de hibridacion: Disolucién de pre-hibridacion

1x10° cpm/ml sonda (5-10 min. 95°C)

20x SSC NaCl 3 M
citrato soédico 0,3 M

hasta pH 7 con HCI

50x reactivo de Denhardt: 5 g de Ficoll
5 g de polivinilpirolidona
5 g de seroalbumina bovina

hasta 500 ml A dest

Un procedimiento tipico para la hibridacién es como sigue

Opcional: lavar la transferencia 30 min. en 1x SSC/ 0,1% SDS a 65°C
Pre-hibridacién:  al menos 2 h a 50-55°C
Hibridacion: toda la noche a 55-60°C
Lavado: 05 min. 2x SSC/ 0,1% SDS
Temperatura de hibridacion
30 min 2x SSC/0,1% SDS
Temperatura de hibridacion
30 min 1x SSC/0,1% SDS
Temperatura de hibridacion
45 min 0,2x SSC/0,1% SDS 65°C

5 min 0,1x SSC temperatura ambiente
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Para los fines antisentido, puede ser suficiente una complementariedad a lo largo de las longitudes de secuencia de
100 acidos nucleicos, 80 acidos nucleicos, 60 acidos nucleicos, 40 acidos nucleicos, y 20 acidos nucleicos.
Ciertamente también seran suficientes longitudes mas largas de acidos nucleicos. También es concebible una
aplicacion combinada de los métodos mencionados anteriormente.

Si, segun la presente invencion, se usan secuencias de ADN, que estan enlazadas operativamente en orientacién 5'-
3’ a un promotor activo en el organismo, se pueden construir en general vectores que, después de la transferencia a
las células del organismo, permiten la sobreexpresién de la secuencia codificante o provocan la supresion o
competicion y bloqueo de secuencias de acido nucleico endogenas y las proteinas expresadas a partir de ellas,
respectivamente.

La actividad de una enzima particular también se puede reducir sobreexpresando un mutante no funcional de la
misma en el organismo. De este modo, un mutante no funcional que no es capaz de catalizar la reaccion en
cuestion, pero que es capaz de unirse por ejemplo al sustrato o cofactor, puede, por medio de la sobreexpresion,
superar a la enzima enddgena y por lo tanto inhibir la reaccion. Otros métodos para reducir la cantidad y/o actividad
de una enzima en una célula hospedante son bien conocidos por la persona experta en la técnica.

Segun la presente invencion, las enzimas no funcionales tienen esencialmente las mismas secuencias de acido
nucleico y secuencias de aminoacidos, respectivamente, que las enzimas funcionales y sus fragmentos funcionales,
pero tienen, en algunas posiciones, mutaciones de punto, inserciones o supresiones de acidos nucleicos o
aminoacidos, que tienen el efecto de que la enzima no funcional no sea capaz, o solamente sea capaz en un grado
muy limitado, de catalizar la reaccién respectiva. Estas enzimas no funcionales se pueden entremezclar con enzimas
que todavia son capaces de catalizar la reaccion respectiva, pero que ya no estan reguladas por retroalimentacion.
Segun la presente invencion, la expresion “enzima no funcional” no comprende tales proteinas que no tienen
homologia de secuencias sustancial con las enzimas funcionales respectivas a nivel de aminoacidos y a nivel de
acidos nucleicos, respectivamente. Las proteinas incapaces de catalizar las reacciones respectivas y que no tienen
homologia de secuencias sustancial con la enzima respectiva no estan por lo tanto, por definicion, abarcadas por la
expresion “enzima no funcional” de la presente invencién. Las enzimas no funcionales también se denominan,
dentro del alcance de la presente invencién, como enzimas inactivadas o inactivas.

Por lo tanto, las enzimas no funcionales de por ejemplo la Tabla 1 segun la presente invencion, que poseen las
mutaciones de punto, inserciones, y/o supresiones mencionadas anteriormente, se caracterizan por una homologia
de secuencias sustancial con las enzimas de tipo salvaje de por ejemplo la Tabla 1 segun la presente invencion, o
sus partes funcionalmente equivalentes. Para determinar una homologia de secuencias sustancial, se han de aplicar
los grados de identidad descritos anteriormente.

Vectores y células hospedantes

Se describen aqui vectores, preferiblemente vectores de expresion, que contienen secuencias de acido nucleico
modificadas como se menciona anteriormente. Como se usa aqui, el término “vector” se refiere a una molécula de
acido nucleico capaz de transportar otro acido nucleico al que se ha enlazado.

Un tipo de vector es un “plasmido”, que se refiere a un bucle de ADN bicatenario circular en el que se pueden ligar
segmentos de ADN adicionales. Otro tipo de vector es un vector virico, en el que se pueden ligar segmentos de ADN
adicionales en el genoma viral.

Ciertos vectores son capaces de replicarse auténomamente en una célula hospedante en la que se introducen (por
ejemplo, vectores bacterianos que tienen un origen bacteriano de replicacion, y vectores de mamiferos episomicos).
Otros vectores (por ejemplo, vectores de mamiferos no episdmicos) se integran en el genoma de una célula
hospedante al introducirlos en la célula hospedante, y de ese modo se replican junto con el genoma del hospedante.
Ademas, ciertos vectores son capaces de dirigir la expresion de genes a los que se enlazan operativamente.

Tales vectores se denominan aqui como “vectores de expresion”.

En general, los vectores de expresion de utilidad en técnicas de ADN recombinante estan a menudo en forma de
plasmidos. En la presente memoria descriptiva, “plasmido” y “vector” se pueden usar de forma intercambiable, ya
que el plasmido es la forma mas habitualmente usada de vector. Sin embargo, la invencion pretende incluir tales
otras formas de vectores de expresion, tales como vectores virales (por ejemplo, retrovirus defectuosos en la
replicacion, adenovirus, y virus adenoasociados), que tienen funciones equivalentes.

Los vectores de expresion recombinantes pueden comprender un acido nucleico modificado como se menciona
anteriormente en una forma adecuada para la expresion del acido nucleico respectivo en una célula hospedante, lo
que significa que los vectores de expresion recombinantes incluyen una o mas secuencias reguladoras,
seleccionadas en base a las células hospedantes a usar para la expresion, que esta enlazado operativamente a la
secuencia de acido nucleico a expresar.

Dentro de un vector de expresidon recombinante, “enlazado operablemente” pretende significar que la secuencia de
acido nucleico de interés esta enlazada a la secuencia o secuencias reguladoras de una manera que permite la
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expresion de la secuencia de acido nucleico (por ejemplo, en un sistema de transcripcién/traduccion in vitro, o en
una célula hospedante cuando el vector se introduce en la célula hospedante). La expresion “secuencia reguladora”
pretende incluir promotores, sitios de union represores, sitios de union activadores, potenciadores y otros elementos
de control de la expresion (por ejemplo, terminadores, sefales de poliadenilacion, u otros elementos de la estructura
secundaria del ARNm). Tales secuencias reguladoras se describen, por ejemplo, en Goeddel; Gene Expression
Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA (1990). Las secuencias reguladoras
incluyen aquellas que dirigen la expresion constitutiva de una secuencia de acido nucleico en muchos tipos de célula
hospedante, y aquellas que dirigen la expresion de la secuencia de acido nucleico solamente en ciertas células
hospedantes. Las secuencias reguladoras preferidas son, por ejemplo, promotores tales como cos-, tac-, trp-, tet-,
trp-, tet-, Ipp-, lac-, Ipp-lac-, laclg-, T7-, T5-, T3-, gal-, trc-, ara-, SP6-, arny, SP02, lambdapr de fago, lambdap, de
fago, SP01 P15 de fago, SP01 P de fago, pSOD, EFTu, EFTs, GroEL, MetZ (5 ultimos de C. glutamicum), que se
usan preferiblemente en bacterias. Las secuencias reguladoras adicionales son, por ejemplo, promotores
procedentes de levaduras y hongos, tales como ADC1, MFa, AC, P-60, CYC1, GAPDH, TEF, rp28, ADH, ENO2,
promotores procedentes de plantas tales como CaMV/35S, SSU, OCS, lib4, usp, STLS1, B33, nos o promotores de
ubiquitina o faseolina. También es posible usar promotores artificiales. Aquel de pericia normal en la técnica
apreciara que el disefio del vector de expresion puede depender de factores tales como la eleccién de la célula
hospedante a transformar, el nivel de expresion de proteina deseado, etc. Los vectores de expresién se pueden
introducir en células hospedantes para producir de ese modo proteinas o péptidos, incluyendo proteinas o péptidos
de fusion, codificados por las secuencias de acido nucleico modificadas mencionadas anteriormente.

La expresion de proteinas en procariotas se lleva a cabo muy a menudo con vectores que contienen promotores
constitutivos o inducibles que dirigen la expresion de proteinas de fusion o no de fusion.

Los vectores de fusion afiaden un nimero de aminoacidos a una proteina codificada en ellos, habitualmente al
término amino de la proteina recombinante, pero también al término C, o fusionados con regiones adecuadas en las
proteinas. Tales vectores de fusion sirven tipicamente a cuatro fines: 1) incrementar la expresion de proteina
recombinante; 2) incrementar la solubilidad de la proteina recombinante; y 3) ayudar a la purificacion de la proteina
recombinante al actuar como un ligando en la purificacion por afinidad; 4) proporcionar una “etiqueta” para la
deteccion posterior de la proteina. A menudo, en vectores de expresion de fusioén, se introduce un sitio de escision
proteolitico en la unién del resto de fusiéon y la proteina recombinante, para permitir la separacion de la proteina
recombinante del resto de fusion tras la purificacion de la proteina de fusion. Tales enzimas, y sus secuencias de
reconocimiento cognadas, incluyen Factor Xa, trombina y enterocinasa.

Los vectores de expresion de fusion tipicos incluyen pGEX (Pharmacia Biotech Inc; Smith, D. B. y Johnson, K. S.
(1988) Gene 67: 31-40), pMAL (New England Biolabs, Beverly, MA) y pRIT5 (Pharmacia, Piscataway, NJ) que se
fusiona a glutationa S-transferasa (GST), proteina de uniéon a maltosa E, o proteina A, respectivamente.

Los ejemplos de vectores de expresion de E. coli no de fusion inducibles adecuados incluyen pTrc (Amann et al.,
(1988) Gene 69: 301-315), pLG338, pACYC184, pBR322, pUC18, pUC19, pKC30, pRep4, pHSI, pHS2, pPLc236,
pMBL24, pLG200, pUR290, pIN-111113-B1, egtll, pBdCI, y pET 11d (Studier et al., Gene Expression Technology:
Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, California (1990) 60-89; y Pouwels et al., eds. (1985)
Cloning Vectors. Elsevier: Nueva York IBSN 0 444 904018). La expresion del gen diana a partir del vector pTrc se
basa en la transcripcién de ARN polimerasa del hospedante a partir de un promotor de fusiéon trp-lac hibrido. La
expresion del gen diana a partir del vector pET 11d se basa en la transcripcién a partir de un promotor de fusion T7
gnlO-lac mediada por una ARN polimerasa viral coexpresada (T7gnl). Esta polimerasa viral se suministra por las
cepas hospedantes BL21 (DE3) o HMS 174 (DE3) de un profago X residente que posee un gen T7gnl bajo el control
transcripcional del promotor lacUV 5. Para la transformacion de otras variedades de bacterias, se pueden
seleccionar vectores apropiados. Por ejemplo, se sabe que los plasmidos plJ101, plJ364, plJ702 y plJ361 son utiles
en la transformacion de Streptomyces, mientras que los plasmidos pUB110, pC 194 o pBD214 son adecuados para
la transformacion de la especie Bacillus. Varios plasmidos de uso en la transferencia de informacion genética a
Corynebacterium incluyen pHM1519, pBL1, pSA77 o pAJ667 (Pouwels et al., eds. (1985) Cloning Vectors. Elsevier:
Nueva York IBSN 0 444 904018).

Los ejemplos de vectores lanzadera de C. glutamicum y de E. coli adecuados son, por ejemplo, pClik5aMCS
(documento WO2005059093), o se pueden encontrar en Eikmanns et al (Gene. (1991) 102, 93-8).

Los ejemplos de vectores adecuados para manipular corinebacterias se pueden encontrar en el Handbook of
Corynebacterium (editado por Eggeling y Bott, ISBN 0-8493-1821-1, 2005). Se puede encontrar una lista de vectores
lanzadera de E. coli - C. glutamicum (tabla 23.1), una lista de vectores de expresion lanzadera de E. coli - C.
glutamicum (tabla 23.2), una lista de vectores que se puede usar para la integracion de ADN en el cromosoma de C.
glutamicum (tabla 23.3), una lista de vectores de expresion para la integracion en el cromosoma de C. glutamicum
(tabla 23.4.) asi como una lista de vectores para la integracion en el cromosoma de C. glutamicum especifica del
sitio (tabla 23.6).

Como alternativa, el vector de expresion de proteina es un vector de expresion de levadura. Los ejemplos de
vectores para la expresion en levadura S. cerevisiae incluyen pYepSecl (Baldari, et al., (1987) Embo J. 6: 229-234),
2i, pAG-1, Yep6, Yep13, pEMBLYe23, pMFa (Kurjan y Herskowitz, (1982) Cell 30: 933-943), pJRY88 (Schuliz et al.,
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(1987) Gene 54: 113-123), y pYES2 (Invitrogen Corporation, San Diego, CA). Los vectores y métodos para la
construccion de vectores apropiados para uso en otros hongos, tales como los hongos filamentosos, incluyen
aquellos detallados en: van den Hondel, C. A. M. J. J. y Punt, P. J. (1991) en: Applied Molecular Genetics of Fungi,
J. F. Peberdy, et al., eds., p. 1-28, Cambridge University Press: Cambridge, y Pouwels et al., eds. (1985) Cloning
Vectors. Elsevier: Nueva York (IBSN 0 444 904018).

Se entiende que un enlace operativo es la disposicién secuencial de promotor, secuencia codificante, terminador y,
opcionalmente, elementos reguladores adicionales, de tal manera que cada uno de los elementos reguladores
puede cumplir su funcién, segun su determinacion, cuando se expresa la secuencia codificante.

Para otros sistemas de expresién adecuados tanto para células procariotas como eucariotas, véanse los capitulos
16 y 17 de Sambrook, J. et al. Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 32 ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 2003.

ElI ADN del vector se puede introducir en el procariota via técnicas de transformacion o transfeccién convencionales.
Como se usa aqui, los términos “transformacion” y “transfeccion”, “conjugacion” y “transduccion” pretenden referirse
a una variedad de técnicas reconocidas en la técnica para introducir acido nucleico extrafio (por ejemplo, ADN o
ARN lineal (por ejemplo, un vector linealizado o un constructo génico solo sin un vector), o acido nucleico en forma
de un vector (por ejemplo, un plasmido, fago, fasmido, fagémido, transposén u otro ADN en una célula hospedante,
incluyendo coprecipitacion con fosfato de calcio o cloruro de calcio, transfeccion mediada por DEAE-dextrano,
lipofeccion, competencia natural, transferencia mediada quimicamente, o electroporacion. Los métodos adecuados
para transformar o transfectar células hospedantes se pueden encontrar en Sambrook, et al. (Molecular Cloning: A
Laboratory Manual. 3% ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring

Harbor, NY, 2003), y otros manuales de laboratorio.

A fin de identificar y seleccionar estos integrantes, generalmente se introduce un gen que codifica un marcador
seleccionable (por ejemplo, resistencia a antibidticos) en las células hospedantes, junto con el gen de interés. Los
marcadores seleccionables preferidos incluyen aquellos que confieren resistencia a farmacos, tales como, pero sin
limitarse a, G418, higromicina, canamicina, tetraciclina, neomicina, ampicilina (y otras penicilinas), cefalosporinas,
fluoroquinonas, acido naladixico, cloranfenicol, espectinomicina, ertitromicina, estreptomicina y metotrexato. Otros
marcadores seleccionables incluyen genes de tipo salvaje que pueden complementar versiones mutadas del gen
equivalente en una cepa hospedante o de partida. Por ejemplo, un gen esencial para el crecimiento en un medio
minimo, tal como serA, se puede mutar o suprimir del genoma de una cepa de partida u hospedante de C.
glutamicum de la invencién como se describe aqui anteriormente, para crear un auxétrofo de serina. Después, se
puede usar un vector que contiene una copia de tipo salvaje u otra copia funcional de un gen serA para seleccionar
transformantes o integrantes. El acido nucleico que codifica un marcador seleccionable se puede introducir en una
célula hospedante en el mismo vector que aquel que codifica las secuencias de acido nucleico modificadas
mencionadas anteriormente, o se puede introducir en un vector distinto. Las células transfectadas de forma estable
con el acido nucleico introducido se pueden identificar mediante seleccién con farmacos (por ejemplo, células que
han incorporado el gen marcador seleccionable sobreviviran, mientras que las otras células moriran).

Cuando se usan plasmidos sin un origen de replicacion y dos genes marcadores diferentes (por ejemplo pClik int
sacB), también es posible generar cepas libres de marcadores que tienen insertado en el genoma parte del inserto.
Esto se logra mediante dos sucesos consecutivos de recombinacion homdloga (véase también Becker et al., Applied
and Environmental Microbilogy, 71 (12), p. 8587-8596). La secuencia del plasmido pClik int sacB se puede encontrar
en el documento W0O2005059093; SEC ID 24; en este documento, el plasmido se denomina pCIS.

Como alternativa, se pueden producir microorganismos recombinantes que contienen sistemas seleccionados que
permiten la expresion regulada del gen introducido. Por ejemplo, la inclusiéon de una de las secuencias de acido
nucleico mencionadas anteriormente en un vector al colocarla bajo el control del operén lac permite la expresion del
gen solamente en presencia de IPTG. Tales sistemas reguladores son bien conocidos en la técnica.

También se describen organismos o células hospedantes en los que se ha introducido un vector de expresion
recombinante. Las expresiones “célula hospedante” y “célula hospedante recombinante” se usan aqui de forma
intercambiable. Se entiende que tales expresiones se refieren no solo a la célula objeto particular sino también a la
progenie o progenie potencial de tal célula. Debido a que se pueden producir ciertas modificaciones en generaciones
sucesivas debido a mutacion o influencias medioambientales, tal progenie puede no ser, de hecho, idéntica a la
célula progenitora, pero todavia se incluye dentro del alcance de la expresion como se usa aqui.

Crecimiento de E. coliy C. glutamicum — Medios y condiciones de cultivo

La persona experta en la técnica esta familiarizada con el cultivo de microorganismos habituales tales como C.
glutamicum y E. coli. De este modo, mas abajo se dara una ensefianza general en cuanto al cultivo de C.
glutamicum. La informacion correspondiente se puede recuperar de libros de texto estandar para el cultivo de E. coli.

Las cepas de E. coli se hacen crecer habitualmente en caldo MB y LB, respectivamente (Follettie et al. (1993) J.
Bacteriol. 175, 4096-4103). Varios medios minimos para bacterias, incluyendo E. coli y C. glutamicum, son bien
conocidos en la técnica. Los medios minimos para E. coli incluyen, pero no se limitan a, medio E, medio M9 y MCGC
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modificado (Yoshihama et al. (1985) J. Bacteriol. 162,591-507), respectivamente. Se puede afadir glucosa a una
concentracion final de entre alrededor de 0,2% y 1%. Se pueden afadir antibidticos en las siguientes cantidades
(microgramos por mililitro): ampicilina, 5 a 1000; kanamicina, 25; acido nalidixico, 25; cloranfenicol, 5 a 120,
espectinomicina 50 a 100, tetraciclina 5 a 120. Se pueden afiadir aminoacidos, vitaminas, y otros suplementos, por
ejemplo, en las siguientes cantidades: metionina, 9,3 mM; arginina, 9,3 mM; histidina, 9,3 mM; tiamina, 0,05 mM. Las
células de E. coli se hacen crecer de forma habitual a 18 a 37 44°C, respectivamente, dependiendo del experimento
o procedimiento particular que se esté realizando.

Las Corynebacteria genéticamente modificadas se cultivan tipicamente en medios de crecimiento sintéticos o
naturales. Un ndmero de medios de crecimiento diferentes para Corynebacteria son tanto bien conocidos como
facilmente disponibles (Lieb et al. (1989) Appl. Microbiol. Biotechnol., 32: 205-210; von der Osten et al. (1998)
Biotechnology Letters, 11: 11-16; patente DE 4.120.867; Liebl (1992) “The Genus Corynebacterium, en: The
Procaryotes, Volumen II, Balows, A. et al., eds. Springer-Verlag). También se pueden encontrar instrucciones en el
Handbook of Corynebacterium (editado por Eggeling y Bott, ISBN 0-8493-1821-1, 2005).

Estos medios consisten en una o mas fuentes de carbono, fuentes de nitrégeno, sales inorganicas, vitaminas y
oligoelementos. Las fuentes de carbono preferidas son azlcares, tales como mono-, di- o polisacaridos. Por
ejemplo, glucosa, fructosa, manosa, galactosa, ribosa, sorbosa, ribosa, lactosa, maltosa, sacarosa, glicerol, rafinosa,
almidon o celulosa sirven como fuentes de carbono muy buenas.

También es posible suministrar azicar a los medios via compuestos complejos tales como molasas u otros
subproductos del refinado del azdcar. También puede ser ventajoso suministrar mezclas de diferentes fuentes de
carbono. Otras fuentes de carbono posibles son alcoholes y acidos organicos, tales como metanol, etanol, acido
acético o acido lactico. Las fuentes de nitrogeno son habitualmente compuestos nitrogenados organicos o
inorganicos, o materiales que contienen estos compuestos. Las fuentes de nitrégeno ejemplares incluyen amoniaco
gaseoso o sales de amoniaco, tales como NH4Cl o (NH4),SO4, NH,OH, nitratos, urea, aminoacidos, o fuentes de
nitrégeno complejas como licor de maceracion del maiz, harina de haba de soja, proteina de haba de soja, extracto
de levadura, extracto de carne, y otros.

La sobreproduccién de metionina es posible usando diferentes fuentes de azufre. Se pueden usar sulfatos,
tiosulfatos, sulfitos, y también fuentes de azufre mas reducido, como H,S y sulfuros, y derivados. Para lograr la
produccion eficiente de metionina, se pueden usar también fuentes de azufre organico, como metilmercaptano,
tioglicolatos, tiocianatos, y tiourea, aminoacidos que contienen azufre, como cisteina, y otros compuestos que
contienen azufre. También puede ser posible el formiato como suplemento, como lo son otras fuentes de C1 tales
como metanol o formaldehido.

Los compuestos de sales inorganicas que se pueden incluir en los medios incluyen las sales de cloruro, fosforosas o
de sulfato de calcio, magnesio, sodio, cobalto, molibdeno, potasio, manganeso, cinc, cobre y hierro. Se pueden
afiadir compuestos quelantes al medio, para mantener a los iones metalicos en disolucién. Los compuestos
quelantes particularmente utiles incluyen dihidroxifenoles, como catecol o protocatecuato, o acidos organicos, tales
como acido citrico. Es tipico que los medios también contengan otros factores de crecimiento, tales como vitaminas
o promotores del crecimiento, cuyos ejemplos incluyen cianocobalamina (u otra forma de vitamina B12), biotina,
riboflavina, tiamina, acido félico, acido nicotinico, pantotenato y piridoxina. Los factores de crecimiento y las sales se
originan frecuentemente a partir de componentes de medios complejos tales como extracto de levadura, molasas,
licor de maceracion del maiz, y otros. La composicion exacta de los compuestos de los medios depende fuertemente
del experimento inmediato, y se decide individualmente para cada caso especifico. En el libro de texto “Applied
Microbiol. Physiology, A Practical Approach (Eds. P. M. Rhodes, P.F. Stanbury, IRL Press (1997) p. 53-73, ISBN 0
19 963577 3) existe informacién sobre la optimizacién de los medios. También es posible seleccionar medios de
crecimiento a partir de proveedores comerciales, como standar 1 (Merck) o BHI (infusién de corazén de grano,
DIFCO), u otros.

Todos los componentes del medio se deberian estabilizar, ya sea por calor (20 minutos a 1,5 bares y 121 C) o
mediante filtracion estéril. Los componentes se pueden esterilizar juntos o, si es necesario, separadamente.

Todos los componentes de los medios pueden estar presentes al comienzo del crecimiento, o se pueden afiadir
opcionalmente de forma continua o por lotes. Las condiciones de cultivo se definen separadamente para cada
experimento.

La temperatura deberia estar habitualmente en un intervalo entre 15°C y 45°C, pero el intervalo puede ser mayor,
hasta 105°C para organismos termdfilos. La temperatura se puede mantener constante, o se puede alterar durante
el experimento. El pH del medio puede estar en el intervalo de 5 a 8,5, preferiblemente alrededor de 7,0, y se puede
mantener mediante la adicion de tampones a los medios. Un tampdn ejemplar para este fin es un tampén de fosfato
de potasio. Como alternativa o simultaneamente, se pueden usar tampones sintéticos tales como MOPS, HEPES,
ACES, y otros. También es posible mantener un pH de cultivo constante a través de la adicion de un acido o base,
tal como acido acético, acido sulfurico, acido fosférico, NaOH, KOH o NH4OH, durante el crecimiento. Si se utilizan
componentes del medio complejos, tales como extracto de levadura, se puede reducir la necesidad de tampones
adicionales, debido al hecho de que muchos compuestos complejos tienen capacidades tamponantes elevadas. Si
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se utiliza un fermentador para cultivar los microorganismos, el pH se puede controlar también usando amoniaco
gaseoso.

El tiempo de incubacién esta habitualmente en un intervalo desde varias horas a varios dias. Este tiempo se
selecciona a fin de permitir que se acumule la cantidad maxima de producto en el caldo. Los experimentos de
crecimiento descritos se pueden llevar a cabo en una variedad de vasijas, tales como placas de microtitulacion,
tubos de vidrio, matraces de vidrio, o fermentadores de vidrio o metalicos de diferentes tamanos. Para el cribado de
un gran numero de clones, los microorganismos se deberian de cultivar en placas de microtitulacion, tubos de vidrio
o matraces de agitacion, ya sea con o sin deflectores. Preferiblemente, se usan matraces de agitacion de 100 6 250
ml, llenos con alrededor de 10% (en volumen) del medio de crecimiento requerido. Los matraces se deberian de
agitar en un agitador giratorio (amplitud de alrededor de 25 mm) usando un intervalo de velocidades de alrededor de
100-300 rpm. Las pérdidas por evaporaciéon se pueden reducir mediante el mantenimiento de una atmodsfera
humeda; como alternativa, se deberia realizar una correccion matematica para las pérdidas por evaporacion.

Si se ensayan clones genéticamente modificados, también se deberia ensayar un clon de control sin modificar, o un
clon de control que contiene el plasmido basico sin ningln inserto. El medio se inocula hasta una OD600 de 0,5-1,5
usando células que se hacen crecer en placas de agar, tales como placas CM (10 g/l de glucosa, 2,5 g/l de NaCl, 2
g/l de urea, 10 g/l de polipeptona, 5 g/l de extracto de levadura, 5 g/l de extracto de carne, 22 g/l de (NH4)2SOs4, 2 g/l
de urea, 10 g/l de polipeptona, 5 g/l de extracto de levadura, 5 g/l de extracto de carne, 22 g/l de agar, pH alrededor
de 6,8 a 7,2 con NaOH 2M) que se han incubado a 30°C. La inoculacién de los medios se logra mediante
introduccién de una suspension salina de células de C. glutamicum a partir de placas CM, o mediante adicion de un
precultivo liquido de esta bacteria.

Métodos generales

En Handbook on Corynebacterium glutamicum, (2005) eds.: L. Eggeling, M. Bott., Boca Raton, CRC Press, at Martin
et al. (Biotechnology (1987) 5, 137-146 ), Guerrero et al. (Gene (1994), 138, 35-41), Tsuchiya y Morinaga
(Biotechnology (1988), 6, 428-430), Eikmanns et al. (Gene (1991), 102, 93-98), documento EP 0.472.869, US
4.601.893, Schwarzer y Puhler (Biotechnology (1991), 9, 84-87, Reinscheid et al. (Applied and Enviromnental
Microbiology (1994), 60,126-132), LaBarre et al (Journal of Bacteriology (1993), 175, 1001-1007), documento WO
96/15246, Malumbres et al. (Gene (1993), 134, 15-24), en documento JP-A-10-229891, en Jensen y Hammer
(Biotechnology and Bioengineering (1998), 58,191-195), Makrides (Microbiological Reviews (1996), 60, 512-538), y
en libros de texto bien conocidos de biologia genética y molecular, se pueden encontrar protocolos para métodos
generales.

Cepas, medios y plasmidos

Las cepas se pueden tomar, por ejemplo, pero sin limitarse a, de la siguiente lista
Corynebacterium glutamicum ATCC 13032,
Corynebacterium acetoglutamicum ATCC 15806,
Corynebacterium acetoacidophilum ATCC 13870,
Corynebacterium thermoaminognes FERM BP-1539,
Corynebacterium melassecola ATCC 17965,
Brevibacterium flavum ATCC 14067,
Brevibacterium lactofermentum ATCC 13869, y
Brevibacterium divaricatum ATCC 14020

o cepas que han derivado de ellas tales como
Coryneabacterium glutamicum KFCC10065, DSM 17322 o
Corynebacterium glutamicum ATCC21608
Corynebacterium efficiens DSMZ44547, 44548, 44549

Tecnologia de ADN recombinante

En Sambrook, J, Fritsch, E F, y Maniatis, T, en Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 32 edicién (2001) Cold
Spring Harbor Laboratory Press, NY, Vol. 1, 2, 3, y en Handbook on Corynebacterium glutamicum (2005) eds. L.
Eggeling, M. Bott, Boca Raton, CRC Press, se pueden encontrar protocolos.

Cuantificaciéon de aminodacidos e intermedios de metionina
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El analisis se realizé mediante HPLC (Agilent 1100, Agilent, Waldbronn, Alemania) con un cartucho de guarda y una
columna Synergi 4 um (MAX-RP 80 A, 150 * 4 6 mm) (Phenomenex, Aschaffenburg, Alemania). Antes de la
inyeccion, los analitos se derivatizaron usando o-ftaldialdehido (OPA) y mercaptoetanol como agente reductor (2-
MCE). Adicionalmente, los grupos sulfhidrilo se bloquearon con acido yodoacético. La separacion se lleva a cabo a
un caudal de 1 ml/min. usando 40 mM de NaH;PO, (eluyente A, pH = 7,8, ajustado con NaOH) como fase polar, y
una mezcla de metanol con agua (100/1) como fase no polar (eluyente B). Se aplica el siguiente gradiente: comienzo
0% de B; 39 min. 39% de B; 70 min. 64% de B; 100% de B durante 3,5 min.; 2 min. 0% de B para el equilibrio. La
derivatizacion a temperatura ambiente se automatiza como se describe mas abajo. Inicialmente, se mezclan 0,5 pl
de 2-MCE al 0,5% en bicina (0,5M, pH 8,5) con 0,5 ul de extracto celular. Subsiguientemente, se afiaden 1,5 ul de
acido yodoaceético 50 mg/ml en bicina (0,5 M, pH 8,5), seguido de la adicion de 2,5 ul de tampon de bicina (0,5 M, pH
8,5). La derivatizacion se realiza anadiendo 0,5 ul de reactivo OPA 10 mg/ml disuelto en 1/45/54 viviv de 2-
MCE/MeOH/bicina (0,5 M, pH 8,5). Finalmente, la mezcla se diluye con 32 pl de H;O. Entre cada una de las etapas
de pipeteado anteriores, hay un tiempo de espera de 1 min. Entonces se inyecta en la columna un volumen total de
37 ul. Obsérvese que los resultados analiticos se pueden mejorar significativamente si la aguja automuestreadora se
limpia periédicamente durante (por ejemplo dentro del tiempo de espera) y después de la separacion de la muestra.
La deteccion se lleva a cabo mediante un detector de fluorescencia (excitacion 340 nm, emisién 450 nm, Agilent,
Waldbronn, Alemania). Para la cuantificacion, se usa acido a-aminobutirico (ABA) como patrén interno.

Definicion del protocolo de recombinacién

En lo siguiente se describirda como se puede construir una cepa de C. glutamicum con mayor eficiencia de
produccion de metionina implementando los hallazgos de las predicciones anteriores. Antes de que se describa la
construccion de la cepa, se da una definicion de un suceso/protocolo de recombinaciéon, que se usara en lo
siguiente.

“Campbell in”, como se usa aqui, se refiere a un transformante de una célula hospedante original en la que se ha
integrado en un cromosoma una molécula de ADN bicatenario circular completa (por ejemplo, un plasmido que se
basa en pCLIK int sacB) mediante un suceso de recombinacién homadloga individual (un suceso cross-in), y que da
eficazmente como resultado la insercion de una version linealizada de dicha molécula de ADN circular en una
primera secuencia de ADN del cromosoma que es homdloga a una primera secuencia de ADN de la mencionada
molécula de ADN circular. “Campbelled in”, se refiere a la secuencia de ADN linealizada que se ha integrado en el
cromosoma de un transformante “Campbell in”. Un “Campbell in” contiene una duplicacién de la primera secuencia
de ADN homologa, cada copia de la cual incluye y rodea a una copia del punto de intercambio genético de
recombinacion homadloga. El nombre procede del Profesor Alan Campbell, quien propuso primeramente este tipo de
recombinacion.

“Campbell out”, como se usa aqui, se refiere a una célula que desciende de un transformante “Campbell in”, en la
que se ha producido un segundo suceso de recombinacion homologa (un suceso de cross out) entre una segunda
secuencia de ADN que esta contenida en el ADN insertado linealizado del ADN “Campbelled in”, y una segunda
secuencia de ADN de origen cromosomico, que es homdloga a la segunda secuencia de ADN de dicho inserto
linealizado, dando el segundo suceso de recombinacion como resultado la supresion (el descarte) de una porcion de
la secuencia de ADN integrada, pero, de forma importante, dando también como resultado que una porcién (esta
puede ser tan pequefia como una unica base) del ADN Campbelled in integrado permanezca en el cromosoma, de
manera que, comparada con la célula hospedante original, la célula “Campbell out” contiene uno o mas cambios
intencionados en el cromosoma (por ejemplo, una Unica sustitucion de una base, multiples sustituciones de bases,
insercion de un gen o secuencia de ADN heterdloga, insercion de una copia o copias adicionales de un gen
homadlogo o de un gen homdélogo modificado, o insercion de una secuencia de ADN que comprende mas de uno de
estos ejemplos mencionados anteriormente enumerados anteriormente).

Una célula o cepa “Campbell out” se obtiene habitualmente, pero no necesariamente, mediante una contraseleccion
frente a un gen que esta contenido en una porcion (la porcidon que se desea descartar) de la secuencia de ADN
“Campbelled in”, por ejemplo el gen sacB de Bacillus subtilis, que es letal cuando se expresa en una célula que se
hace crecer en presencia de alrededor de 5% a 10% de sacarosa. Ya sea con o0 sin una contraseleccion, una célula
“Campbell out” deseada se puede obtener o identificar cribando la célula deseada, usando cualquier fenotipo
cribable, tal como, pero sin limitarse a, morfologia de la colonia, color de la colonia, presencia o ausencia de
resistencia a antibiéticos, presencia o ausencia de una secuencia de ADN dada mediante reaccién en cadena de la
polimerasa, presencia o ausencia de una auxotrofia, presencia o ausencia de una enzima, hibridacién de acidos
nucleicos de la colonia, cribado con anticuerpos, etc. Las expresiones “Campbell in” y “Campbell out” también se
pueden usar como verbos en diversos tiempos para referirse al método o procedimiento descrito anteriormente.

Se entiende que los sucesos de recombinacion homéloga que conducen a un “Campbell in” o “Campbell out” pueden
ocurrir a lo largo de un intervalo de bases de ADN dentro de la secuencia de ADN homdloga, y puesto que las
secuencias homologas seran idénticas entre si para al menos parte de este intervalo, habitualmente no es posible
especificar exactamente dénde se produjo el suceso de intercambio genético. En otras palabras, no es posible
especificar de forma precisa cual secuencia procedi6 originalmente del ADN insertado, y cual procedio originalmente
del ADN cromosoémico. Ademas, la primera secuencia de ADN homologa y la segunda secuencia de ADN homologa
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estan separadas habitualmente por una region de falta de homologia parcial, y es esta region de falta de homologia
la que permanece depositada en un cromosoma de la célula “Campbell out”.

Por utilidad, en C. glutamicum, la primera y segunda secuencia de ADN homdloga tipica tienen al menos alrededor
de 200 pares de bases de longitud, y pueden tener hasta varios miles de pares de bases de longitud; sin embargo,
se puede hacer que el procedimiento trabaje con secuencias mas cortas o mas largas. Por ejemplo, una longitud
para las secuencias homologas primera y segunda puede oscilar desde alrededor de 500 hasta 2000 bases, y la
obtencién de un “Campbell out” a partir de un “Campbell in” se facilita haciendo que las secuencias homoélogas
primera y segunda tengan aproximadamente la misma longitud, preferiblemente con una diferencia menor que 200
pares de bases, y muy preferiblemente, teniendo la mas corta de las dos al menos 70% de la longitud de la mas
larga en pares de bases. El “método de Campbell in y out” se describe en el documento WO2007012078.

Ejemplos

Los siguientes experimentos demuestran como la sobreexpresion de formiato-THF-sintetasa y gcvHTP asi como lipB
o Ip/ de C. jeiekeium conduce a una mayor produccién de metionina. Estos ejemplos sin embargo no pretenden
limitar de ningtin modo la invencion.

Experimentos con matraces de agitacion y ensayo de HPLC

Se realizaron experimentos con matraces de agitacion, con el medio de molasas estandar, con cepas por duplicado
o cuadruplicado. El medio de molasas contenia, en un litro de medio: 40 g de glucosa; 60 g de molasas; 20 g de
(NH4)2S04; 0,4 g de MgS0O4*7H20; 0,6 g de KH2PO4; 10 g de extracto de levadura (DIFCO); 5 ml de 400 mM de
treonina; 2 mg de FeS04.7H20; 2 mg de MnSO4.H;0; y 50 g de CaCOs; (Riedel-de Haen), completando el volumen
con ddH2O. El pH se ajustd hasta 7,8 con NH4OH al 20%. Se afiadieron 20 ml de medio agitado continuamente (a fin
de mantener suspendido el CaCOs3) a 250 ml de matraces de agitacion Bellco con deflectores, y los matraces se
sometieron a autoclave durante 20 min. Tras el autoclave, se afiadieron 4 ml de “disolucién 4B” por litro del medio
base (u 80 pl/matraz). La “disolucion 4B” contenia por litro: 0,25 g de hidrocloruro de tiamina (vitamina B1), 50 mg de
cianocobalamina (vitamina B12), 25 mg de biotina, 1,25 g de hidrocloruro de piridoxina (vitamina B6), y se tampono
con 12,5 mM de KPO., pH 7,0, para disolver la biotina, y se esterilizé mediante filtracion. Los cultivos se hicieron
crecer en matraces con deflectores cubiertos con papel Bioshield sujeto con bandas de caucho, durante alrededor
de 48 horas a alrededor de 28°C o 30°C y a 200 6 300 rpm en un agitador de suelo New Brunswick Scientific. Las
muestras se tomaron tipicamente a alrededor de 24 horas y/o alrededor de 48 horas. Las células se eliminaron
mediante centrifugacién, seguido de la dilucién del sobrenadante con un volumen igual de 60% de acetonitrilo o0 60%
de etanol, y después filtrando con membrana la mezcla de la disolucién usando columnas de giro Centricon 0,45 um.
Los filtrados se evaluaron usando HPLC para determinar las concentraciones de metionina, glicina mas homoserina,
O-acetilhomoserina, treonina, isoleucina, lisina, y otros aminoacidos indicados.

Para el ensayo de HPLC, los sobrenadantes filtrados se diluyeron 1:100 con 1 mM de NaEDTA filtrado con 0,45
pum, y 1 pl de la disolucion se derivatizé con el reactivo OPA (AGILENT) en tampdn de borato (80 mM de NaBOs, 2,5
mM de EDTA, pH 10,2) y se inyectdé en una columna 200 x 4,1 mm Hypersil 5u AA-ODS, que se hace correr en un
HPLC Agilent serie 1100 equipada con un detector de fluorescencia G1321A (AGILENT). La longitud de onda de
excitacion fue 338 nm, y la longitud de onda de emisién monitorizada fue 425 nm. Las disoluciones patron de
aminoacidos se cromatografiaron y se usaron para determinar los tiempos de retencion y las areas de los picos
estandar para los diversos aminoacidos. Para el control del instrumento, la adquisicion de datos y la manipulacién de
datos, se us6 Chem Station, el paquete de software adjunto proporcionado por Agilent. El hardware fue un
ordenador HP Pentium 4 que soporta Microsoft Windows NT 4.0 actualizado con un Microsoft Service Pack (SP6a).

Experimento 1: Generacién de la cepa M2014

La cepa de C. glutamicum ATCC 13032 se transformé con ADN A (también denominado como pH273) (SEC ID NO:
21) y se sometio a “Campbell in” para producir una cepa “Campbell in”. La cepa “Campbell in” se sometié entonces a
“Campbell out” para producir una cepa “Campbell out”, M440, que contiene un gen que codifica una enzima
homoserina deshidrogenasa resistente a retroalimentacion (homfbr). La proteina de homoserina deshidrogenasa
resultante incluy6 un cambio de aminoacido en el que se cambié S393 a F393 (denominado Hsdh S393F).

La cepa M440 se transformo subsiguientemente con ADN B (también denominado como pH373) (SEC ID NO: 22)
para producir una cepa “Campbell in”. La cepa “Campbell in” se sometié entonces a “Campbell out” para producir
una cepa “Campbell out”, M603, que contiene un gen que codifica la enzima aspartato cinasa resistente a
retroalimentacion (Ask™) (codificada por lysC). En la proteina de aspartato cinasa resultante, T311 se cambi6 a 1311
(denominado LysC T311I).

Se encontré que la cepa M603 produjo alrededor de 17,4 mM de lisina, mientras que la cepa ATCC13032 no produjo

ninguna cantidad medible de lisina. Adicionalmente, la cepa M603 produjo alrededor de 0,5 mM de homoserina, en
comparacion con la cantidad no medible producida por la cepa ATCC 13032, segin se resume en la Tabla 2.
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Tabla 2: Cantidades de homoserina, O-acetilhomoserina, metionina y lisina producidas por las cepas ATCC13032 y

M603
Cepa Homoserina (mM) O-acetil homoserina (mM) | Metionina (mM) Lisina (mM)
ATCC13032 0,0 0,4 0,0 0,0
M603 0,5 0,7 0,0 17,4

La cepa M603 se transformé con ADN C (también denominado como pH304) (SEC ID NO:23) para producir una
cepa “Campbell in”, que entonces se sometié a “Campbell out” para producir una cepa “Campbell out’, M690. La
cepa M690 contenia un promotor PgroES en direccion 5 del gen metH (denominado P4g7 metH). La secuencia del
promotor Pag7 se representa en SEC ID NO: 4. La cepa M690 produjo alrededor de 77,2 mM de lisina y alrededor de

41,6 mM de homoserina, como se muestra mas abajo en la Tabla 3.

Tabla 3: Cantidades de homoserina, O-acetilhomoserina, metionina y lisina producidas por las cepas M603 y M690

Cepa Homoserina (mM) O-acetil homoserina (mM) | Metionina (mM) Lisina (mM)
M603 0,5 0,7 0,0 17,4
M690 41,6 0,0 0,0 77,2

La cepa M690 se mutageneiz6 subsiguientemente como sigue: un cultivo durante toda la noche de M603, que se
hizo crecer en medio BHI (BECTON DICKINSON), se lavé en 50 mM de tampon de citrato pH 5,5, se traté durante
20 min. a 30°C con N-metil-N-nitrosoguanidina (10 mg/ml en 50 mM de citrato pH 5,5). Después del tratamiento, las
células se lavaron nuevamente en 50 mM de tampédn de citrato pH 5,5 y se colocaron en placas sobre un medio que
contiene los siguientes ingredientes: (todas las cantidades mencionadas se calculan para 500 ml de medio) 10g de
(NH4)2S04; 0,5 g de KH2POy4; 0,5 g de KoHPO4; 0,125 g de MgS04*7H20; 21 g de MOPS; 50 mg de CaCly; 15 mg de
acido protocatecuico; 0,5 mg de biotina; 1 mg de tiamina; y 5 g/l de D,L-etionina (SIGMA CHEMICALS, n° de
CATALOGO E5139), ajustado a pH 7,0 con KOH. Ademas, el medio contenia 0,5 ml de una disolucion de
oligometales compuesta de: 10 g/l de FeSO4*7H20; 1 g/l de MnSO4*H20; 0,1 g/l de ZnSO4*7H;0; 0,02 g/l de CuSOy;
y 0,002 g/l de NiCl,*6H20, todos disueltos en HCI 0,1 M. El medio final se esterilizd mediante filtracién, y se
afadieron al medio 40 ml de disolucién de glucosa al 50% estéril (40 ml) y agar estéril hasta una concentracion final
de 1,5%. El medio final que contiene agar se vertio a placas de agar y se etiqueté como medio de etionina minima.
Las cepas mutageneizadas se extendieron sobre las placas (etionina minima) y se incubaron durante 3-7 dias a
30°C. Los clones que crecieron en el medio se aislaron y se volvieron a estriar sobre el mismo medio de etionina
minima. Se seleccionaron varios clones para el analisis de la produccién de metionina.

La produccién de metionina se analizé segun lo siguiente. Se hicieron crecer cepas en medio CM-agar durante dos
dias a 30°C, que contenia: 10 g/l de D-glucosa, 2,5 g/l de NaCl; 2 g/l de urea; 10 g/l de bactopeptona (DIFCO); 5 g/l
de extracto de levadura (DIFCO); 5 g/l de extracto de carne de res (DIFCO); 22 g/l de agar (DIFCO); y que se
sometié a autoclave durante 20 min. a alrededor de 121°C.

Después de que se hicieron crecer las cepas, las células se retiraron mediante raspado y se resuspendieron en
NaCl 0,15 M. Para el cultivo principal, se afiadié una suspension de células raspadas a una OD de partida de 600
nm a alrededor de 1,5 a 10 ml de Medio Il (véase mas abajo) junto con 0,5 g de CaCO; sdlido y sometido a
autoclave (RIEDEL DE HAEN), y las células se incubaron en un matraz de agitacion de 100 ml sin deflectores
durante 72 h en una plataforma de agitacion orbital a alrededor de 200 rpm a 30°C. El Medio Il contenia: 40 g/l de
sacarosa; 60 g/l de azucar total procedente de molasas (calculado para el contenido de azucar); 10 g/l de
(NH4)2S04; 0,4 g/l de MgS0O4*7H20; 0,6 g/l de KH2PO4; 0,3 mg/l de tiamina*HCI; 1 mg/l de biotina; 2 mg/l de FeSOy;
y 2 mg/l de MnSO4. El medio se ajusté hasta pH 7,8 con NH4OH y se sometié a autoclave a alrededor de 121°C
durante alrededor de 20 min.). Después de someter a autoclave y de enfriar, se afadié vitamina B2
(cianocobalamina (SIGMA CHEMICALS) a partir de una disolucién madre esterilizada mediante filtracion (200 ug/ml)
hasta una concentracion final de 100 ug/l.

Las muestras se tomaron del medio y se evaluaron para determinar el contenido de aminoacidos. Los aminoacidos
producidos, incluyendo metionina, se determinaron usando el método de aminoacidos de Agilent en un aparato
Agilent 1100 Serie LC System HPLC (AGILENT). Una derivatizacion pre-columna de la muestra con orto-ftalaldehido
permitio la cuantificacion de los aminoacidos producidos tras la separacion en una columna Hypersil AA (AGILENT).

Se aislaron clones que mostraron un titulo de metionina que fue al menos doble de aquel en M690. Uno de tales

Ly



10

15

20

25

30

ES 2517394 T3

clones, usado en experimentos posteriores, se denomind M1197 y se deposité el 18 de mayo de 2005 en la
coleccién de cepas DSMZ como numero de cepa DSM 17322. La produccidon de aminoacidos por esta cepa se
compardé con aquella por la cepa M690, como se resume mas abajo en la Tabla 4.

Tabla 4: Cantidades de homoserina, O-acetilhomoserina, metionina y lisina producidas por las cepas M690 y M1197

Cepa Homoserina (mM) O-acetil-homoserina (mM) | Metionina (mM) Lisina (mM)
M690 41,6 0,0 0,0 77,2
M1179 26,4 1,9 0,7 79,2

La cepa M1197 se transformé con ADN F (también denominado como pH399, SEC ID NO: 24) para producir una
cepa “Campbell in”, que subsiguientemente se sometié a “Campbell out” para producir una cepa M1494. Esta cepa
contiene una mutacion en el gen para la homoserina cinasa, que da como resultado un cambio de aminoacidos en la
enzima homoserina cinasa resultante de T190 a A190 (denominado HskT190A). La produccion de aminoacidos por

la cepa M1494 se compard6 con la produccion por la cepa M1197, como se resume mas abajo en la Tabla 5.

Tabla 5: Cantidades de homoserina, O-acetilhomoserina, metionina y lisina producidas por las cepas M1197 y

M1494
Cepa Homoserina (mM) | O-acetil-homoserina (mM) Metionina (mM) Lisina (mM)
M1197 26,4 1,9 0,7 79,2
M1494 18,3 0,2 25 50,1

La cepa M1494 se transformé con ADN D (también denominado pH484, SEC ID NO:25) para producir una cepa
“Campbell in”, que subsiguientemente se sometié a “Campbell out” para producir la cepa M1990. La cepa M1990
sobreexpresa un alelo metY usando tanto un promotor groES como un promotor EFTU (factor de alargamiento Tu)
(denominado Pag7 P1284 metY). La secuencia del promotor Pg7P1284 S expone en SEC ID NO:26. La produccion de
aminoacidos por la cepa M1494 se comparo con la produccion por la cepa M1990, como se resume mas abajo en la
Tabla 6.

Tabla 6: Cantidades de homoserina, O-acetilhomoserina, metionina y lisina producidas por las cepas M1494 y

M1990
Cepa Homoserina (mM) | O-acetil-homoserina (mM) Metionina (mM) Lisina (mM)
M1494 18,3 0,2 25 50,1
M1990 18,2 0,3 5,6 48,9

La cepa M1990 se transformé con ADN E (también denominado pH 491, SEC ID NO: 27) para producir una cepa
“Campbell in”, que subsiguientemente se sometié a “Campbell out” para producir la cepa M2014. La cepa M2014
sobreexpresa un alelo metA usando un promotor de superdxido dismutasa (denominado P3119 metA). La secuencia
del promotor P3119 se expone en SEC ID NO:3. La produccion de aminoacidos por la cepa M2014 se compard con la
produccion por la cepa M1990, como se resume mas abajo en la Tabla 7.

Tabla 7: Cantidades de homoserina, O-acetilhomoserina, metionina y lisina producidas por las cepas M1494 y

M1990
Cepa Homoserina (mM) O-acetil-homoserina (mM) Metionina (mM) Lisina (mM)
M1990 18,2 0,3 5,6 48,9
M2014 12,3 1,2 57 49,2

Experimento 2 — Supresién de mcbR de M2014

El plasmido pH429 que contiene una supresion RXA00655, (SEC ID NO:28) se us6 para introducir la supresion
mcbR en C. glutamicum via integracion y escision (véase el documento WO 2004/050694 A1).
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El plasmido pH429 se transformo6 en la cepa M2014 con seleccidon para resistencia a canamicina (Campbell in).
Usando contraseleccién de sacB, se aislaron derivados sensibles a kanamicina de la cepa transformada, que
presumiblemente habian perdido el plasmido integrado por escision (Campbell out). La cepa transformada produjo
derivados sensibles a kanamicina que formaron colonias pequefias y colonias mas grandes. Las colonias de ambos
tamafios se cribaron mediante PCR para detectar la presencia de la supresion mcbR. Ninguna de las colonias mas
grandes contenia la supresion, mientras que 60-70% de las colonias mas pequefias contenian la supresion mcbR
esperada.

Cuando un aislado original se volvié a estriar para colonias individuales en placas de BHI, aparecié una mezcla de
colonias minusculas y pequefias. Cuando las colonias minusculas se volvieron a estriar sobre BHI, una vez mas
aparecio una mezcla de colonias minusculas y pequefias. Cuando las colonias pequefias se volvieron a estriar sobre
BHI, el tamafio de la colonia fue habitualmente pequefio y uniforme. Se seleccionaron dos aislados de colonia
individual pequefa, denominados OM403-4 y OM403-8, para estudio posterior.

Los experimentos en matraces de agitacion (Tabla 8) mostraron que OM403-8 produjo al menos el doble de la
cantidad de metionina que el progenitor M2014. Esta cepa también produjo menos de un quinto de la cantidad de
lisina que M2014, sugiriendo una diversion del flujo de carbono desde semialdehido de aspartato hacia homoserina.
Una tercera diferencia llamativa fue un incremento mayor de 10 veces en la acumulacion de isoleucina por OM403
con respecto a M2014. Los cultivos se hicieron crecer durante 48 horas en medio de molasas estandar.

Tabla 8: Produccion de aminoacidos por aislados de la cepa OM403 en cultivos de matraces de agitacion inoculados
con células que se hicieron crecer recientemente

Cepa Tamaiio de la colonia | Supresion AmcbR Met (g/l) Lys (g/l) | Hse+Gly (g/l) lle (g/l)

M2014 Grande ninguna 0,2 2,4 0,3 0,04
0,2 25 0,3 0,03
0,2 24 0,3 0,03
0,4 3,1 0,4 0,03

OM403-8 Pequefio ARXA0655 1,0 0,3 0,8 0,8
1,0 0,3 0,8 0,8
0,9 0,3 0,8 0,8
1,0 0,3 0,8 0,6

También como se muestra en la Tabla 9, hubo una disminucién mayor de 15 veces en la acumulacion de O-
acetilhomoserina por OM403 con respecto a M2014. La explicacion mas probable para este resultado es que la
mayoria de la O-acetilhomoserina que se acumula en M2014 se convierte en metionina, homocisteina, e isoleucina
en OM403. Los cultivos se hicieron crecer durante 48 horas en medio de molasas estandar.

Tabla 9: Produccion de aminoacidos por dos aislados de OM403 en cultivos de matraces de agitacion inoculados
con células que se hicieron crecer recientemente

Cepa Supresion AmcbR Met (g/l) | OAc-Hse (g/l) lle (g/l)
M2014 Ninguna 0,4 3,4 0,1
0,4 3,2 0,1
OM403-4 ARXA0655 1,7 0,2 0,3
1,5 0,1 0,3
OM-403-8 ARXA0655 2,2 <0,05 0,6
25 <0,05 0,6

Experimento 3 — Disminucién de la expresién de metQ
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A fin de disminuir el importe de metionina en OM403-8, se suprimioé el promotor y una porcion de 5 del gen metQ. El
gen metQ codifica una subunidad de un complejo de importacién de metionina que es necesaria para que el
complejo funcione. Esto se logré usando la técnica Campbelling in y Campbelling out estandar con el plasmido
pH449 (SEC ID NO: 29). OM403-8 y OM456-2 se evaluaron para determinar la produccion de metionina en ensayos
con matraces de agitacion. Los resultados (Tabla 10) muestran que OM456-2 produjo mas metionina que OM403-8.
Los cultivos se hicieron crecer durante 48 horas en medio de molasas estandar.

Tabla 10: Ensayos de OM456-2 en matraces de agitacion

Cepa vector [Met] (g/l) | [Lys](g/l) | [Gly/Hse] (g/l) [OACHS] (g/l) [lle] (g/)
OM403-8 ninguno 4.0 0,8 2,2 0,4 1,9
3,9 0,6 2,2 0,4 1,9
OM456-2 ninguno 4,2 0,4 2,3 0,4 2,3
4,3 0,5 24 0,4 2,3

Experimento 4 Construcciéon de OM469

Se construyd una cepa, denominada OM469, que incluyd tanto la supresién de metQ como la sobreexpresion de
metF al sustituir el promotor de metF por el promotor APr fagico en OM456-2. Esto se logré usando la técnica de
Campbelling in y Campbelling out estandar con el plasmido pOM427 (SEC ID NO: 30). Se evaluaron cuatro aislados
de OM469 para determinar la produccion de metionina en ensayos de cultivo con matraces de agitacion, en los que
produjeron todos ellos mas metionina que OM456-2, como se muestra en la Tabla 11. Los cultivos se hicieron crecer
durante 48 horas en medio de molasas estandar que contiene 2 mM de treonina.

Tabla 11: Ensayos en matraces estandar de OM469, un derivado de OM456-2 que contiene el promotor fagico
lambda Pr en lugar del promotor de metF

Cepa Promotor de MetQ [Met] (g/l) [Lys] (g/1) [Gly/Hse] (g/) [OACHS] (g/l) [lle] (g/)
metF

OM428-2 APr nativo 4,5 0,5 2,6 0,4 2,6
4,6 0,4 2,6 0,3 2,5

OM456-2 nativo AmetQ 4,2 0,4 2,4 0,3 25
4,2 0,5 24 0,3 2,5

OM469-1 APr AmetQ 5,0 0,5 2,7 0,4 3,1
-2 4.9 0,5 2,7 0,4 2,8

-3 4,8 0,4 2,6 0,4 2,7

4 4.7 0,5 2,6 0,4 2,8

Experimento 5 — Construccién de M2543

La cepa OM469-2 se transformdé mediante electroporacién con el plasmido pCLIKS5A PSOD TKT, como se
representa en SEC ID NO. 31. Esto se logré usando la técnica de Campbelling in y Campbelling out estandar.

Los aislados de OM 469 PSOD TKT, que se etiquetaron como M2543, se evaluaron para determinar la produccion
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de metionina en ensayos de cultivo con matraces de agitacion, en los que produjeron mas metionina que OM469-2.
Los resultados de la cepa M2543 se muestran en la Tabla 12.

Tabla 12. Ensayos de OM469 y M2543 en matraces de agitacion

Cepa plasmido | genes met en el [Met] [Lys] [Gly] [Hse] [AHs] [lle]

plasmido (mm (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
OM469-2 Ninguno 14 3,4 16 1,7 0,3 11,8
M2543# Ninguno 20,4 1,9 21,8 0,8 <0,1 12,4

Experimento 6 — Construccion de GK1259

A fin de disminuir la expresion de serina desaminasa (sda), se suprimié una porcion del gen sda. Esto se logré
usando la técnica de Campbelling in y Campbelling out estandar con el plasmido pH626 int SacB delta sdaA (SEC ID
No. 32). Para este fin, la cepa M2543 se transformé mediante electroporacion con el plasmido pH626 int SacB delta
sdaA. La cepa resultante se denominé GK1259.

Experimento 7 — Construccién de OM264C

El plasmido pOM253 (SEC ID No. 33) se uso6 para suprimir serA y sustituirlo por resistencia a espectinomicina en la
cepa M2014 de C. glutamicum. La cepa “Campbelled out” resultante, M2014 AserA::spec, se denominé OM264C.
OM264C es un auxétrofo de serina. Puesto que también carece de un GCS funcional, OM264C no puede crecer en
un medio minimo que carezca de serina pero que contiene glicina. Sin embargo, si se instala en OM264C un
sistema GCS funcional, entonces ganara la capacidad para crecer en medio minimo que contenga glicina.

La receta para las placas minimas (quimicamente definidas) fue como sigue:
Volumen del lote para 1 litro

Nombre de la disolucion madre Concentracion del lote

10 X sales de Spizizen Véase mas abajo 100 ml
Glucosa 50% wiv 10 mi
Disolucion de 4B Véase mas abajo 4 mi
Treonina 400 mM 5ml
Cisteina HCI 4 g/l 10 ml
CaClz-2H,0 5% p/v 5mil
Citrato de sodio 1,0M 20 ml
Timidina 1% piv 10 ml
Fenilalanina 1% piv 10 ml
Isoleucina 1% piv 10 ml
Tiamina HCI 0,1% p/v 5mil
Metionina 1% piv 5mil
Succinato de sodio 1,0M 3ml
Acetato de potasio 50M 1,2 ml
Glicina (cuando se afiade) 10% p/v 5ml
Serina (cuando se afade) 10% p/v 2ml
Acido lipoico (cuando se afiade) 1 g/l en fosfato de potasio 20 mM, pH 7,0 1 ml
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Todos los lotes se esterilizaron mediante filtracion. Para las placas de Petri con agar, se suspendieron 15 g de agar
en 800 ml de agua destilada, y se sometieron a autoclave.

10 X sales de Spizizen

20 g de sulfato de amonio

174 g de fosfato potasico dibasico (trihidratado)
60 g de fosfato potasico monobasico (anhidro)
10 g de citrato de sodio (dihidratado)

2 g de sulfato de magnesio (heptahidratado)
Agua destilada hasta un litro

Afadanse 3,5 ml de FeCl3*6H20 al 0,4%, esterilizado mediante filtracion y 1 ml de Disolucion de micronutrientes
(véase mas abajo). El pH final deberia ser alrededor de 7,2. Esterilicese mediante filtracion.

Disolucién de micronutrientes: cantidad para 1 litro

0,15 g de NazMoO4+2H,0

2,5 g de H3BO3

0,7 g de CoCly*6H,0

0,25 g de CuSO4+5H,0

1,6 g de MnCl*4H,0

0,3 g de ZnSO4+7H,0

Agua destilada hasta un litro.

Esterilizar mediante filtracion.

Disolucién 4B: cantidad para un litro

0,25 g de tiamina HCI (vitamina B1)

50 mg de cianocobalamina (vitamina B12)

25 a 28 mg de biotina

1,25 g de piridoxina HCI (vitamina Be)

Disolver en fosfato potasico 50 mM, pH 7,0

Esterilicese mediante filtracion. Almacénese en la oscuridad.
Experimento 8 — Construccién de cepas que expresan los genes de C. jeikeium gcvPTH en C. glutamicum

A diferencia de C. glutamicum, un pariente cercano, denominado C. jeikeium, si contiene un GCS. En el cromosoma
de C. jeikeium, los genes gcvP, T, y H estan agrupados juntos en un operon (Tauch et al., 2005, J. Bacteriol., vol
187, p. 4671-4682). Este agrupamiento se clond en cuatro piezas de subconjuntos solapantes mediante reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) usando como molde ADN cromosoémico de la cepa K411 de C. jeikeium.

El ADN necesario se obtuvo dividiendo la secuencia en cuatro regiones mas pequefias y obteniendo cuatro
fragmentos de PCR mas pequefios independientes. Las cuatro piezas se amplificaron con cuatro conjuntos de
cebadores. Se manipularon mediante ingenieria un sitio Xbal artificial y un sitio de unién al ribosoma artificial justo
en direccion 5’ del codén de partida de gevP en el cebador de sentido respectivo, y se manipulé mediante ingenieria
un sitio BamHI artificial justo en direccion 3’ a partir del codén de parada de gcvH en el cebador antisentido
respectivo. Esto permitié que las secuencias codificantes del agrupamiento gcvPTH se reconstituyeran y fueran
portadas en un fragmento Xbal a BamH].

El fragmento Xbal a BamHIl resultante que contiene el agrupamiento de gcvPTH reconstituido se clon6 a
continuacién en plasmidos replicantes de C. glutamicum disefiados para expresar genes a partir del promotor
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groESL de C. glutamicum, denominado aqui Pag7, 0 un promotor fagico SPO 1 de B. subtilis, denominado aqui P15
(SEC ID No. 42). Los plasmidos resultantes se denominan pOM615 (SEC ID No. 34) y pOM616 (SEC ID No. 35),
respectivamente. Los promotores P97 ¥ P15 se usaron debido a que promueven la expresion constitutiva de genes
situados en direccion 3. En particular, estos promotores no estan regulados significativamente por ningun metabolito
relacionado con la glicina, tal como glicina, serina, metionina, timidina, purina, etc.

Experimento 9 — Los genes gcvP7H de C. jeikeium funcionan en C. glutamicum

Los plasmidos pOM615, pOM616, y el vector vacio pCLIK se transformaron cada uno separadamente en la cepa
probadora cepa OM264C de C. glutamicum y la cepa GK1259 de C. glutamicum productora de metionina, usando
seleccion en placas de agar con Infusion de Cerebro Corazén (anteriormente Difco, ahora Becton Dickenson) que
contienen sulfato de kanamicina (25 mg/l). Los transformantes OM264C se rallaron en placas minimas que carecen
de serina pero que contienen glicina. Se afadié acido lipoico al medio para dar una concentracion final de 1 mg/l
para asegurar que habia cantidades suficientes de este cofactor de GevH.

Ambas cepas derivadas de pOM615 y pOM616, OM264C(pOM615) y OM264C(pOM616) asi como
GK1259(pOM615) y GK1259(pOM616 crecieron, mientras que el transformante de pCLIK (OM264C(pCLIK) no lo
hizo.

Experimento 10 — Los genes lipBA de C. jeikeium funcionan en C. glutamicum

C. glutamicum es un prototrofo de acido lipoico, y C. glutamicum tiene presuntamente una lipoil sintetasa, puesto
que piruvato deshidrogenasa y a-cetoglutarato deshidrogenasa estan activas.

En E. coli, hay dos rutas diferentes para la union (ligacién) de acido lipoico a proteinas diana, la ruta dependiente de
LipB para acido lipoico sintetizado endégenamente, y la ruta de LplA para acido lipoico alimentado (Morris et al.,
1995, J. Bacteriol. Vol 177, p. 1-10).

Mediante comparaciéon de secuencias, parece que C. glutamicum tiene buenos homoélogos tanto para LipB como
para LplA. De este modo, el gen lipB y su promotor nativo, junto con el gen lipA, se cloné mediante PCR a partir de
ADN cromosoémico de la cepa K411 de C. jeikeium como molde. El fragmento de PCR romo resultante se ligo en el
sitio Swal unico de pOM615 o pOM616 para dar pOM620AF (SEC ID No 36) y pOM621AR (SEC ID No 37),
respectivamente.

Los plasmidos pOM620AF y pOM621AR se transformaron cada uno en la cepa OM264C dando como resultado
OM264C(pOM620AF) y OM264C(pOM621AR) respectivamente, y en la cepa GK1259 productora de metionina,
dando como resultado GK1259(pOM620AF) y GK1259(pOM621AR), respectivamente. Los transformantes de
OM264C se rallaron en las placas de glicina minima descritas anteriormente (pero sin acido lipoico), y ambos
transformantes crecieron, mientras que OM264C(pCLIK) no lo hizo, demostrando que la ruta de LipB de C. jeikeium
podria lipoilar la proteina GevH de C. jeikeium cuando los dos se expresan juntos en C. glutamicum.

Los transformantes de GK1259 de pOM615, pOM616, pOM620AF, pOM621AR, y pCLIK se ensayaron para
determinar la produccion de metionina y de glicina en matraces de agitacion usando medio de molasas, sin acido
lipoico o con acido lipoico afiadido hasta una concentracion final de alrededor de 10 mg/ml. Los resultados se
muestran en las Tablas 13 y 14 mas abajo.

Tabla 13: Produccion de metionina y de glicina por GK1259 transformado con diversos plasmidos disefiados para
expresar gcvPTH de C. jeikeium con lipBA y que se hacen crecer en matraces de agitacion en medio de molasas.

Plasmido Promotor para lipBA Acido lipoico Glicina g/l Metionina g/l
gcvPTH

pCLIK - - - 25 4,3

pOM615 Pag7 - + 0,1 4,7

pOM620AF Pag7 + - 0,0 5,0

Tabla 14: Produccién de metionina y de glicina por O264C transformado con diversos plasmidos disefiados para
expresar gcvPTH de C. jeikeium con lipBA y que se hacen crecer en matraces de agitacion en medio de molasas.

Plasmido

Promotor para
gcvPTH

lipBA

Acido lipoico

anadido

Glicina* g/l

Metionina* g/l

pCLIK

2,1

3,8
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Plasmido Promotor para lioBA Acido lipoico Glicina* g/l Metionina* g/l
gevPTH P afiadido

pOM616 Pi1s - + 0,0 41

POM621AR Pi1s + - 0,0 3,9

* Los titulos de metionina y de glicina son promedios de muestras duplicadas, excepto para la muestra de pOM616
mas acido lipoico, que es una Unica muestra.

A partir de estos resultados, esta claro que el subproducto de glicina en exceso se consume y el titulo de metionina
mejora al expresar el operdon gcvPTH de C. jeikeium. Se logra una mejora adicional al expresar el operén gcvPTH de
C. jeikeium y el operdn lipBA de C. jeikeium a partir del mismo plasmido.

Experimento 11 — Expresion de gcvPTH y lipBA a partir de casetes integrados

En los ejemplos dados anteriormente, los genes gcv y lip se instalaron en plasmidos que se replican en la C.
glutamicum. Sin embargo, estos genes también se pueden instalar a través de un vector integrante. Por ejemplo, el
operon gcvPTH de C. jeikeium expresado a partir del promotor Pys se ha ligado en un vector integrante para dar
pOMG627 (SEC ID No. 38), que se disefia para integrarse en el locus bioB de C. glutamicum.

pOM627 se puede obtener a partir de “Campbell in” y “Campbell out” de las cepas OM469 y GK1259. Como en el
ejemplo anterior, se observa produccion mejorada de metionina y una reduccion de la acumulacién de glicina como
se muestra en la Tabla 15.

Tabla 15: Produccién de metionina y glicina por transformantes de OM469 y GK1259 usando pOM627 disefiado
para expresar gcvPTH de C. jeikeium a partir de P15 tras la integracion en bioB, y que se hacen crecer en matraces
de agitacion en medio de molasas con o sin acido lipoico 10 mg/l afiadido.

Cepa Acido lipoico Glicina g/l Metionina g/l
OM469(pOM627)K - 2,7 3,8
OM469(pOM627)K + 2,0 4,0
GK1259(pOM627)K - 2,8 3,9
GK1259(pOM627)K + 2,0 4.1

El efecto del plasmido integrante pOM627 sobre la produccion de glicina y metionina se puede mejorar instalando
multiples copias o incrementando la fuerza del promotor.

También se puede afadir el operodn lipBA de C. jeikeium (ya sea en vectores replicantes o integrantes). Un ejemplo
de un plasmido integrante que expresa lipBA a partir del promotor Pyg7 tras la integracion en el locus bioAD de C.
glutamicum es pOM180 (SEC ID No 39).

Experimento 12 — El sistema GCS de E. coli también funciona en C. glutamicum

El gen Ipd de E. coli se amplificé mediante PCR y se instal6 en un plasmido integrante para dar pOM331 (SEQ ID No
40). El sitio de integracion es un gen denominado aqui metE2, un gen que es homdlogo a una porcion de metE, pero
que no parece que es esencial para el crecimiento o produccion de metionina en C. glutamicum.

En pOM331, el gen Ipd de E. coli se expresa a partir del promotor Ps9;. pPOM331 se transformé en y se sometio a
Campbell out de OM264C para dar una nueva cepa OM197, que se confirmé mediante una PCR de diagndstico
apropiada que contiene el casete P497 Ipd integrado. Ademas, el operén gcvTHP de E. coli se amplificé mediante
PCR y se ligé justamente en direccion 3’ del promotor P497 en un vector replicante, para dar pOM344 (SEC ID No.
41). pOM344 y pCLIK se transformaron cada uno separadamente en la cepa OM197, y las cepas resultantes se
rallaron sobre placas de glicina minima que contienen glicina y acido lipoico, pero que carecen de serina (véase
anteriormente).

Después de varios dias a 30°C, OM197/pOM344 habia crecido, pero OM197/pCLIK no lo hizo, demostrando que el
sistema GCS de E. coli estaba funcionando en C. glutamicum.

En los ejemplos anteriores, se muestra que los genes que codifican las subunidades P, T y H del GCS, y los genes
que codifican enzimas que catalizan la ligacion o sintesis de acido lipoico, clonados a partir de cualesquiera de dos
organismos “donantes” (que no estan relacionados entre si de forma parentesca), son capaces cada uno de
funcionar para dar actividad de GCS medible en C. glutamicum, ya sea mostrando complementacién de una
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auxotrofia de serina en placas que contienen glicina pero no serina, o mostrando una disminucién en la produccion
de glicina mediante una cepa productora de metionina en comparaciéon con la producciéon de glicina de la cepa
parental o precursora pertinente transformada con un vector vacio como control.

Por extension, parece razonable suponer que un experto en la técnica sera capaz de seguir los ejemplos descritos
aqui y reconstruir otros sistemas GCS en C. glutamicum, y que la actividad de GCS se puede establecer y/o
incrementar en otros microorganismos al clonar los genes pertinentes de los mismos (es decir, E. coliy C. jeikeium)
o de otros organismos donantes. La mejora también se puede lograr alimentando acido lipoico, por ejemplo a
alrededor de 0,1 a 10 mgl/l.

Experimento 13 — Construccion de M2616

Se construyd M2616 de C. glutamicum. Esta cepa, que muestra actividad de serA suprimida, permite ensayar la
funcion de formiato THF sintetasa.

El plasmido pHF96 (SEC ID 43) es un plasmido integrante disefiado para crear una supresion-sustitucion en el gen
serA de cepas de C. glutamicum relacionadas con C. glutamicum ATCC 13032. Para suprimir sera en M2543, se
uso el plasmido pHF96 int sacB delta serA. El plasmido se transformé en M2543 de C. glutamicum mediante
electroporacion, y se aislaron los clones resistentes a kanamicina. Después de determinar estas cepas “Campbelled
in” resistentes a kanamicina como exitosas mediante PCR, las cepas se hicieron crecer toda la noche en medio CM
liquido y se colocaron en placas en Medio CM que contiene sacarosa (concentracion 10%). La cepa “Campbelled
out” resultante, M2543 delta serA, se denomind M2616. Como se esperaba, M2616 es un auxotrofo de serina
cuando se ensaya en medio minimo. También como se esperaba, puesto que carece de una formiato THF sintetasa
funcional, M2616 no puede crecer en un medio minimo que carezca de serina pero que contenga glicina y formiato
(véase el Ejemplo para la receta para el medio minimo (quimicamente definido)). Si se instala en M2616 un sistema
de formiato THF sintetasa funcional, entonces ganara la capacidad para crecer en medio minimo que contiene
glicina.

Experimento 14 — Clonacion de dos genes de formil-THF sintetasa a partir de dos fuentes de Corynebacterium
Jeikeium

A diferencia de C. glutamicum, un pariente cercano denominado Corynebacterium jeikeium si contiene una proteina
formil-THF sintetasa con el numero de acceso NP_939608, y un gen correspondiente con el nimero de acceso
GenelD: 2649808.

Se utilizaron dos fuentes de moldes para la clonacion de la formil-THF sintetasa a partir de Corynebacterium
jeikeium. Se usd ADN derivado de la cepa de la NCTC National Collection of Type Cultures Londres, UK, nimero
11915 con la denominacién de cepa K411, y de la cepa 7171 de DSMZ. El ADN cromosémico se preparé usando el
kit de ADN de Quiagen, como se describe por el fabricante. Los oligonucleétidos HS1304 (SEC ID No: 44) y HS1305
(SEC ID No. 45) se usaron para amplificar las secuencias gendémicas del gen de formiato-THF sintetasa de las dos
fuentes de ADN gendmico (NCTC 11915 y DZMZ 7171). Se us6 la Pwo polimerasa de Roche Mannheim en las
siguientes condiciones: hibridacion a 52°C durante 30" y alargamiento a 72°C durante 120" que produjeron un
fragmento de PCR de alrededor de 1700 pb.

Ademas, los cebadores HS1302 (SEC ID No. 46) y HS1303 (SEC ID No. 47) se usaron para amplificar la unidad de
expresion del promotor con la secuencia como se describe a partir de ADN cromosémico derivado de la cepa
ATCC13032. Se uso6 la Pwo polimerasa de Roche Mannheim en las siguientes condiciones: hibridacion a 53°C
durante 30” y alargamiento a 72°C durante 30" que produjeron un fragmento de PCR de alrededor de 200 pb.

Ambos fragmentos se afiadieron en una tercera PCR, en la que se afadieron los cebadores HS13032 y HS1305. La
tercera PCR se llevo a cabo con cantidades limitantes de los fragmentos | y Il de PCR en cantidades suficientes de
los cebadores extremo a extremo, y se fusiond usando los cebadores extremo a extremo. HS1302+HS1305 se
usaron para amplificar un constructo de fusion de los fragmentos de PCR que resultan de los cebadores
HS1302+HS1303 y HS1304+HS1305. Se us6 la Pwo polimerasa de Roche Mannheim en las siguientes condiciones:
hibridacion a 55°C durante 30" y alargamiento a 72°C durante 120" que produjeron un fragmento de PCR de
alrededor de 1900 pb.

El fragmento se purificd con el kit de purificacion de PCR GFX, y se digirié usando las enzimas de restriccion Miul y
Xbal. Se secuenciaron plasmidos positivos que contienen el inserto del gen de formil-THF sintetasa.

Se secuenci6é el gen derivado de NCTC K11915 de C jeikeium. La secuenciacion de este gen reveld que la
secuencia era como se esperaba. Se secuencio el gen derivado de DSMZ 7171 de C jeikeium. La secuenciacion de
este gen reveld una secuencia como se describe en la secuencia del plasmido pH657.

El plasmido pH655 (SEC ID No. 48) que comprende formiato-THF-sintetasa de NCTC K11915, y pH657 (SEC ID No.
49), que comprende formiato-THF-sintetasa de DSMZ7171, se transformaron mediante electroporacion en la cepa
M2616 que carece del gen serA funcional.
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Las cepas M2616(pH655) y M2616(pH657) resultantes, asi como la cepa que carece de un plasmido, se rallaron
sobre medio minimo que contiene 10 mM de treonina, 20 mM de formiato de Na, y 20 mM de glicina +- 10 mM de
serina. Las cepas que contienen los plasmidos pH655 y pH657 pero no pCLIK5a formaron colonias en medio
minimo que contiene formiato y glicina, mientras que, incluso tras la incubacion prolongada, la cepa M2616 no
produjo colonias en este medio que carece de serina. En el mismo medio minimo con treonina afiadida, formiato de
Na y glicina, pero con serina afiadida (20 mM), todas las cepas formaron colonias, incluyendo M2616.

Este resultado mostré la expresion funcional con éxito de la formiato THF sintetasa derivada de Corynebacterium
jeikeium NCTC y DSMZ 7171 en Corynebacterium glutamicum, para proporcionar una cepa que utiliza formiato en la
sintesis de serina.

Experimento 15 — Construccion de una cepa sobreproductora de metionina que expresa genes de formiato-THF
sintetasa

Los plasmidos pH655 y pH657 se transformaron en la cepa GK1259 mediante electroporacion. Las cepas
resultantes GK1259(pH655) y GK1259(pH657), asi como la cepa que no contiene plasmido, se incubaron en
ensayos con matraces de agitacion como se describe previamente. Ademas, se afiadié formiato 20 mM al medio de
crecimiento. Se observé que la expresion del gen de formiato THF sintetasa mejoré la productividad de metionina de
la cepa con respecto a la cepa que carece del gen de formiato THF sintetasa. En la tabla 16 se encuentran los
datos.

Tabla 16: Ensayos en matraces de agitacion de GK1259, y GK1259(pH655) que sobreexpresa formiato-THF

sintetasa
Cepa Plasmido Gen sobreexpresado [Met] (mM/)
GK1259 Ninguno ninguno 23,3
GK1259 pH655 formiato THF sintetasa 24,6

Experimento 16 — Supresién de formil-THF-desformilasa en la cepa M2543.

Se detectdé mediante comparacién de secuencias que C. glutamicum contiene un gen, que se ha anotado como una
formil-THF desformilasa (n° de Acceso Ncgl0371). Este gen se ha anotado como codificante de una enzima con la
actividad enzimatica de formil-THF desformilasa, que escinde formiato del metabolito formil-tetrahidrofolato (Annual
review of plant physiology and plant molecular biology (2001) 52. 119-137).

La genosupresion de la formil-THF deformilasa (nimero de acceso Ncgl0371) se llevd a cabo clonando un
fragmento de ADN en el que la regién en direccion 5’ del gen que codifica Ncgios71 (aproximadamente 500 pb de
longitud) y su regién en direccion 3’ (aproximadamente 500 pb de longitud) del mismo gen se amplificaron, se
fusionaron mediante PCR de fusion, y se clonaron en un vector, dando como resultado pH670 int sacB delta
deformilasa (SEC ID No. 50). El plasmido se transforma en la cepa M2543 para producir primeros recombinantes
(“etapa de Campbell in”). Tras el cribado con éxito de los primeros recombinantes correctos mediante PCR, la cepa
se hizo crecer toda la noche en cultivo liquido, y se colocé en medio de crecimiento que contiene 10% de sacarosa.
Este tratamiento (“etapa de Campbell out”) conduce a una cepa denominada GK1546, en la que el marcador de
resistencia a kanamicina y el gen de sacarosa de levano codificado por el plasmido pH670 se intercambian
genéticamente con éxito en el cromosoma y subsiguientemente se pierden del cromosoma y la célula. Las cepas
sucesivas de la etapa de Campbell out se identifican como supresiones de la formil-THF deformilasa mediante
cribado por PCR utilizando cebadores que codifican secuencias en las regiones de 5 y de 3’ de la formil-THF
deformilasa descrita. Los clones positivos muestran un fragmento de PCR que es aproximadamente 900 pb mas
corto que el producto de la PCR procedente de una cepa de tipo salvaje de formil-THF deformilasa. La cepa
resultante se denominé GK1546.

Experimento 17 — Construccién de una cepa a la que se le ha suprimido formil-THF deformilasa y que sobreexpresa
formiato-THF-sintetasa

La cepa GK1546 se transforma con los plasmidos pH655 y pH657. Las cepas resultantes GK1546(pH655) y
GK1546(pH657) muestran un comportamiento de crecimiento significativamente mejorado cuando se hacen crecer
en un medio minimo que contiene formiato, glicina y treonina, pero no serina, con respecto a la cepa M2543.

Experimento 18 — Expresion de formiato-THF-sintetasa funcional para la produccion de metionina

La cepa M2616 se transform6 con pH655 (formiato-THF-sintetasa NCTC 11915) y pH657 (formiato-THF-sintetasa
DSMZ 7171). Las cepas resultantes M2616(pH655) y M2616(pH657) se analizaron en ensayos con matraces de
agitacion como se describe previamente.

El medio se suministré con 20 mM de glicina asi como 20 mM de formiato de Na, ademas de la composicion normal
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descrita anteriormente. Los matraces de agitacion se incubaron a 30°C con una velocidad de agitacién de 200 RPM.
Después de 48 h, se determind la metionina. Se encontr6 que la cepa progenitora M2616 sin el plasmido que
expresa formiato-THF sintetasa no crecid hasta una OD medible, y no utilizé la fuente de carbono dada. Los
sobrenadantes se ensayaron para determinar formiato en el sobrenadante mediante HPLC. Las cepas que
contienen los plasmidos pH655 y pH657 muestran una utilizacion de todo el formiato afiadido al medio. Ademas, se
observa que las cepas que se hicieron crecer en formiato, glicina y que expresan el gen de formiato THF-sintetasa
produjeron cantidades medibles de metionina, mientras que la cepa M2616 no produjo metionina en absoluto. Los
resultados se muestran en la tabla 17.

Tabla 17: Producciéon de metionina en M2616 y en transformantes plasmidicos de M2616

Cepa plasmido Gen sobreexpresado [Met](mM/1)
M2616 Ninguno ninguno 0

M2616 pH655 formiato-THF-sintetasa NCTC 41

M2616 pH657 formiato THF-sintetasa DSMZ 55

En otro experimento, se afiadié serina 20 mM al medio de cultivo descrito en el Experimento 18. M2616 y M2616
que expresa el gen de formiato-THF-sintetasa DSMZ 7171 se hicieron crecer en presencia de serina, y se evaluaron
para determinar la metionina producida. Se encontré que los titulos de metionina resultantes en el caso de
sobreexpresion son mayores en el caso de las cepas M2616, que expresaron el gen de formiato-THF-sintetasa
DSMZ, en comparacién con la cepa que no contiene un gen de formiato-THF-sintetasa. El dato se encuentra en la
tabla 18.

Tabla 18: Sobreproduccién de metionina en cepas que sobreexpresan formiato-THF-sintetasa

Cepa Serina Gen sobreexpresado [Met] (mM/)
afadida

M2616 + ninguno 6,6

M2616 pH657 + formiato-THF-sintetasa DSMZ 8,9

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Evonik Degussa GmbH

<120> Bacterias corineformes con actividad de escision de glicina
<130> 2007P00927WEO01
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<170> PatentIn version 3.3
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<212> ADN
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atgactaact
cacaccctgg
attccctacg
ggcgtcaata
gaaggcaagt
acgatggtgg
gctggcégcg
gacatgcacg
cagcacggca
gtcaacgacc
cecccgegagg
gccaccgace
gaccgtcgac
cgcgacgega
ggcgggectt
ctggatctat
aagttcttcg
gccaccatce
ctggagegee
ctgtttaget
ggtgtgcgeg
gccactgegg
caccagatct

atctacggeg

aaggacaacg gctgggacaa gcetgccagtg tgegtgtcga agacacagta ctectteage
gatgacccca gecgegetggg cgegecgage ggecacacce tgcatgtceg cgagetggtg
ccacgcatcg gecgeceggatt cgtggtgget ctcaccggeg acgtgatgac tctgecgggt

ctgccgaaga aaccegeage cgagegtatt gatgtgaacg cgcagggggt tatetegggg

ctgttectaa
<210> 2

<211> 562
<212> PRT

cttetgcaac
agcccatcac
gecgtacaaa
aaaagggcaa
ccacggtget
cgateccgcecga
gttatgcgea
ccatcaccge
atgctctggg
getegetgeg
gcggattcga
tggaggatct
cagtcaccge
tcaaccegaa
tecgecaacat
cagaagttgt
acatcaagtc
gttegetgaa
acgtcagtaa
ccgataccge
tggtggagtg
tgctggaggt
atcagccegt

cggceggatgt

cagcaatccc
cacgatcgeg
ggccaagatce
gctegtgete
gatcggettg
gccgtcccag
gatcgtgecg
cgcgacgaac
catcgacceg
ccatgtagte
tatcacggcg
aaagaagcgc
gggcgacctg
cctggtgeag
cgcgcacgge
getgaccgag
ccgegetgge
gcacaacgge
catccgcaag
cgcggagcege
cagegtgtgg
cgttgatggt
cgatggegtyg

gcagttcgge

<213> Corynebacterium jeikeium

<400> 2
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caacccagceg
gagcgegecg
gacgttceccg
gtgaccgcaa
gcggacgegyg
gggccagtca
atggaagaca
actctggegg
cggcgggtga
acaggcctag
gccagcgaga
atcgggcgca
aagtgcgegg
accctgggeg
tgtaactcte
gctggttteg
gacctcgacg
gattccétgt
tteggegtgg
tctatggtceg
gctgagggcg
gtttetgatg
gaagccaccc

ccgcaggcete

52

acgtcgaaat
gcateccegga
ctctgeggge
tgagcccgac
tgcgecacgge
tgggcatcaa
tcaacctgca
cgatggtgga
cgtggcgacg
gecggtectgg
tcatggctat
tcgtggtggg
gegetatcac
gcactccege
tgatcécaac
gcagcgaccf
tcgcegeaac
tgaaggccgg
aaccegtggt
ccgattgggg
gtgcecggege
aggacgecte
tgcacacact

tgaaggacct

cgcacaggcc
ggccgetttg
ggagegtgag
ccccgegggt
agggegecag
gggeggeget
cttcacagge
caaccacgtg
ctgecttgac
tcagggcacg
cctetgtetg

ccagacctac

‘cgeectgetg

cctggtgcac
caccacggcg
gggtgcggag
ggttgtggtg
fctggccaac
ggcgctgaac
cg;gcagttc
ggcggatctg
cagcetecage
tgccacggaa

ggegtttcetg
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660
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1140
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Met

Ile

Ala

Lys

Lys
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Glu

Ala

Val

Val

Ile

145

Gln

Thr

Ala

Gly

Ile

Gly

Gly

Gly

Met

Pro

130

Thr

His

Cys

Asn

Gln

Ile

35

Asp

Lys

Lys

Arg

Gly

115

Met

Ala

Gly

Leu

Ser

Ala

20

Pro

val

Leu

Ser

Gln

100

Ile

Glu

Ala

Asn

Asp
180

Glu

Pro

vVal

Thr

85

Thr

Lys

Asp

Thr

Ala

165

val

Ala

Thr

Ala

Ala

Leu

70

val

Met

Gly

Ile

Asn

150

Leu

Asn

Thr

Leu

Ala

Leu

55

Val

Leu

val

Gly

Asn

135

Thr

Gly

Asp

Ser

Glu

Leu

40

Arg

Thr

Ile

Ala

Ala

120

Leu

Leu

Ile

Arg
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Asn Pro
10

Pro Ille

25

Ile Pro

Ala Glu

Ala Met

Gly Leu

Ile Arg

105

Ala Gly

His Phe

Ala Ala

Asp Pro

170

Ser Leu
185

Gln

Thr

Tyr

Arg

Ser

75

Ala

Glu

Gly

Thr

Met

155

Arg

Arg

Pro

Thr

Gly

Glu

60

Pro

Asp

Pro

Gly

Gly

140

val

Arg

His

53

Ser

Ile

Arg

45

Gly

Thr

Ala

Ser

Tyr

125

Asp

Asp

Val

val

Asp

Ala

30

Thr

val

Pro

val

Gln

110

Ala

Met

Asn

Thr

val
190

Val

15

Glu

Lys

Asn

Ala

Arg

Gly

Gln

His

His

Trp

175

Thr

Glu

Ala

Lys

Gly

80

Thr

Pro

Ile

Ala

Val

160

Arg

Gly



Leu

Thr

Glu

225

Asp

Thr

Gly

His

Glu

305

Lys

Thr

Val

Asp

385

Gly

Ala

Asp

Gly

Ala

210

Asp

Arg

Ala

Gly

Gly

290

vVal

Phe

val

Leu

Lys

370

Thr

Val

Ala

Glu

Gly

185

Ala

Leu

Arg

Leu

Thr

275

Cys

val

Phe

val

Lys

355

Phe

Ala

Arg

Asp

Asp
435

Pro

Ser

Lys

Pro

Leu

260

Pro

Asn

Leu

Asp

val

340

Ala

Gly

Ala

Val

Leu

420

Ala

Gly

Glu

Lys

val

245

Arg

Ala

Ser

Thr

Ile

325

Ala

Gly

val

Glu

Val

405

Ala

Ser

Gln

Ile

Arg

230

Thr

Asp

Leu

Leu

Glu

310

Lys

Thr

Leu

Glu

Arg

390

Glu

Thr

Ser

Gly

Met

215

Ile

Ala

Ala

vVal

Ile

295

Ala

Ser

Ile

Ala

Pro

375

Ser

Cys

Ala

Ser

Thr

200

Ala

Gly

Gly

Ile

His

280

Ala

Gly

Arg

Arg

Asn

360

Val

Met

Ser

Val

Ser
440

Pro

Ile

Arg

Asp

Asn

265

Gly

Thr

Phe

Ala

Ser

345

Leu

val

val

Val

Leu

425

His
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Arg Glu Gly Gly
205

Leu Cys Leu Ala
220

Ile Val val Gly
235

Leu Lys Cys Ala
250

Pro Asn Leu Val

Gly Pro Phe Ala
285

Thr Thr Ala Leu
300

Gly Ser Asp Leu
315

Gly Asp Leu Asp
330

Leu Lys His Asn

Glu Arg His Val
365

Ala Leu Asn Leu
380

Ala Asp Trp Gly
395

Trp Ala Glu Gly
410

Glu Val Val Asp

Gln Ile Tyr Gln
445

54

Phe

Thr

Gln

Gly

Gln

270

Asn

Asp

Gly

val

Gly

350

Ser

Phe

Glu

Gly

Gly

430

Pro

Asp

Asp

Thr

Ala

255

Thr

Ile

Leu

Ala

Ala

335

Asp

Asn

Ser

Gln

Ala

415

val

Vval

Ile

Leu

Tyr

240

Ile

Leu

Ala

Ser

Glu

320

Ala

Ser

Ile

Ser

Phe

400

Gly

Ser

Asp
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Gly Val Glu Ala Thr Leu His Thr Leu Ala Thr Glu Ile Tyr Gly Ala
450 455 460

Ala Asp Val Gln Phe Gly Pro Gln Ala Leu Lys Asp Leu Ala Phe Leu
465 470 475 480

Lys Asp Asn Gly Trp Asp Lys Leu Pro Val Cys Val Ser Lys Thr Gln
485 490 495

Tyr Ser Phe Ser Asp Asp Pro Ser Ala Leu Gly Ala Pro Ser Gly His
500 505 510

Thr Leu His Val Arg Glu Leu Val Pro Arg Ile Gly Ala Gly Phe Val
515 520 525

Val Ala Leu Thr Gly Asp Val Met Thr Leu Pro Gly Leu Pro Lys Lys
530 535 540

Pro Ala Ala Glu Arg Ile Asp Val Asn Ala Gln Gly Val Ile Ser Gly
545 550 555 560

Leu Phe

<210> 3

<211>192

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> promotor P3119 = PSOD

<400> 3

gagctgccaa ttattccggg cttgtgacce getaccegat aaataggteg getgaaaaat 60

ttegttgcaa tatcaacaaa aaggectatc attgggaggt gtegecaccaa gtacttttge 120

gaagcegceccat ctgacggatt ttcaaaagat gtatatgete ggtgeggaaa cctacgaaag 180
gattttttac cc 192
<210> 4

<211> 184

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> promotor P497 = PgroES

<400> 4

ggtcgagegg cttaaagttt ggctgccatg tgaattttta gecaccctcaa cagttgagtg 60
ctggcactcect cgggggtaga gtgecaaata ggttgtttga cacacagttg ttcacccgeg 120

acgacggetg tgctggaaac ccacaacegg cacacacaaa attttteteca tggagggatt 180

cate 184
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<400> 5
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ggccgttace ctgecgaatgt ccacagggta gctggtagtt tgaaaatcaa cgecgttgece

cttaggattc agtaactggc acattttgta atgcgctaga tctgtgtget cagtctteca

ggctgettat cacagtgaaa gcaaaaccaa ttegtggetg cgaaagtegt agecaccacg

aagtccagga
<210> 6
<211> 114
<212> ADN

ggacataca

<213> artificial

<220>

<223> promotor ... = IpR

<400> 6

gtcegactcat acgttaaate tatcacegea agggataaat atctaacace gtgegtgttg

actattttac ctctggcggt gataatggtt gcatgtacta aggaggatta atta

<210>7
<211>915
<212> ADN

<213> Corynebacterium glutamicum

<400>7

atgacccega
tttgtgcteca
ctagctgage
tggttcttta
cgggaggagt
gacactgcege
gatttgttag
aaccatgaga
tttcctaagg
ggttatgate
tgtgagatgt

ggtgegegec

gttetectga
cttttggetg
gtgggggttg
ctcgtcagge
tegeteeget
aggtgaagaa
gtegtgtgge
acttgegtta
atgcggttgg
cggatgcgat
gggetggteg

cgtatcatca

agttcgtaat
cecctgactec
gattactgag
gattcgeget
tgcggaggag
ggctgtgttg
tgagaatgat
tattgcggag
taagcggaag
tgttttgget
tgtgttgaat

ggcgtatage

cgtceegageg
actggaattg
gctggatatt
gagtcgattg
tteggeeecga
ttggtgtcta
tatccgatgg
aaccataatg
gegtttgace
cgttttatge
attcatcaca

cgtggtgtga

ctgegectga
tggcgaagtt
tcacggatcce
ataccacgat
gggctaagtg
aggagggeca
aagttgttgce
ttcegttttt
aggtcgctga
agattttgee
gtttettgee

agttgattgg

56

agagcgtcag
gtegtegtte
tgattcgaat
tgagcagttg
gagtttcact
ctgcttgeac
ggttgtgggt
ccatgtgecg
gattgtgaat
gccggatttg
gtegtttatg

tgcgacetge

60

120

180

199

60

114

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720



ES 2517394 T3

cattatgcga ctggggatct ggatgatggt ccgatcattg agcaggatgt tattcgtgtg 780
acgcataagg atacgccgac tgagatgecag cgtttgggec gegatgegga gaagcaggtg 840
ctggctegeg gtttgegttt ccacttggag gaccgggtge tggtttacgg taaccgcacg 900
gttgtetttg attaa 915
<210> 8

<211> 304

<212> PRT

<213> Corynebacterium glutamicum

<400> 8

Met Thr Pro Ser Ser Pro Glu Val Arg Asn Arg Pro Ser Ala Ala Pro
1 5 10 15

Glu Glu Arg Gln Phe Val Leu Thr Phe Gly Cys Pro Asp Ser Thr Gly
20 25 30

Ile Val Ala Lys Leu Ser Ser Phe Leu Ala Glu Arg Gly Gly Trp Ile

Thr Glu Ala Gly Tyr Phe Thr Asp Pro Asp Ser Asn Trp Phe Phe Thr
50 55 60

Arg Gln Ala Ile Arg Ala Glu Ser Ile Asp Thr Thr Ile Glu Gln Leu
65 70 75 80

Arg Glu Glu Phe Ala Pro Leu Ala Glu Glu Phe Gly Pro Arg Ala Lys

Trp Ser Phe Thr Asp Thr Ala Gln Val Lys Lys Ala Val Leu Leu Val
100 105 110

Ser Lys Glu Gly His Cys Leu His Asp Leu Leu Gly Arg Val Ala Glu
115 120 125

Asn Asp Tyr Pro Met Glu Val Val Ala Val Val Gly Asn His Glu Asn
130 135 140

Leu Arg Tyr Ile Ala Glu Asn His Asn Val Pro Phe Phe His Val Pro
145 150 155 160

Phe Pro Lys Asp Ala Val Gly Lys Arg Lys Ala Phe Asp Gln Val Ala
165 170 175

Glu Ile Val Asn Gly Tyr Asp Pro Asp Ala Ile Val Leu Ala Arg Phe
180 185 190

57



Met Gln

Ile

Leu Pro

195

Asn
210

Leu

Tyr His

225

His Tyr

val

Ile

Gly Arg

Ile

Gln

Ala

Arg

Asp

His His

Ala Tyr

Pro

Ser

Ser

Leu
200

Asp

Phe
215

Leu

Arg Gly

230

Thr Gly

245

Val Thr

260

Ala Glu

275

Glu
290

Leu

<210>9
<211> 2952
<212> ADN

Asp

Arg Val

Asp

His

Lys

Leu

Leu Asp

Lys Asp

Gln Vval

280

val
295

Tyr

<213> Corynebacterium jeikeium

<400> 9

atgtcttctg
aaccaggccg
gccgacgatg
ctggatgaga
cagcagctga
gtggtggaga
gggegecteg
gtggccggtg
gctcgeggea
caccagecagt
gtegtggace
ggcegtggtge
tctgeggega
ctggtgacct
ggcgtgecge

cagcgtaage

cagctacteg
atacccagga
cecteccgaa
cggacaccct
tcggcaacgg
acccgggetg
aggccctgcet
cttcegetgtt
atgcgaagge
ccatcaccgt
tggacggega
ttteccaacce
aggagaccgg
cccecgggete
tattcttegg

tgccgggecy

ccegtaattca
gatcctcgat
gtecgateege
ggccgeectg
ttacttegac
gtacacegee
gaacttccag
agacgaagce
tgccaagaag
aaccctggeg
agatgctace
cggctcecace
cgetetggtg
ccaaggtgce
tggecccgeac

catcgtggge

ES 2517394 T3

Cys Glu Met

Pro Ser Phe

Val Lys Leu

235

Asp Gly Pro

250

Thr Pro Thr

265

Leu Ala Arg

Gly Asn Arg

gccccctteg
tacctggget
caggcaggee
cgtgcttacg
acgatcacte
tacacccect
acgatggtge
accgcagtgg
ggcggegtgg
cgegetgagg
geegegtttg
ggcegegtee
acggtegett
gacattgctg
gcgggettca

gtgtccgtgg

Ala
205

Met
220

Gly
Ile Gly
Ile

Ile

Glu Met

Gly

Ala

Ala

Glu

Gln

Val

Pro

Thr Cys

240

Gln
255

Asp

Arg Leu

270

Leu
285

Gly

Thr
300

vVal

ttcagcgeca
atgaatctte
cgatceggecet
ctgacaagaa
cggcegtgat
accagccgga
aggacctgac
ccgaggeegt
tgctgctgga
ctgegggtat
agggcecgcega
gcgaccetgte
gtgacctget
tcggectceege
tctectgeac

atgccgaggg

58

Arg

val

Phe His

Phe Asp

catcggceca
cgccgegetg
gceggaggea
cgtgcagaag
tegeegeaac
aatctcccag
cggectgeca
gcagctgatg
ttectecctg
ceccggtggag
gaacctegte
cggtetgate
ggctcaggtt
ccagegette
cgaggctetg

caccceggee

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960



taccgettgg
atctgtaccg
ccagecggee
gcectgtecg
gacgtgtctg
ggctacaace
acggacgagg
tececgegaget
gacgaggaga
cgctacatge
ggctcctgea
ttcgcaggea
gaggacctgg
aacgeggget
cgeggegacg
gectetgeag
atcgacgtgc
atgctgacct
aaggttcacg
ggcctggecce
ttcaccatcce
ctgatcccgt
cagtceggec
tggtectaca
gtgaacgcca
gacaccggecc
ggcatcaccg
ttggecettec
gagctggacc
gacggcaagg
gttgtgeggg

gcataccegg

aacgcctatg
aacgaggact
<210>10
<211>983
<212> PRT

ctetgecagac
ctcaggctct
tgegegecat
aggctggcct
gttettetet
tgegecaggt
acattgccaa
tcgacgtcac
ttctgaccca
gcaagctgge
ccatgaagct
tccaccegea
aggagcgcct
cccagggcega
atcagegtga
cgetggeggg
cggacctgga
accectcecac
acgetggegg
agcegggega
cgcacggtgg
tcctgeccac
agceggtcete
tcgcacagat
actacgttte
tggtegecca
ccgaggacgt
cggtegecgg
gcttcatecga
tcacegecga
acgacttega

tggctagecct

gcgaccgcaa

ag

cegtgagcag
gctggecgtc
cgecgagggg
gacgctggeg
tggtgacgee
taacgattce
gctgatcgag
cgcecggeccg
ccegatette
cgaccgcgac
gaacgcggec
cgtececggec
ggcgaagatc
gttegeegge
catcgttcetg
cctgaaggtce
ggccaagctg
ccacggegtg
ccaggtgtac
gttcggegge
tggcggeceg
cgacccgaac
cggcgegeag
gggcgacgaa
ccgcaagetg
cgagtgecatce
atccaagcge
caccctgatg
agcgatgatc
acagtcegtt
ggaagctgta

gcgacacacce

tctegtgtge

ES 2517394 T3

cacattcgce
gttgccggtt
gtgcacgecee
cacgatacct
cccacggete
ttegteggea
gtgctgggcet
ctgggcgagg
accgccatca
ctggegetgg
gtctecatgg
gagcaggcgce
accggctacg
ctgctggega
atcccggect
gtggetgtga
gagaagtacg
ttegaggage
gtcgacggeg
gacgtatccc
ggegttggec
gccgacgtta
tacggcteeg
ggecctgactg
gaggactact
ctggacctge
ctgatggact
atggagccceca
accatccacg
ctgcgecacg
tecggtggte

aagtacttca

acctgcceccge

gcgacaaggc
tctacgeggt
gcgegacege
tcttcgacac
tgcgegeege
tctectgtegg
cccgeaccgg
ccggegtget
cttecgagac
atcgtacgat
agccgatcac
agggctgget
ccaaggtttc
tccaccgeta
ccgcgcacgg
agaatgccga
gcgagcagac
aggtgcgcga
ctaacctgaa
acctgaacct
cggtgtgegt
tcgagggega
ctggegtgcet
aggectceceg
acccgacgct
gtgaactcac
teggetteca
ccgagtcgga
gggagatcca
cgcegtttac
acttcagceg

cccecegtgeg

ccctggaaga

59

caccagtaac
ctggcacgge
cctggecgtt
cgtcacegtt
agccgaggca
cgagtccace
cgaggtcaac
gcgegeggag
ccagatgatg
gatccegetg
ctggectgge
ggagctcate
cgtccagecg
ccaccagtec
caccaacgcet
agacggctecc
cgccgecate
cgtectgecag
cgecectggte
gcacaagacc
ggcagagcac
tgctgcectg
gccgatcacce
catggcectg
gtacaagggce
gaaggcctee
cgccecgace
ggacaaggaa
ggaagttate
cgectattct
tgccaaggee

tegtatcgac

cttcgcaatt

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

2952



<213> Corynebacterium jeikeium

<400> 10

Met

1

His

Gly

Ile

Asp

€5

Gln

Ile

Pro

Phe

Ser

145

Ala

Asp

Glu

Ala

Ser

Tyr

Arg

Thr

Gln

Arg

Tyr

Gln

130

Leu

Arg

Ser

Ala

Thr

Ser

> Gly

Glu

35

Gln

Leu

Leu

Arg

Gln

115

Thr

Leu

Gly

Ser

aAla

195

Ala

Ala

Pro

20

Ser

Ala

Ala

Ile

Asn

100

Pro

Met

Asp

Asn

Leu

180

Gly

Ala

Ala

Asn

Ser

Gly

Ala

Gly

85

val

Glu

Val

Glu

Ala

165

His

Ile

Phe

Thr

Gln

Ala

Pro

Leu

70

Asn

Val

Ile

Gln

Ala

150

Lys

Gln

Pro

Glu

Arg Arg Asn

Ala

Ala

Ile

Arg

Gly

Glu

Ser

Asp

135

Thr

Ala

Gln

Val

Gly

Asp

Leu

40

Gly

Ala

Tyr

Asn

Gln

120

Leu

Ala

Ala

Ser

Glu

200

Arg

Thr

25

Ala

Leu

Tyr

Phe

Pro

105

Gly

Thr

Val

Lys

Ile

185

val

Glu

ES 2517394 T3

Ser Ala Pro Phe Val
10

Gln Glu Ile Leu Asp
30

Asp Asp Ala Leu Pro
45

Pro Glu Ala Leu Asp

Ala Asp Lys Asn Val
75

Asp Thr Ile Thr Pro
920

Gly Trp Tyr Thr Ala
110

Arg Leu Glu Ala Leu
125

Gly Leu Pro Val Ala
140

Ala Glu Ala Val Gln
155

Lys Gly Gly Vval val
170

Thr Val Thr Leu Ala
190

Val Asp Leu Asp Gly
205

Asn Leu Val Gly Val

60

Gln

15

Tyr

Lys

Glu

Gln

Ala

Tyr

Leu

Gly

Leu

Leu

175

Arg

Glu

val

Arg

Leu

Ser

Thr

Lys

80

val

Thr

Asn

Ala

Met

160

Leu

Ala

Asp

Leu



ES 2517394 T3

210 215 220

Ser Asn Pro Gly Ser Thr Gly Arg Val Arg Asp Leu Ser Gly Leu Ile
225 230 235 240

Ser Ala Ala Lys Glu Thr Gly Ala Leu Val Thr Vval Ala Cys Asp Leu
245 250 255

Leu Ala Gln Val Leu Val Thr Ser Pro Gly Ser Gln Gly Ala Asp Ile
260 265 270

Ala Val Gly Ser Ala Gln Arg Phe Gly Val Pro Leu Phe Phe Gly Gly
275 280 285

Pro His Ala Gly Phe Ile Ser Cys Thr Glu Ala Leu Gln Arg Lys Leu
290 295 300

Pro Gly Arg Ile Val Gly Val Ser Val Asp Ala Glu Gly Thr Pro Ala
305 310 315 320

Tyr Arg Leu Ala Leu Gln Thr Arg Glu Gln His Ile Arg Arg Asp Lys
325 330 335

Ala Thr Ser Asn Ile Cys Thr Ala Gln Ala Leu Leu Ala Val Val Ala
340 345 350

Gly Phe Tyr Ala Val Trp His Gly Pro Ala Gly Leu Arg Ala Ile Ala
355 360 365

Glu Gly Val His Ala Arg Ala Thr Ala Leu Ala Val Ala Leu Ser Glu
370 375 380

Ala Gly Leu Thr Leu Ala His Asp Thr Phe Phe Asp Thr Val Thr Val
385 390 395 400

Asp Val Ser Gly Ser Ser Leu Gly Asp Ala Pro Thr Ala Leu Arg Ala
405 410 - 415

Ala Ala Glu Ala Gly Tyr Asn Leu Arg Gln Val Asn Asp Ser Phe Val
420 425 430

Gly Ile Ser Val Gly Glu Ser Thr Thr Asp Glu Asp Ile Ala Lys Leu
435 440 445

Ile Glu Val Leu Gly Ser Arg Thr Gly Glu Val Asn Ser Ala Ser Phe
450 455 460

Asp Val Thr Ala Gly Pro Leu Gly Glu Ala Gly Val Leu Arg Ala Glu
465 470 475 480

61



Thr

Leu

Ala

His

545

Glu

Ser

Ala

val

Leu

625

Ile

Thr

Glu

Val

Pro

705

Phe

Glu

Gln

Asp

Ala

530

Pro

Asp

val

Ile

Leu

610

Ala

Asp

Ala

Gln

Tyr

€90

Gly

Thr

Glu

Met

Arg

515

val

His

Leu

Gln

His

595

Ile

Gly

Val

Ala

Vval

675

Val

Glu

Ile

Ile

Met

500

Thr

Ser

Val

Glu

Pro

580

Arg

Pro

Leu

Pro

Ile

660

Arg

Asp

Phe

Pro

Leu

485

Arg

Met

Met

Pro

Glu

565

Asn

Tyr

Ala

Lys

Asp

645

Met

Asp

Gly

Gly

His
725

Thr

Tyr

Ile

Glu

Ala

550

Arg

Ala

His

Ser

Val

630

Leu

Leu

val

Ala

Gly

710

Gly

His

Met

Pro

Pro

535

Glu

Leu

Gly

Gln

Ala

615

val

Glu

Thr

Cys

Asn

695

Asp

Gly

Pro

Arg

Leu

520

Ile

Gln

Ala

Ser

Ser

600

His

Ala

Ala

Tyr

Gln

680

Leu

val

Gly

Ile

Lys

505

Gly

Thr

Ala

Lys

Gln

585

Arg

Gly

vVal

Lys

Pro

665

Lys

Asn

Ser

Gly

ES 2517394 T3

Phe

490

Leu

Ser

Trp

Gln

Ile

570

Gly

Gly

Thr

Lys

Leu

650

Ser

val

Ala

His

Pro
730

Thr

Ala

Cys

Pro

Gly

555

Thr

Glu

Asp

Asn

Asn

635

Glu

Thr

His

Leu

Leu

715

Gly

Ala

Asp

Thr

Gly

540

Gly

Phe

Asp

Ala

620

Ala

Lys

His

Asp

Val

700

Asn

Vval

62

Ile

Arg

Met

525

Phe

Leu

Tyr

Ala

Gln

605

Ala

Glu

Tyr

Gly

Ala

€85

Gly

Leu

Gly

Thr

Asp

510

Lys

Ala

Glu

Ala

Gly

590

Arg

Ser

Asp

Gly

Val

670

Gly

Leu

His

Pro

Ser

495

Leu

Leu

Gly

Leu

Lys

575

Leu

Asp

Ala

Gly

Glu

655

Phe

Gly

Ala

Lys

val
735

Glu

Ala

Asn

Ile

Ile

560

Val

Leu

Ile

Ala

Ser

640

Gln

Glu

Gln

Gln

Thr

720

Cys



val

Vval

Ala

Ala

785

Vval

Leu

Leu

Lys

vVal

865

Glu

Gln

His

Ala

Ala

945

Asn

Asp

Ala

Ile

Gln

770

Gln

Asn

Tyr

Arg

Arg

850

Ala

Leu

Glu

Ala

val

930

Ser

Ala

Phe

<210> 11

Glu

Glu

755

Tyr

Met

Ala

Lys

Glu

835

Leu

Gly

Asp

Val

Pro

915

Ser

Leu

Tyx

Ala

<211> 384

<212> ADN

His

740

Gly

Gly

Gly

Asn

Gly

820

Leu

Met

Thr

Arg

Ile

900

Phe

Gly

Arg

Gly

Ile
980

Leu

Asp

Ser

Asp

Tyr

805

Asp

Thr

Asp

Leu

Phe

885

Asp

Thr

Gly

His

Asp

965

Asn

Ile

Ala

Ala

Glu

780

val

Thr

Lys

Phe

Met

870

Ile

Gly

Ala

His

Thr

950

Arg

Glu

Pro

Ala

Gly

775

Gly

Ser

Gly

Ala

Gly

855

Met

Glu

Lys

Tyr

Phe

935

Lys

Asn

Asp

<213> Corynebacterium jeikeium

<400> 11

Phe

Leu

760

Val

Leu

Arg

Leu

Ser

840

Phe

Glu

Ala

Vval

Ser

920

Ser

Tyr

Leu

Leu

745

Gln

Leu

Thr

Lys

val

825

Gly

His

Pro

Met

Thr

905

val

Arg

Phe

val

ES 2517394 T3

Pro

Ser

Pro

Glu

Leu

810

Ala

Ile

Ala

Thr

Ile

890

Ala

val

Ala

Thr

Cys
970

Thr

Gly

Ile

Ala

795

Glu

His

Thr

Pro

Glu

875

Thr

Glu

Arg

Lys

Pro

955

Thr

Asp

Gln

Thr

780

Ser

Asp

Glu

Ala

Thr

860

Ser

Ile

Gln

Asp

Ala

940

val

Cys

63

Pro

Pro

765

Trp

Arg

Tyr

Cys

Glu

845

Leu

Glu

His

Ser

Asp

925

Ala

Arg

Pro

Asn

750

val

Ser

Met

Tyr

Ile

830

Asp

Ala

Asp

Gly

val

910

Phe

Tyr

Arg

Pro

Ala

Ser

Tyr

Ala

Pro

815

Leu

val

Phe

Lys

Glu

895

Leu

Glu

Pro

Ile

Leu
975

Asp

Gly

Ile

Leu

800

Thr

Asp

Ser

Pro

Glu

880

Ile

Arg

Glu

Val

Asp

960

Glu



10

atgactgcac
getgttgttg
ggtgacatceg
ttcggegagg
gttgtggctg
ggtgaggget
gcttaccagg
<210>12
<211>127
<212> PRT

tgccaactga
agggcgagac
tgttegtega
ttgagtccac
tcaacgaggce
ggctgtacga

cggctaacga

cttecctgtac
cgtgegegtyg
gctgeeggag
caagtcegtt
gctggaagac
ggtcaaggtg

gtaa

<213> Corynebacterium jeikeium

<400> 12
Met Thr
1

Val Asn

Thr

His

Glu
50

Pro
Glu Ser
Val Vval
Glu

Asp

Ala Gly

Ala

Thr

Ile

35

val

Thr

Ala

Pro

Glu

Leu Pro

Ser Ala

20

Ala Ala

Ser

Gly

Lys Ser

Thr

Val

Glu

Glu

Val

Asp Phe

val Glu

Ala Leu

40

Val
55

Glu

Ser Asp

70

Val Asn

85

Tyr
100

Gly

Leu Met

115

<210> 13
<211> 1170
<212> ADN

Glu

Glu

Glu

Ala Leu

Gly Trp

Ala Glu

120

<213> Corynebacterium jeikeium

<400> 13

ES 2517394 T3

tccgaagage
ggcattaccce
gttggectecg
tccgacatcet

aacgctggee

accgaggecg

Leu Tyr Ser

10

Gly Glu Thr

25

Gly Asp Ile

Ala Gly Glu

Ile Ala

75

Tyr

Glu Asp Asn

20

Leu Glu

105

Tyr

Ala Tyr Gln

acgagtgggt
acatcgeege
aggttgaégc
acgcaccggt
tgatcaacga

gcgagetgat

Glu Glu

val Arg

Val Phe

45

Ala Phe

Pro Val
Ala

Gly

Val Lys

His

Val

val

Gly

Ser

Leu

val

taacacctcec
tgaggegetg
cggegagget
ttectggegag
agatccatac

ggaggctgag

Glu
15

Trp
Gly Ile
Glu

Leu

Glu Vval

Gly Glu
Ile

Asn

Thr Glu

110

Ala Ala

125

64

Asn

Glu

60

120

180

240

300

360

384



atgaccgaac
accgactteg
gctgtacgea
ggcccgcagyg
gtcggcaagg
atcacctacc
aacgtggtct
tececgatgega
atcgtggaga
gctatcgagg
ctggtggece
ggtgcggaga
tgtggectgg
gagctatcge
tectaaggact
caggtactta
tttgceggtg
ctgggccace
gctgagggtg
gcgctgecegt
<210> 14
<211> 389
<212> PRT

ttaagaagac
gceggetggga
atgcegtggg
cageggagtt
cgaagtactce
gcctgggega
ccgecactgca
cctecatgat
acgtcgtgga
ggctgggtta
gcacaggcta
cegtgtggac
cctgecgega
tgaagctcac
ctttegttgg
tcgggetgge
acggcgagaa
cggtggcatt
cgaccgtgga

tctacteceg

cgegetgecac
catgectctg
cgtattegac
cctggaccac
gatgatctgc
caacgagttc
gggccgcace
cgecegtacag
tgcacccgag
ctacgcggeca
taccggcgag
caaggctatg
caccctgege
cecggtegat
tegtgacgee
gggcgagggt
ggccateggat
ggcatacgtce
ggtagacatc

cgagaagtaa

<213> Corynebacterium jeikeium

<400> 14

Met Thr Glu Leu

1

Gly Ala Arg Phe

Ser Ser Glu Leu

35

Phe Asp Leu Ser

50

5

20

40

55

ES 2517394 T3

ctggtgcacg
aagtacagca
ctctcecaca
gcgcetgattt
accgaatccg
ctgatcgtge
gagggctttg
gggcccaagg
gcatcecggeg
ttcagecggtg
gacggttteg
gaccaggctg
ctggaggcetg
getgggetgg
atcgttteceg
cgecgegetg
gecgtgacct
gcgaagtccg

cgeggeaage

Lys Lys Thr Ala Leu His Leu

10

Thr Asp Phe Gly Gly Trp Asp
25
Asp Glu His His Ala Val Arg

His Met Gly Glu Val Arg Val

agaagttggg
gtgagctgga
tgggtgaggt
cgaagctgte
gtggcatcat
cgaacgcggg
acgtggaggt
ccgegeagge
cgggcgagac
ttgccgecagg
agctgatcgt
cgcagetggg
gcatgeccget
gcattcttge
ccaaggaaaa
ccegtggggg
ccggtgcact
cagtgteccte

gcetttgaata

cgcgegattt
cgagecaccac
tegegtgace
ggcagtgaag
cgacgacctg
caacgtggac
taacaacgaé
gatgctggag
cgttgecgag
tcagccegtyg
ggctaacgat
tggecctgecg
gtacggcaac
ggcgacgaag
gggtaceccag
atacgaggtg
gtcgcegacg
cggegeggee

caaggttgtg

Val His Glu Lys Leu

15

Met Pro Leu Lys Tyr

30

Asn Ala Val Gly Val

45

Thr Gly Pro Gln Ala

60

65

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1170



Ala

65

val

Ile

Val

Ser

145

Ile

Thr

Gly

Gly

val

225

Cys

Leu

Leu

Asp

Gly

305

Phe

Glu

Gly

Asp

Pro

Thr

130

Met

Val

val

Vval

Glu
210

Trp

Gly

Tyr

Gly

Ala

290

Leu

Ala

Phe

Lys

Asp

Asn

115

Glu

Ile

Glu

Ala

Ala

185

Asp

Thr

Leu

Gly

Ile

275

Ile

Ala

Gly

Leu

Ala

Leu

100

Ala

Gly

Ala

Asn

Glu

180

Ala

Gly

Lys

Ala

Asn

260

Leu

Val

Gly

Asp

Asp

Lys

85

Ile

Gly

Phe

val

Val

165

Ala

Gly

Phe

Ala

Cys

245

Glu

Ala

Ser

Glu

Gly

His

70

Tyr

Thr

Asn

Asp

Gln

150

Val

Ile

Gln

Glu

Met

230

Arg

Leu

Ala

Ala

Gly

310

Glu

Ala

Ser

Tyr

val

Val

135

Gly

Asp

Glu

Pro

Leu

215

Asp

Asp

Ser

Thr

Lys

295

Arg

Lys

Leu

Met

Arg

Asp

120

Glu

Pro

Ala

Gly

Val

200

Ile

Gln

Thr

Leu

Lys

280

Glu

Arg

Ala

Ile

Ile

Leu

Asn

val

Lys

Pro

Leu

185

Leu

val

Ala

Leu

Lys

265

Ser

Lys

aAla

Ile

ES 2517394 T3

Ser

Cys

920

Gly

Val

Asn

Ala

Glu

170

Gly

val

Ala

Ala

Arg

250

Leu

Lys

Gly

Ala

Gly

Lys

75

Thr

Asp

Val

Asn

Ala

155

Ala

Tyr

Ala

Asn

Gln

235

Leu

Thr

Asp

Thr

Axg

315

Ala

Leu

Glu

Asn

Ser

Glu

140

Gln

Ser

Tyr

Arg

Asp

220

Leu

Glu

Pro

Ser

Gln

300

Gly

val

66

Ser

Ser

Glu

Ala

125

Ser

Ala

Gly

Ala

Thr

205

Gly

Gly

Ala

Val

Phe

285

Gln

Gly

Thr

Ala

Gly

Phe

110

Leu

Asp

Met

Ala

Ala

190

Gly

Ala

Gly

Gly

Asp

270

Val

Val

Tyr

Ser

Val

Gly

95

Leu

Gln

Ala

Leu

Gly

175

Phe

Tyr

Glu

Leu

Met

255

Ala

Gly

Leu

Glu

Gly

Lys

80

Ile

Ile

Gly

Thr

Glu

160

Glu

Ser

Thr

Thr

Pro

240

Pro

Gly

Arg

Ile

Vval

320

Ala
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Leu Ser Pro Thr Leu Gly His Pro Val Ala Leu

Ser Ala Val Ser

325

340

355

Asp Ile Arg Gly Lys

370

Tyr Ser Arg Glu

385

<210> 15
<211> 1017
<212> ADN

Lys

<213> Escherichia coli

<400> 15
atgtccacat
gaagagtgta
gccgacacgg
atggaagaag
gatcteggea
tccacgtega
cgtaacgate
cgcgaaacca
cgcectggeaa
gtacgttece
tgcgaggcca
atctcceega
agcetgggaat
acctggggeg
gtgtttaceg
tgcctgtace
gaacaggaaa
<210> 16
<211> 338
<212> PRT

tacgcctget
tttttegeca
tagtaattgg
ataacgtccg
atacctgett
ttgtgctcaa
tggtggtgaa
aagatcgegg
actatctcaa
gcgtgaccaa
taaccgagge
acaaaacgcc
ggaacttecgg
gcgtggaact
acagcctcaa
gcgcagatat

aagagctacg

<213> Escherichia coli

<400> 16

360

375

catctctgac
aatgccegece
tegegegeag
cetggegegg
tacctttatg
tgegetgaac
aaccgtcgaa
cttccaccac
tccggataaa
cctcaccgag
ctttttegee
agacttgcca
tcaggctecg
gecatttegac
cccegegecg
getgcaacag

ggagttatcg

ES 2517394 T3

330

345

Ser Gly Ala Ala Ala Glu Gly

Arg Phe Glu Tyr Lys Val

tcttacgace
acgcagegeg
aacccgtgga
cgcagtageg
gctggcaage
gegeteggeg
ggcgaccgea
ggcaccttge
aagaaactgg
ctgttgeegg
cattatggcg
aacttcgceceg
geattctege
gttgaaaaag
ctggaagccec
gagtgcgaag

gcatggatgg

335

Ala Tyr Val Ala Lys
350

Ala Thr Val Glu Val

365

Val Ala Leu Pro Phe

380

cgtggtttaa
ttctgtttct
aagagtgtaa
gtggeggege
cggagtacga
tcagcgeega
aagtctcagg
tactcaatgce
cggcgaaagg
ggatcaccca
agegegtgga
aaacctttge
atctgctgga
gccatatcac
tcgeeggacg
cgetgttggt

cgggggetgt

67

cctggeggtg
ctggcgcaat
tacceggegg
ggtgttecac
taaaactatce
agegtccgga
cteggectat
cgacctcage
cattacgtcg
tgagcaggtt
agcggaaatce
ccgccagagt
tgaacgettt
ccgegeccag
actgcaaggce
tgacttcceg

aaggtag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
260

1017



Met

Asn

Ala

Asn

€5

Asp

Asp

Gly

Val

Asp

145

Gly

Pro

Phe

Lys

225

Ser

Ser

Leu

Val

Gln

val

Leu

Lys

Vval

Glu

130

Arg

Leu

Ile

Gly

Ala

210

Thr

Trp

Thr

Ala

Leu

35

Asn

Arg

Gly

Thr

Ser

115

Gly

Gly

Ala

Thr

Ile

195

His

Pro

Glu

Leu

val

20

Phe

Pro

Leu

Asn

Ile

100

Ala

Asp

Phe

Asn

Ser

180

Thr

Tyr

Asp

Trp

Glu

Leu

Trp

Ala

Thr

85

Ser

Glu

Arg

His

Tyr

165

Val

His

Gly

Leu

Asn
245

Leu

Glu

Trp

Lys

Arg

70

Cys

Thr

Ala

Lys

His

150

Leu

Arg

Glu

Glu

Pro

230

Phe

Leu

Cys

Arg

Glu

55

Arg

Phe

Ser

Ser

Val

135

Gly

Asn

Ser

Gln

Arg

215

Asn

Gly

Ile

Ile

Asn

40

Cys

Ser

Thr

Ile

Gly

120

Ser

Thr

Pro

Arg

val

200

Val

Phe

Gln

Ser

Phe

25

Ala

Asn

Ser

Phe

val

105

Axrg

Gly

Leu

Asp

val

185

Cys

Glu

Ala

Ala

ES 2517394 T3

Asp Ser
10

Arg Gln

Asp Thr

Thr Arg

Gly Gly
75

Met Ala
90

Leu Asn

Asn Asp

Ser Ala

Leu Leu
155

Lys Lys
170

Thr Asn

Glu Ala

Ala Glu

Glu Thr

235

Pro Ala
250

Tyr

Met

val

Arg

60

Gly

Gly

Ala

Leu

Tyr

140

Asn

Lys

Leu

Ile

Ile

220

Phe

Phe

68

Asp

Pro

val

45

Met

Ala

Lys

Leu

val

125

Arg

Ala

Leu

Thr

Thr

205

Ile

Ala

Ser

Pro

Ala

30

Ile

Glu

val

Pro

Asn

110

Vval

Glu

Asp

Ala

Glu

190

Glu

Ser

Arg

His

Trp

15

Thr

Gly

Glu

Phe

Glu

95

Ala

Lys

Thr

Leu

Ala

175

Leu

Ala

Pro

Gln

Leu
255

Phe

Gln

Arg

Asp

His

Tyr

Leu

Thr

Lys

Ser

160

Lys

Leu

Phe

Asn

Ser

240

Leu
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Asp Glu Arg

His
275

Lys Gly

Ala Pro Leu

290

Ala
305

Asp Met

Glu Gln Glu
Val Arg
<210> 17
<211> 1050

<212> ADN

Phe
260

Ile

Glu

Gly

Thr Trp

Thr Arg Ala

Ala Leu Ala

Gly

Gln
280

Gly

Leu

Gln Gln

295

Glu Cys

310

Lys
325

Glu Leu

Arg Glu

<213> Corynebacterium jeikeium

<400> 17
atgagtgtga
cccatcgagt
gatattaaga
ccgaatatca
tgtteecgece
gacgagccac
aceggegtga
aagaagattc
aaccgecegg
ctggagacag
ctggaggtca
ggcatgggtg
accgacattce
cgttgggtga
aaggctgtta
caggccaagce
ctcgattcca
gacacgccgg
<210> 18
<211> 349
<212> PRT

ccgcagatgg
cgaagccteg
atcgcgtgaa
acgagtgetg
gttgcgactt
gcegegtgge
cgcgcgatga
acgagctgaa
agctgctgaa
ttcecgegeat
ttcaggcage
agaagaagga
tgacgattac
agccggagga
tgtceggeee
aggcgcgegg
ccacgtecgea

tcactgegte

acgccggatg
gtggateccge
gggegetgge
ggaggaccge
ctgccagatt
ggagaatgte
cctggatgat
cccgaacacqg
ggtegtette
ctttaagcgce
tcacgattac
agaggteccge
ccagtacctg
gttcatggag
gttggtgcegt
cgaggetatt
ggaggcctet

gcgeegetag

<213> Corynebacterium jeikeium

ES 2517394 T3

Val Glu Leu
265

Val Phe Thr

Arg Leu Gln

Glu Ala Leu
315

Leu Ser Ala
330

ctacgeatceg
acgaccgcega
ctgcacaccg
gaggcgacgt
aagtcecggece
cgcgagatgg
gagggcgegt
ggtgtggaga
gattcccage
atccgecegg
ggcectggtga
gcggetatea
cgecegtett
cactccgacg
tcctcttace
ceggagaace

acactgctgg

His Phe

Asp

Val Glu

270

Asp Ser
285

Gly Cys
300

Leu Val

Trp Met

aggegaagaa
aggtcggece
tgtgccaaga
tcctecategg
geecgtecee
gtctgegeta
ggctgtatge
atctgacgee
cggaggtgtt
cctttaagta
cgaagtccaa
aggacctgge
ccatgeacca
cagcctacga
gcgecggecg
tgaagecactt

agecgctacgg

69

Leu

Leu

Asp

Ala

Asn Pro

Tyr Arg

Phe Pro
320

Gly Ala
335

tgccgaaace
ggagtatcgg
ggctggetge
cggtgatacg
gctggatatg
cgccaccate
cgaggttgtg
agatttttce
tgcccacaac
cgaccgttee
cctgatcctg
agacgccgge
cccgattgag
getgggeate
cctgtacgeg
ggaggagact

cgcttcecggag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

9200

960

1020

1050



<400> 18

Met

1

Asn

Ala

Ala

Glu

Cys

Pro

Met

Asp

Glu

145

Asn

Phe

Pro

Asp

Ser

Ala

Lys

Gly

Cys

Ser

Leu

Gly

Asp

130

Leu

Arg

Ala

Ala

Tyr
210

val

Glu

val

Leu

Trp

Arg

Asp

Leu

115

Glu

Asn

Pro

His

Phe

195

Gly

Thr

Thr

20

Gly

His

Glu

Arg

Met

100

Arg

Gly

Pro

Glu

Asn

180

Lys

Leu

Ala

Pro

Pro

Thr

Asp

Cys

85

Asp

Tyr

Ala

Asn

Leu

165

Leu

Tyr

Val

Asp

Ile

Glu

Val

Arg

70

Asp

Glu

Ala

Trp

Thr

150

Leu

Glu

Asp

Thr

Gly

Glu

Tyr

Cys

55

Glu

Phe

Pro

Thr

Leu

135

Gly

Lys

Thr

Arg

Lys
215

Arg

Ser

Arg

40

Gln

Ala

Cys

Arg

Ile

120

Tyr

val

val

Val

Ser

200

Ser

ES 2517394 T3

Arg Met

Lys Pro

25

Asp Ile

Glu Ala

Thr Phe

Gln Ile

Arg Val

105

Thr Gly

Ala Glu

Glu Asn

val Phe

170

Pro Arg
185

Leu Glu

Asn Leu

Leu

Arg

Lys

Gly

Leu

75

Lys

Ala

val

Val

Leu

155,

Asp

Ile

Val

Ile

Arg

Asn

Cys

60

Ile

Ser

Glu

Thr

val

140

Thr

Ser

Phe

Ile

Leu
220

70

Ile

Ile

Arg

45

Pro

Gly

Gly

Asn

Arg

125

Lys

Pro

Gln

Lys

Gln
205

Glu

Arg

30

Vval

Asn

Gly

val

110

Asp

Lys

Asp

Pro

Arg

190

Ala

Met

Ala

15

Thr

Lys

Ile

Asp

Pro

95

Arg

Asp

Ile

Phe

Glu

175

Ile

Ala

Gly

Lys

Thr

Gly

Asn

Thr

80

Ser

Glu

Leu

His

Ser

160

Val

Arg

His

Glu



10

Lys
225

Lys
Thr Asp
Pro

His

Asp Ala

Glu

Ile

Ile

Ala

Glu Val

Arg

Ala Ala

230

Leu Thr

245

Glu
260

Arg

Tyr Glu

275

Val Arg

290

Ala
305

Arg

Leu Asp

Gly Ala

<210> 19
<211> 759
<212> ADN

Ser

Gly

Ser

Ser

Ser Tyr

Glu Ala

Ile

Trp

Leu

Arg

Ile

Thr Gln

Val

Lys

Ile
280

Gly

Ala
295

Gly

Pro Glu

310

Thr Thr

325

Glu
340

Asp

Ser

Thr

Gln Glu

Pro Val

<213> Corynebacterium jeikeium

<400> 19
atgggattcc
ggggcaacca
ctgggecaccg
gccgaagaaa
ggcaagegea
cgeggaggec
ctggcegace
acttgtgaag
ctgcectgegg
atccgegtga
gagtattacg
gaggagctgg
gttgatgctt
<210> 20
<211> 252
<212> PRT

agcaaggcag
ccccaccage
tggactacga
aaatcccaga
cecaggatte
gcatcacctg
cggtggacgt
atcttggect
gcgtcattaa
cgegeggegt
accacattgt
ggegegatgt

tgaacggcga

catcegcaaa
caacaccagc
ggacacttgg
caccatecctce
cgaccgecet
gcatggacce
ggtcgattat
gcacggcace
tggcgagete
gaccatgecac
gecttgtggg
tagtgtttet

cttgecggtg

<213> Corynebacterium jeikeium

ES 2517394 T3

Ile Lys Asp

235

Leu
250

Tyr Arg

Pro Glu Glu

265

Lys Ala Val

Arg Leu Tyr

Asn Leu Lys

315

Ser Thr

330

Ala

Thr
345

Ala Ser

gcaaacatgg
accccagecg
caccteccagg
ctactccage
accaacggec
ggccagttgg
gteegecgee
ggcegegtag
aagcccgeac
ggagtggeee
ctggcggatg
gacgectact

cattcctag

Leu Ala

Ser

Pro

Phe Met

Asp

Ser

Glu

Ala Gly

240

Met
255

His

His Ser

270

Met Ser

285

Ala
300

Gln

His Leu

Leu Leu

Arg Arg

gcacaaccgg
tagacatcga
caaatctege
atccgccgac
tgccagtagt
tcgcatatce
tggagcagge
aggggegtte
gtaagatagc
tcaactgega
cgggtgtcac

catccetege

71

Gly

Ala

Glu

Glu

Pro Leu

Lys Gln

Glu Thr

320

Arg
335

Tyr

cactaacgac
cgtecegegac
cgecccagege
gtacaccgce
cgacgtegac
catcatcaag
gctaatccag
gggegtgtgg
cgcgategge
taacaccatg
gacgecteace

ccacaacctce

60

120

180

240

300

360

420

480

540

€00

660

720

759



<400> 20

Met
1

Gly
Ala
Thr
Ile
Gly
val
Leu
Asp
Leu
145
Leu
Ala

Ala

Cys

225

val

Gly

Thr

Vval

Trp

50

Pro

Lys

Asp

Val

Tyr

130

Gly

Pro

Ala

Leu

Gly

210

Asp

Asp

<210> 21

Phe

Asn

Asp

35

His

Asp

Arg

Val

Ala

115

Val

Leu

Ala

Ile

Asn

195

Leu

val

Ala

<211> 7070

<212> ADN

<213> artificial

<220>

Gln

Asp

Ile

Leu

Thr

Thr

Asp

100

Tyr

Arg

His

Gly

Gly

180

Cys

Ala

Ser

Leu

Gln

Gly

Asp

Gln

Ile

Gln

Arg

Pro

Arg

Gly

Val

165

Ile

Asp

Asp

Val

Asn
245

Gly

Ala

Val

Ala

Leu

70

Asp

Gly

Ile

Leu

Thr

150

Ile

Arg

Asn

Ala

Ser

230

Gly

Ser

Thr

Arg

Asn

55

Leu

Ser

Gly

Ile

Glu

135

Gly

Asn

val

Thr

Gly

215

Asp

Asp

Ile

Thr

Asp

40

Leu

Leu

Asp

Arg

Lys

120

Gln

Arg

Gly

Thr

Met

200

val

Ala

Leu

Pro

25

Leu

Ala

Gln

Ile

105

Leu

Ala

Val

Glu

Arg

185

Glu

Thr

Tyr

Pro

ES 2517394 T3

Lys

10

Pro

Gly

Ala

His

Pro

90

Thr

Ala

Leu

Leu

170

Gly

Tyr

Thr

Ser

Val His Ser

250

Ala

Ala

Thr

Glin

Pro

75

Thr

Trp

Asp

Ile

Gly

155

Lys

vVal

Tyr

Leu

Ser

235

Asn

Asn

vVal

Arg

60

Pro

Asn

His

Pro

Gln

140

Arg

Pro

Thr

Asp

Thr

220

Leu

72

Met

Thr

Asp

Ala

Thr

Gly

Gly

val

125

Thr

Ser

Ala

Met

His

205

Glu

Ala

Gly

Ser

30

Tyr

Glu

Tyr

Leu

Pro

110

Asp

Cys

Gly

Arg

His

190

Ile

Glu

His

Thr

Thr

Glu

Glu

Thr

Pro

95

Gly

val

Glu

val

Lys

175

Gly

val

Leu

Asn

Thr

Pro

Asp

Lys

Ala

80

val

Gln

val

Asp

160

Ile

Vval

Pro

Gly

Leu

240



<223> Plasmido pH273

<400> 21

tcgagaggec
cctcagecate
cccttttagg
atgaacttgc
tctcaaagec
tcgagcgega
aggtagttet
ttgcagectca
tcgaggctge
gcgatcagat
ccatggattc
acgccgaagce
ttttggcatce
tcagcaacat
tgttggccat
tgcacccgac
caatctttgt
gcgcgccaac
acggtggccg
agaccaccac
aattggctag
gcgatgatga
gcaccgttga
tecgaaaggga

gtcacggtac

tgacgtcggg
tgccccaage
attcggaaca
gcaccgcatt
acgtgaaggc
ggatgttgac
cgcagetetg
ctctgctgag
tgttgcagge
ccagtctgtg
caccggegct
tgatccaact
catcgettte
cagegetgec
ctgtgagaag
tctattacct
tgaagcagaa
cgegtetget
tgctccaggt
tecgttaccac
cctgttetet
tgcacgtctg
actgetgaag
ctaattttac

ctggatctte

cccggtacca
tttaacccceg
gtcggcactg
ggtggcccac
gttgcacctg
atcgtegttyg
aaggccggca
cttgctgatg
gcaattccag
atgggcatcg
gactatgcag
gcagacgteg
cacaccegtg
gacattgagg
ttcaccaaca
gtgtceccace
gcagetggte
gtgcttggeg
gagtccacct
ctcgacatgg
gagcaaggaa
atcgtggtca
gctaagectg
tgacatggca

tgcaaaccte

ES 2517394 T3

cgcgtcatat
gcaagggtce
aggtgatgceg
tggaggttcg
agctgctcac
aggttatcgg
agtctgttgt
cagcggaagce
tggttggece
ttaacggcac
attctttgge
aaggccatga
ttacecgegga
cagcacagca
aggaaggaaa
cactggegte
gectgatgtt
acgtegttgg
acgctaacct
atgtggaaga
tettectgeg
cccactcectge
ttgttaagge
attgaactga

ggacctggcet

gactagttgg
cggctecagea
tctgatgace
tggcattget
tgaggacgct
cggecattgag
taccgecaat
cgcaaacgtt
actgegtege
caccaacttc
tgaggcaact
cgeegeatee
tgatgtgtac
ggcaggccac
gtcggctatt
ggtaaacaag
ctacggaaac
tgececgecacga
gecgatceget
tegegtgggg
tacaatccga
gctggaatct
aatcaacagt
acgtcggteg

ttgacacttt
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agaatcatga
gtceggaattg
gagtacggtg
gtttctgata
tttgcactca
tacccacgtg
aaggctcttyg
gacctgtact
tcectggetg
atcttggacg
cgtttgagtt
aaggctgcaa
tgcgaaggta
accatcaagt
tctgctcegeg
tcctttaatg
ggtgcaggtg
aacaaggtgc
gatttecggtg
gttttggetg
caggaagagce
gatctttcece
gtgatcegee
taaggttacc

aggtttggea

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

9200

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500



ctgteggtat
tttggcgaag
cgtgectggee
aacattccge
gcagctaatg
gcctttgaag
tggacaaatc
gtgcaggaca
gtgcgecgag
gttgcagtga
gaccgtetge
cgectgegea
ctgteccactg
gtgcttgage
caaggaagge
acacgtgaac
tgttttcace
ggcgtttgte
ttteggtggg
cgagttette
aaagtgcttt
tgttggccat
cgegtgtttg
cgggctgeta
ggatgaatgt
aggtagcttg
gcgaaccgga
actggatggce
agacaggatg
cegettgggt
atgcegecegt

tgtccggtge

acgacactgt
gccaaggega
tgaaggcagc
agtctcgtgg
gtttggegga
gccacccaga
tgtctatcga
atattecgtge
tcetteccac
tgategttge
accagcctta
accgtggeta
agccaattcc
ttgaggttge
ccccttegaa
cttacaggtg
gaggcetttet
gttgaccaca
gtcaaagccce
ggetteggeg
ggegeggagyg
gagttcgatc
gaagatgagg
aaggaagcegyg
cagctactgg
cagtgggett
attgccagct
tttcttgeeg
aggatcgttt
ggagaggcta
gtteceggetg

cctgaatgaa

cgaagtggaa
agtcectett
tgacgctgaa
tcttggetce
ttteecgetg
taatgctgeg
cggcaagagce
gactgcgetg
tgaagtcact
gttgcagcag
tcgtgcagaa
cgeggcecatac
agacaaggtt
gggaccagtc
tcaagaaggg
ccecggegegt
tggatgaatc
aatgggcage
atttegegga
tggttaatge
teggggttgt
agggtgatgt
gaggggcggy
aacacgtaga
gctatctgga
acatggcgat
ggggcgeect
ccaaggatct
cgcatgattg
ttcggctatg
tcagegcagg

ctgcaggacg
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attattccat
gatggctcecce
gttecctggat
tetgetgeag
actcaagagc
gettetgtge
cagccacagt
gttcctaatt
cacatcgatg
cgtectgatt
gtgttgecta
ctttecggtg
ttggaagatg
aaggttgaag
ggccttatta
tgagtggttt
cggcgtggat
tgtgtagage
ggcggttaat
ccatgacgtg
gecattgegte
attctttgge
atcctctaga
aagccagtcc
caagggaaaa
agctagactg
ctggtaaggt
gatggcgcag
aacaagatgg
actgggcaca
ggegeecggt

aggcagcgcg

ctggcttgga
acctggtggt
tgcgagtggt
cggcggttge
agattgttca
tgggtggage
atgctgectgt
tccacgcatc
cgegatttaa
tgctgtggga
ttacctctga
ccggcccaac
ctegtgagte
ttaaccaacc
gtgcagcaat
gagttccage
ggcgcagacg
gagggagttt
gagcggggag
tgcccactgg
atcgtcgaca
gacagcgegg
ceccgggattt
gcagaaacgg
cgcaagcgea
ggcggtttta
tgggaagcce
gggatcaaga
attgcacgea
acagacaatc
tetttttgte

gctatcgtgg
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agtggaagtt
taaagctatt
gtgeccacaac
tggtgttget
gttgtcctct
agtggtgtcg
accacttgag
caccgaagct
cgtgtecege
gggtactcgt
gtgggtaaac
cgecatggtyg
tggcattaag
ttaggcccaa
tattcgetga
tggatgeggt
aaggctgatg
gcttettegyg
agggcecttegt
gttcegatgg
tegecgagea
ttgtcgggga
aaatcgctag
tgctgaccce
aagagaaagc
tggacagcaa
tgcaaagtaa
tetgatcaag
ggttctececgg
ggctgetcectg
aagaccgacc

ctggccacga

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



cgggcgttee
tattgggcga
tatccatcat
tcgaccaceca
tcgatcagga
ggctcaagge
tgccgaatat
gtgtggcgga
gecggegaatg
gcatcgecett
gaccgaccaa
tgaaaggttg
ggatctcatg
taccgcacag
ctgacteget
taatacggtt
agcaaaaggc
cccectgacga
tataaagata
tgecegettac
gctcacgetg
acgaaccccc
acceggtaag
cgaggtatgt
gaaggacagt
gtagctcttg
agcagattac
ctgacgctca
ggatcttcac
gtttttattt
ttttettgee
agaatcctct

cagcgaagtg

ttgegeaget
agtgcegggg
ggctgatgeca
agcgaaacat
tgatctggac
gegeatgece
catggtggaa
ccgctatcag
ggctgaccge
ctatecgectt
gcgacgecca
ggctteggaa
ctggagttcet
atgcgtaagg
gcgcteggte
atccacagaa
caggaaccgt
gcatcacaaa
ccaggegttt
cggatacctg
taggtatcte
cgttcagecce
acacgactta
aggeggtget
atttggtatc
atccggeaaa
gcgcagaaai
gtggaacgaa
ctagatectt
gttaactgtt
tttgatgtte
gtttgtecata

tgagtaagta

gtgetegacg
caggatctce
atgeggegge
cgcatcgage
gaagagcatc
gacggegagg
aatggceget
gacatagcgt
ttectegtge
cttgacgagt
acctgecatc
tegtttteeg
tegeecacge
agaaaatacc
gtteggetge
tcaggggata
aaaaaggccqg
aatcgacgcet
cccectggaa
tecgecttte
agttcggtgt
gaccgetgeg
tegecactgg
acagagttct
tgecgctctge
caaaccaccqg
aaaggatctc
aactcacgtt
ttaaaggccg
aattgtcctt
agcaggaagce
tagettgtaa

aaggttacat
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ttgtcactga
tgtcatctea
tgcatacgcet
gagcacgtac
aggggctcge
atctegtegt
tttctggatt
tggctacceg
tttacggtat
tecttetgage
acgagatttc
ggacgccgge
tagecggegeg
gcatcaggcg
ggcgageggt
acgcaggaaa
cgttgectgge
caagtcagag
gctccctegt
tcectteggg
aggtcegtteg
ccttatcecgg
cagcageccac
tgaagtggtg
tgaagccagt
ctggtagegg
aagaagatecc
aagggatttt
gcegeggecg
gttcaaggat
tcggcgcaaa
tcacgacatt

cgttaggate

agcgggaagg
ccttgetect
tgatcecgget
tcggatggaa
gccagccgaa
gacccatgge
catcgactgt
tgatattget
cgeegetece
gggactctgg
gattccaccg
tggatgatcce
ceggecggec
ctcttecget
atcagcetcac
gaacatgtga
gttttteccat
gtggcgaaac
gegetetect
aagcgtggeg
ctecaagetg
taactatcgt
tggtaacagg
gectaactac
taccttcgga
tggttttttt
tttgatcttt
ggtcatgaga
ccateggeat
getgtetttg
cgttgattgt
gtttecttte

aagatccatt
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gactggctgce
gccgagaaag
acctgecccat
gecggtcettg
ctgttcgeca
gatgectget
ggcecggetgg
gaagagcttg
gattcgcage
ggttcgaaat
ccgectteta
tccagegegg
cggtgtgaaa
tcctegetca
tcaaaggegyg
gcaaaaggec
aggcteccgec
ccgacaggac
gttccgacce
ctttctecata
ggctgtgtge
cttgagtcca
attagcagag
ggctacacta
aaaagagttg
gtttgcaage
tctacggggt
ttatcaaaaa
tttettttge
acaacagatg
ttgtctgegt
gettgaggta

tttaacacaa

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



ggccagtttt
tgtaaatatc
acaggtacca
tgttagatgce
tcataccgag
tttgacttte
attcttegec
ggcctttate
tgecttecate
atttataatc
gtgcagttgt
ggatttttce
ggatagaatc
agctgtcaat
catttttagg
tgcegtcage
tatttttaat
cagggatttg
gettttggtt
taaaggttaa
tttttatgta
tagttacgca
ttgccettta
ttttcgaccect
gtttgataga
tctgtttett
tttttaatca
caggtatatg
<210> 22
<211> 7070
<212> ADN

gttcagegge
gttagacgta
tttgeegtte
aatcagcggt
agcgeegttt
ttgacggaag
ttggtagceca
ttctacgtag
gatgaactge
ctetacaceg
cagtgtttgt
gtcagatgta
atttgcatceg
agaagtttcg
atctcegget
gttttgtaat
tgtggacgaa
cagecatatca
cgtttettte
tactgttgct
ctgtgttage
caataaaaaa
cacattttag
cattctatta
aaatcataaa
ttcattetet
caattcagaa

tgatgggtta

<213> artificial

<220>

<223> Plasmido pH373

<400> 22

ttgtatggge
atgecegtcaa
attttaaaga
ttcatcactt
gctaactcag
aatgatgtgc
tcttcagtte
tgaggatcte
tgtacatttt
ttgatgttca
ttgecegtaat
aatgtggctg
aatttgtcege
ccgacttttt
aatgcaaaga
ggcecagetgt
tcaaattcag
tggegtgtaa
gcaaacgcett
tgttttgcaa
ggtctgette
agacctaaaa
gtcttgectg
gactctegtt
aggatttgeca
gtatttttta
aatatcataa

aaaaggatcg
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cagttaaaga
tegtcatttt
cgttegegeg
ttttcagtgt
cegtgegttt
ttttgccata
cagtgtttge
tcagcgtatg
gatacgtttt
aagagctgtc
gtttacecgga
aacctgacca
tgtctttaaa
gatagaacat
cgatgtggta
cccaaacgtc
aaacttgata
tatgggaaat
gagttgcgee
actttttgat
ttecageect
tatgtaaggg
ctttatcagt
tggattgcaa
gactacgggce
tagtttctgt
tatctcattt

geggeegete

attagaaaca
tgatccgegg
ttcaattteca
gtaatcatcg
tttatcgett
gtatgctttg
ttcaaatact
gttgtegect
tcegtcaceg
tgatgctgat
gaaatcagtg
ttettgtgtt
gacgcggceca
gtaaatcgat
gccgtgatag
caggectttt
tttttcattt
gccgtatgﬁt
tecctgecage
gttcatcegtt
cctgtttgaa
gtgacgccaa
aacaaaccceg
ctggtctatt
ctaaagaact
tgcatgggca
cactaaataa

gatttaaatc
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taaccaagca
gagtcagtga
tctgttactg
tttagctcaa
tgcagaagtt
ttaaataaag
aagtatttgt
gagctgtagt
tcaaagattg
acgttaactt
tagaataaac
tggtctttta
gegtttttce
gtgtcatccg
tttgcgacag
gcagaagaga
ttttgctgtt
teccttatatyg
agtgcggtag
catgtctcet
gatggcaagt
agtatacact
cgegatttac

ttectetttt

aaaaaatcta .

taaagttgce

tagtgaacgg

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

7070



tcgagaggec
cctcagcatce
ccettttagg
atgaacttgce
tctcaaagee
tcgagegega
aggtagttct
ttgcagctea
tcgaggetge
gcgatcagat
ccatggattc
acgccgaage
ttttggecate
tcagcaacat
tgttggecat
tgcacccgac
caatctttgt
gcgcgccaac
acggtggccg
agaccaccac
aattggctag
gcgatgatga
gcaccgttga
tcgaaaggga
gtcacggtac
ctgtecggtat
tttggegaag
cgtgetggee
aacattcecge
gcagctaatg
gcctttgaag

tggacaaatc

tgacgtcggg
tgccccaage
attcggaaca
gcaccgcatt
acgtgaaggce
ggatgttgac
cgcagctctg
ctctgetgag
tgttgcagge
ccagtctgtg
caccggeget
tgatccaact
categettte
cagcgetgee
ctgtgagaag
tctattacct
tgaagcagaa
cgegtetget
tgctccaggt
tegttaccac
cectgttetet
tgcacgtctg
actgctgaag
ctaattttac
ctggatctte
acgacactgt
gccaaggcega
tgaaggcage
agtctegtgg
gtttggegga
gccacccaga

tgtctatcga

cccggtacca
tttaaccceg
gtcggcactg
ggtggceccac
gttgcacctg
atcgtcegttg
aaggccggca
cttgectgatg
gcaattccag
atgggcatceg
gactatgcag
gcagacgtceg
cacaccegtg
gacattgagg
ttcaccaaca
gtgtcccaéc
gcagectggtce
gtgcttggeg
gagtccacct
ctcgacatgg
gagcaaggaa
atcgtggtca
gctaagectg
tgacatggca
tgcaaaccte
cgaagtggaa
agtccctett
tgacgctgaa
tecttggetcee
tttececgetg
taatgctgeg

cggcaagage
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cgcgtcatat
gcaagggtcc
aggtgatgcg
tggaggttcg
agctgctcac
aggttatcgg
agtctgttgt
cagcggaagc
tggttggece
ttaacggcac
attctttgge
aaggccatga
ttaccgcgga
cagcacagca
aggaaggaaa
cactggegte
gcctgatgtt
acgtegttgg
acgctaacct
atgtggaaga
tcttectgeg
cccactctge
ttgttaagge
attgaactga
ggacctggct
attattccat
gatggetceee
gttectggat
tcetgetgeag
actcaagagc
gcttctgtge

cagecacagt

gactagttgg
cggctcageca
tctgatgacc
tggcattget
tgaggacgcet
cggecattgag
taccgccaat
cgcaaacgtt
actgecgtege
caccaactte
tgaggcaact
cgcegeatec
tgatgtgtac
ggcaggccac
gteggetatt
ggtaaacaag
ctacggaaac
tgccgcacga
gcegateget
tegegtgggg
tacaatccga
gctggaatct
aatcaacagt
acgtcggteg
ttgacacttt
ctggettgga
acctggtggt
tgcgagtggt
cggeggttge
agattgttca
tgggtggagc

atgetgetgt
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agaatcatga
gtcggaattg
gagtacggtg
gtttctgata
tttgcactca
tacccacgtg
aaggctcttg
gacctgtact
tccctggetyg
atcttggacg
cgtttgggtt
aaggctgcaa
tgcgaaggta
accatcaagt
tetgetegeg
tcctttaatg
ggtgcaggtg
aacaaggtgc
gatttcggtg
gttttggetyg
caggaagagce
gatctttecce
gtgatcegee
taaggttacc
aggtttggca
agtggaagtt
taaagctatt
gtgccacaac
tggtgttget
gttgtcctet
agtggtgtcg

accacttgag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

9200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920



gtgcaggaca
gtgcgecgag
gttgcagtga
gacegtctge
cgectgegea
ctgtecactg
gtgettgage
caaggaaggc
acacgtgaac
tgttttcace
ggcgtttgte
tttcggtggg
cgagttette
aaagtgettt
tgttggccat
cgegtgtttg
cgggcetgeta
ggatgaatgt
aggtagcttg
gcgaaccgga
actggatggce
agacaggatg
cecgettgggt
atgecegecgt
tgtccggtge
cgggegttece
tattgggcga
tatccatcat
tcgaccacca
tcgatcagga
ggctcaaggce

tgccgaatat

atattegtge
tectteeccac
tgategttge
accagcctta
accgtggcta
agccaattce
ttgaggttge
ccccttegaa
cttacaggtg
gaggetttet
gttgaccaca
gtcaaagcce
ggctteggeg
ggcgcggagg
gagttcgate
gaagatgagg
aaggaagcgg
cagctactgg
cagtgggctt
attgeccaget
tttcttgeeg
aggatcgttt
ggagaggcta
gtteceggetg
cctgaatgaa
ttgcgcaget
agtgccgggg
ggctgatgea
agcgaaacat
tgatctggac
gcgecatgece

catggtggaa

gactgcgcetg
tgaagtcact
gttgcagcag
tcgtgcagaa
cgeggeatac
agacaaggtt
gggaccagtce
tcaagaaggg
cccggegegt
tggatgaatc
aatgggcagce
atttcgegga
tggttaatge
tcggggttgt
agggtgatgt
gaggggcggg
aacacgtaga
gctatcectgga
acatggcgat
ggggcgeect
ccaaggatct
cgcatgattg
tteggctatg
tcagcgcagg
ctgcaggacg
gtgctcgacg
caggatctce
atgeggegge
cgcatecgage
gaagagcatce
gacggcgagg

aatggceget
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gttcctaatt
cacatcgatg
cgtectgatt
gtgttgecta
ctttecggtg
ttggaagatg
aaggttgaag
ggccttatta
tgagtggttt
cggcegtggat
tgtgtagage
ggeggttaat
ccatgacgtg
gecattgegte
attetttgge
atcctctaga
aagccagtce
caagggaaaa
agctagactg
ctggtaaggt
gatggcgcag
aacaagatgg
actgggéaca
ggegeeeggt
aggcagcgeg
ttgtcactga
tgtcatctca
tgcatacgcet
gagcacgtac
aggggctecge
atctegtegt

tttctggatt

tccacgecatce
cgcgatttaa
tgctgtggga
ttacctctga
ccggcccaac
ctcgtgagte
ttaaccaacc
gtgcagcaat
gagttccage
ggcgcagacg
gagggagttt
gagcggggag
tgcccactgg
atcgtcgaca
gacagcegegg
cccgggattt
gcagaaacgg
cgcaagcgca
ggcggtttta
tgggaagccc
gggatcaaga
attgcacgca
acagacaatc
tctttttgte
gctatcgtgg
agcgggaagg
ccttgectect
tgatcegget
tecggatggaa
gccagccgaa
gacccatgge

catcgactgt
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caccgaagcet
cgtgtececge
gggtactcgt
gtgggtaaac
cgccatggtg
tggcattaag
ttaggcccaa
tattcgetga
tggatgeggt
aaggctgatg
gcttettegg
agggecttegt
gttccgatgg
tcgecgagea
ttgtegggga
aaatcgctag
tgctgaccce
aagagaaagc
tggacagcaa
tgcaaagtaa
tctgatcaag
ggttcteegg
ggctgectetg
aagaccgace
ctggccacga
gactggctge
gccgagaaag
acctgeccat
gceeggtettg
ctgttcgececa
gatgectgcet

ggccggetgg

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



gtgtggcgga
gcggcgaatg
gcatcgectt
gaccgaccaa
tgaaaggttg
ggatcteatg
taccgecacag
ctgacteget
taatacggtt
agcaaaaggc
cecectgacga
tataaagata
tgcegettac
gctcacgetg
acgaaccece
accecggtaag
cgaggtatgt
gaaggacagt
gtagctcttg
agcagattac
ctgacgcteca
ggatcttcac
gtttttattt
ttttettgee
agaatcctct
cagcgaagtg
ggecagtttt
tgtaaatatc
acaggtacca
tgttagatge
tcataccgag
tttgacttte

attcttegee

ccgctatcag
ggctgaccge
ctategectt
gcgacgecca
ggcttceggaa
ctggagttct
atgegtaagg
gegeteggte
atccacagaa
caggaaccgt
gcatcacaaa
ccaggegttt
cggatacctg
taggtatcte
egttecagece
acacgactta
aggcggtget
atttggtatce
atccggcaaa
gcgcagaaaa
gtggaacgaa
ctagatccett
gttaactgtt
tttgatgtte
gtttgtcata
tgagtaagta
gttcagegge
gttagacgta
tttgcegtte
aatcagceggt
agcgcegttt
ttgacggaag

ttggtagcca

gacatagcgt
ttcetegtge
cttgacgagt
acctgccatce
tcgtttteeg
tegeccacge
agaaaatacc
gttcggctge
tcaggggata
aaaaaggccg
aatcgacgcet
ccecectggaa
tccgecttte
agtteggtgt
gacegetgeg
tecgecactgg
acagagttct
tgcgctetge
caaaccaccq
aaaggatcte
aactcacgtt
ttaaaggeceg
aattgtcctt
agcaggaage
tagcttgtaa
aaggttacat
ttgtatggge
atgecgtcaa
attttaaaga
ttcatcactt
gctaactcag
aatgatgtge

tecttcagtte
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tggctacceg
tttacggtat
tcttetgage
acgagatttc
ggacgccgge
tagcggegeg
gcatcaggeg
ggcgageggt
acgcaggaaa
cgttgctgge
caagtcagag
gcetcectegt
tcecectteggg
aggtegtteg
cettateecgg
cagcagccac
tgaagtggtg
tgaagccagt
ctggtagcgg
aagaagatcc
aagggatttt
gcegeggeeg
gttcaaggat
tcggegeaaa
tcacgacatt
cgttaggatc
cagttaaaga
tegtcatttt
cgttegegeg
ttttcagtgt
cegtgegttt
ttttgccata

cagtgtttge

tgatattgct
cgeegetece
gggactectgg
gattccaccg
tggatgatcce
ceggecggec
ctecttecget
atcagctcac
gaacatgtga
gtttttccat
gtggcgaaac
gegetcetect
aagcgtggeg
ctccaagctg
taactatcgt
tggtaacagg
gcctaactac
taccttegga
tggttttttt
tttgatcttt
ggtcatgaga
ccateggeat
gctgtctttg
cgttgattgt
gtttecttte
aagatccatt
attagaaaca
tgatccgcegg
ttcaatttca
gtaatcateg
tttatcgctt
gtatgcetttg

ttcaaatact
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gaagagcttg
gattcgcagce
ggttcgaaat
ccgectteta
teccagegegg
cggtgtgaaa
tectegetea
tcaaaggcgg
gcaaaaggcec
aggctcecgec
ccgacaggac
gtteecgacece
ctttctcata
ggctgtgtge
cttgagtcca
attagcagag
ggctacacta
aaaagagttg
gtttgcaage
tcetacggggat
ttatcaaaaa
tttettttge
acaacagatg
ttgtetgegt
gcttgaggta
tttaacacaa
taaccaagca
gagtcagtga
tetgttactg
tttagctcaa
tgcagaagtt
ttaaataaag

aagtatttgt

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

5820



ggcctttate
tgecttecate
atttataatc
gtgcagttgt
ggatttttce
ggatagaatc
agctgtcaat
catttttagg
tgeegtcage
tatttttaat
cagggatttg
gcttttggtt
taaaggttaa
tttttatgta
tagttacgca
ttgecececttta
ttttcgacct
gtttgataga
tctgtttett
tttttaatca
caggtatatg
<210> 23

<211> 8766
<212> ADN

ttctacgtag
gatgaactge
ctctacaccg
cagtgtttgt
gtcagatgta
atttgcatceg
agaagtttcg
atctcecgget
gttttgtaat
tgtggacgaa
cagcatatca
cgtttettte
tactgttget
ctgtgttage
caataaaaaa
cacattttag
cattctatta
aaatcataaa
ttcattctet
caattcagaa

tgatgggtta

<213> artificial

<220>

<223> Plasmido pH304

<400> 23

tcgagaggece
tatcgtegac
gcgatgegtt
ctgtgetgga
cgagaatcat

tcaattagtg

tgacgtcggg
atcgatgete
ctttccagaa
tgecgaaget
cggccaacca

cgggategag

tgaggatcte
tgtacatttt
ttgatgttca
ttgccgtaat
aatgtggcetg
aatttgtege
ccgacttttt
aatgcaaaga
ggccagetgt
tcaaattcag
tggegtgtaa
gcaaacgctt
tgttttgcaa
ggtctgette
agacctaaaa
gtettgectyg
gactctegtt
aggatttgca
gtatttttta
aatatcataa

aaaaggatcg

cceggtacca
ttetgegtta
tgetttecatg
ggatttattg
tttggcattg

ccactgegee
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tcagcgtatg
gatacgtttt
aagagctgtc
gtttaccgga
aacctgacca
tgtctttaaa
gatagaacat
cgatgtggta
cccaaacgtc
aaacttgata
tatgggaaat
gagttgcegcece
actttttgat
ttccageect
tatgtaaggg
ctttatcagt
tggattgcaa
gactacgggce
tagtttctgt
tatctcattt

geggecegete

cgcgtcatat
attaacaatt
acagggatge
tegectttygg
aatgttctag

cgcaggtcat

gttgtegect
tcegtcaccg
tgatgctgat
gaaatcagtg
ttettgtgtt
gacgeggeca
gtaaatcgat
gccgtgatag
caggecetttt
tttttecattt
gcegtatgtt
tcectgecage
gttcatcgtt
cctgtttgaa
gtgacgccaa
aacaaaccceq
ctggtctatt
ctaaagaact
tgcatgggca
cactaaataa

gatttaaatc

gactagtteg
gggatctcte
tgtettgate
aggtgaagtt
gttcggagge

cgtctecgaa
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gagctgtagt
tcaaagattg
acgttaactt
tagaataaac
tggtctttta
gegtttttce
gtgtcatccg
tttgcgacag
gcagaagaga
ttttgetgtt
tccttatatg
agtgcggtag
catgtctect
gatggcaagt
agtatacact
cgegatttac
ttectetttt
aaaaaatcta
taaagttgce

tagtgaacgg

gacctaggga
aactaatgca
aggcaggegt
gacgctcact

ggaggtttte

gagcttccac

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7070

60

120

180

240

300

360



actttttega
atccegggtt
cagccactga
gtggctttta
aggatagctt
cecgagactag
ggctgccatg
gtgccaaata
ccacaacegg
cttecaccage
tgttgatcgg
aggattteet
tgaggcagat
ttggttgcaa
cctacaaggg
gcatgeggeg
atgcaccgta
gtggtggcga
ttecacggcgt
tcaccgtaga
cgetgeagee
tgagcgagca
acgecaggtet
tggcgeagge
gtggcaccac
aggaaaccte
tggagaaaga
gcatttccat
tgctgtetgg
cacacatgct
cettggeage
cagaggttat

actttgaaga

ccggecaggtt
tgegecatgee
catcaaagtt
cgtcgtcaag
caggggacat
tggegetttg
tgaattttta
ggttgtttga
cacacacaaa
ccacaacaac
cgacggcgcece
tgatctggag
tcaccgegee
cctgecgaac
cactgcagtg
tttegtggtt
tgcagatttg
tgectttttg
tcaagatgcc
gaccaccgge
actgggtatc
cctgegttac
tectgtectg
gctggetgga
acctgagcac
cacactgacc
ggactcegte
gatcggtgag
cgattgggaa
ggatctttgt
acttcttget
tegecacagge

cggegatggc

aagggttttg
acgttcgtat
gteccacgatg
caattttage
geetggtgtt
ggtaccggge
gcaccctcaa
cacacagttg
attttteteca
gcacattcct
atgggcacce
gggtgtaatg
tactttgagg
ttggcggatt
gctagggaag
ggttccectgg
cgtgggecact
attgagactg
atggctgaac
accatgetca
gacatgattg
ctgtccaage
ggtaaaaacg
ttegtcteceg
atcecgtgegg
aagatccctg
gegtegetgt
cgcaccaact
aagtgtgtgg
gtggattacg
accagctcca
cttgagcact

cctgagtece
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gaggcattgg
tcataaccaa
tgctttgega
cactcttcece
gagccttgeg
ccceccetega
cagttgagtg
ttcaccegeg
tggagggatt
cegaattttt
agctccaagg
agattctcaa
cgggagctga
atgacatcge
tggctgatga
gacctggaac
acaaggaage
ctcaggactt
ttgatacatt
tgggttctga
gtctgaactg
acgccgatat
gtgcagaata
aatatggcct
tcegegatge
caggeectgt
acacctceggt
ccaacggttc
atattgccaa
tgggacgaga
ctttgccaat
tgggtggacg

gctaccageg

cegcgaaccec
tecgegatgee
tgtgggtgtg
acggctttee
gagtggagtc
ggtcgagegg
ctggecactcet
acgacggctg
catcatgteg
ggatgegttg
ctttgacctg
cgacaccege
cttggttgag
tgatcgttge
gatggggceg
gaagctteca
agcgettgge
gcttecaggte
cttgcccatt
gatcggtgee
cgcecacegge
tectgtgteg
ceccacttgag
gtccatggtg
ggtggttggt
tgagcaggee
geccattgtec
caaggcattc
gcagcaaace
cggcaccgee
catgattgac
aagcatcgtt

catcatgaaa
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atcgetggte
ttgagcccac
agtccaagag
ggtgccgttg
agtcatgcga
cttaaagttt
cgggggtaga
tgctggaaac
acttecagtta
gcaaaccatg
gacgtggaaa
cctgatgtgt
accaatactt
cgtgagettg
ggccgaaacqg
tegetgggee
atcatcgacg
aaggctgegg
atttgccacg
gegttgacag
ccagatgaga
gtgatgccta
getgaggatt
ggtggttgtt
gttccagagce
tccegegagg
caggaaacceg
cgtgaggcaa
cgegatggtyg
gatatggcga
tccaccgage
aactccgtca

ctggtaaagce

420

480

540

€600

660

720

780

840

800

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340



agcacggtge
agcacaaggt
atatcaaaga
ccaggcgaga
aaatcecacac
aggttcttaa
cgcacagctce
tggatatggt
tgtttgaggg
tgectttgtt
atgatctgga
tcaacggecat
tgctgcaatce
aggaagcaga
cecgtcaaggg
acggttacga
cggaagaaca
tgatgaagga
tgggtggege
gtgaggtgta
cagaaaagcg
agaaggegga
ctaatgecgge
cggcaccace
gcaaccttga
acgagggtce
ggetggatcg

tccecageggt

ccgaacgeat
atttcattcg

agctggtcac

aataccgega

ggecegtggtt
gcgecattget
categttgtg
tggcattgaa
caccctgggt
ctctgtgtte
caagattttg
ctatgatcge
cgtttetget
tgagcgtttg
agcaggcatg
gaagaccgtg
ggcagaaacc
agctaccgga
tgacgtgcac
cgtggtgaac
caaagcagac
aaaccttgag
tgecgctgacg
ctacgececegt
tggtgaagga
acgtaagget
tcccgtgatt
gttctgggga
tgagcgegee
aagctatgag
cctgaagtct
cgcggaagge
gcgetttage
cccacgcgag
catgggtaat

gtacttggaa

gcgetgacca
aaacgactga
gactgcctga
accatcgaag
ctgtccaata
ctcaatgagt
ccgatgaace
cgcaccgagg
gecgatgeca
gcacagcgca
aaggagaagt
ggtgagctgt
atgaaaactg
tetgegeagg
gatatcggca
ttgggcatca
gtcatcggea
gagatgaaca
cgtacctacg
gatgcttteg
cttgatccca
cgtaatgagc
gtteeggage
acccgcattg
ttgttcatgg
gatttggtgg
gagggcattt
gatgacgtgg
ttececacgee
caagctgtea
cctattgetg

gttcacggca
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ttgatgagga
ttgacgatat
cctteccegat
ccatcecgega
tttecttegg
geattgagge
gcattgatga
attacgatcc
aggatgctcg
tecatcgacagg
ctcctattge
ttggtteecgg
cggtggccta
cagagggcaa
agaacttggt
agcagccact
tgtegggact
acgceggege
tggaaaacga
agggcctgeg
actcaccaga
gttccegeaa
gttctgatgt
tcaagggtct
ggcagtgggg
aaactgaagg
tggaccacgt
tgatcttgga
agcagcgegg
aggacggcca
atttcgccaa

teggegtgea

aggccaggca
caccggcagce
ctctactgge
gctgaagaag
cctgaaccct
tggtctggac
tcgccagege
gctgcaggaa
cgctgaacag
cgataagaat
gatcatcaac
acagatgcag
tttggaaccg
gggcaaaatc
ggacatcatt
gtccgecatg
tcttgtgaag
atccaattac
tctcaacgag
cctgatggat
agctattgag
gattgcegeg
ctccacegat
geecttggeg
tctgaaatce
ccgaccacge
ggccttggtg
atcceccggat
caggttcttg
agtggacgte
cgagttgtte

gctcaccgaa
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cgtacegetg
tacggectgg
caggaagaaa
ctctacccag
gctgeacgee
tctgcgattg
gaagtggegt
tﬁcatgcagc
ctggecgcta
ggccttgagg
gaggaccttce
ctgcecatteg
ttcatggaag
gtegtggeca
ttgtccaaca
ttggaagcag
tecacegtgg
ccagtcattt
gtgtacaccg
gaggtgatgg
caggcgaaga
gagcgtaaag
actccaaccg
gagttcttgg
acccgeggea
ctgcgctact
tatggctact
ccacacgcag
tgeategegg
atgccattcc
gcagccaatg

gcattggecg

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



agtactggca
attttgatcc
cctttggtta
agccaggecg
cagacgegtt
ggatttaaat
aaacggtgcet
agcgcaaaga
gttttatgga
aagccctgea
tcaagatctg
cacgcaggtt
acaatcgget
tttgtcaaga
tegtggetgg
ggaagggact
gcetectgecg
cecggctacct
atggaagccg
gccgaactgt
catggegatg
gactgtggece
attgctgaag
gcteccgatt
ctétggggtt
ccaccgeege
tgatcctceca
ceggeecggt
teegettect
gctcactcaa
atgtgagcaa
ttecatagge

cgaaacccga

ctcecgagtg
agaagacaag
cggttcttge
tatcggegtg
tgtgctctac
cgectageggg
gaccccggat
gaaagcaggt
cagcaagecga
aagtaaactg
atcaagagac
cteeggeege
gctetgatge
ccgacctgtce
ccacgacggg
ggcetgetatt
agaaagtate
gcccattega
gtettgtega
tegecagget
cctgettgee
ggctgggtgt
agettggegg
cgcagcgeat
cgaaatgacc
cttctatgaa
gcgeggggat
gtgaaatacc
cgectcactga
aggcggtaat
aaggccagca
tecegececce

caggactata

cgcagcgaac
accaagttct
cctgatctgg
gagttgtcecg
cacccagagg
ctgetaaagg
gaatgtcage
agcttgcagt
accggaattg
gatggcttte
aggatgagga
ttgggtggag
cgeegtgtte
cggtgecectg
cgttecttge
gggcgaagtg
catcatggct
cecaccaageqg
tcaggatgat
caaggcgege
gaatatcatg
ggcggaccge
cgaatggget
cgccttetat
gaccaagcga
aggttgggcet
ctcatgetgg
gcacagatge
ctegetgege
acggttatce
aaaggccagg
tgacgagcat

aagataccag
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tcaagctgaa
tcgacctgga
aagaccgcge
aggaactcca
caaagtactt
aageggaaca
tactgggcta
gggcttacat
ceagetgggg
ttgecegecaa
tcgtttegea
aggctatteg
cggetgtecag
aatgaactgce
gecagetgtge
ccggggeagg
gatgcaatge
aaacatcgca
ctggacgaag
atgceccgacg
gtggaaaatg
tatcaggaca
gaccegettee
cgcecttcettg
cgcccaacct
teggaategt
agttcttege
gtaaggagaa
teggtegtte
acagaatcag
aaccgtaaaa
cacaaaaate

gegtttecce

cgacggtgga
ttacegegge
aaagctggtyg
gctgecaccca
taacgtctaa
cgtagaaage
tctggacaag
ggcgatagct
cgeectetgg
ggatctgatg
tgattgaaca
gcetatgactg
cgcaggggcqg
aggacgaggc
tcgacgttgt
atctectgte
ggcggcetgea
tegagcegage
agcatcaggg
gcegaggatcet
gecgetttte
tagegttgge
tegtgettta
acgagttctt
gcecatcacga
tttecgggac
ccacgetage
aataccgcat
ggetgeggeg
gggataacge
aggccgegtt
gacgctcaag

ctggaagcete

83

tctgtegetg
gcecegettet
gaattgeteg
gagcagtcca
tctagacceg
cagtcecgecag
ggaaaacgca
agactgggcg
taaggttggg
gcgecagggga
agatggattg
ggcacaacag
cccggttett
agcgeggceta
cactgaageg
atctcacctt
tacgcttgat
acgtactegg
gctegegeca
cgtegtgace
tggattcate
taccegtgat
cggtategec
ctgagcggga
gatttcgatt
geeggetgga
ggegegecgyg
caggcgctcet
agcggtateca
aggaaagaac
gctggegttt
tcagaggtgg

cctegtgege

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240



tctectgttce
gtggegettt
aagctggget
tatcgtcettg
aacaggatta
aactacggct
ttcggaaaaa
ttttttgttt
atcttttcta
atgagattat
cggecatttte
tetttgacaa
gattgtttgt
ccetttegett
teccattttta
gaaacataac
cecgegggagt
atttcatctg
tcatcgttta
tegectttgea
gctttgttaa
aatactaagt
tcgeetgage
tcaccgtcaa
gctgatacgt
tcagtgtaga
tgtgtttggt
cggeccagegt
atcgatgtgt
tgatagtttg
ccttttgecag

tcattttttt

cgaccctgec
ctcatagete
gtgtgcacga
agtccaacce
gcagagegag
acactagaag
gagttggtag
gcaagcagca
cggggtctga
caaaaaggat
ttttgegttt
cagatgtttt
ctgcgtagaa
gaggtacagc
acacaaggcc
caagcatgta
cagtgaacag
ttactgtgtt
gctcaatcat
gaagtttttg
ataaagattc
atttgtggce
tgtagttgee
agattgattt
taacttgtge
ataaacggat
cttttaggat
ttttecaget
catccgeatt
cgacagtgce
aagagatatt

gctgttcagg

gcttaccgga
acgctgtagg
acccecegtt
ggtaagacac
gtatgtagge
gacagtattt
ctcttgatce
gattacgege
cgctcagtgg
cttcacctag
ttatttgtta
cttgectttg
tectetgttt
gaagtgtgag
agttttgttce
aatatcgtta
gtaccatttg
agatgcaatc
accgagagcg
actttcttga
ttegecttgg
tttatcttet
ttcatcgatg
ataatecctet
agttgtcagt
tttteegtea
agaatcattt
gtcaatagaa
tttaggatct
gtcagegttt
tttaattgtg

gatttgcage
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tacctgtceg
tatctcagtt
cagccegace
gacttatege
ggtgctacag
ggtatctgeg
ggcaaacaaa
agaaaaaaag
aacgaaaact
atccttttaa
actgttaatt
atgttcagceca
gtcatatage
taagtaaagg
agcggettgt
gacgtaatge
cegtteattt
agcggttteca
cegtttgeta
cggaagaatg
tagccatctt
acgtagtgag
aactgctgta
acacegttga
gtttgtttge
gatgtaaatg
gcatecgaatt
gtttegeega
ceggectaatg
tgtaatggcc
gacgaatcaa

atatcatggce

cctttetece
cggtgtaggt
gctgegectt
cactggcagc
agttcttgaa
ctctgcectgaa
ccacecgctgg
gatctcaaga
cacgttaagg
aggceggecyg
gtecttgtte
ggaagctcgg
ttgtaatcac
ttacatcegtt
atgggccagt
cgtcaategt
taaagacgtt
tcactttttt
actcagecgt
atgtgctttt
cagttccagt
gatctctcag
cattttgata
tgttcaaaga
cgtaatgttt
tggctgaacc
tgtcgetgte
ctttttgata
caaagacgat
agctgtcecca
attcagaaac

gtgtaatatg

84

ttegggaage
cgttegctee
atccggtaac
agccactggt
gtggtggect
gccagttace
tagcggtggt
agatcctttg
gattttggte
cggccgeeat
aaggatgctg
cgcaaacgtt
gacattgttt
aggatcaaga
taaagaatta
catttttgat
cgegegttca
cagtgtgtaa
gegtttttta
gccatagtat
gtttgetteca
cgtatggttg
cgtttttecg
gctgtctgat
accggagaaa
tgaccattcet
tttaaagacg
gaacatgtaa
gtggtageeg
aacgtccagg
ttgatatttt

ggaaatgecg

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



tatgtttect
gccagcagtyg
atcgttcatg
tttgaagatg
cgecaaagta
aacccgegeg
tctattttee
agaactaaaa
tgggcataaa
aaataatagt
taaatc
<210> 24
<211>7070
<212> ADN

tatatggett
cggtagtaaa
tcteecttttt
gcaagttagt
tacactttge
atttactttt
tettttgttt
aatctatctg
gttgectttt

gaacggcagg

<213> artificial

<220>

<223> Plasmido pH399

<400> 24

tecgagaggec
ccteageatce
cccttttagg
atgaacttgce
tctcaaagece
tcgagegega
aggtagttct
ttgcagctca
tcgaggctge
gcgatcagat
ccatggatte
acgccgaagce
ttttggecatce
tcagcaacat
tgttggecat
tgcaccegac

caatctttgt

tgacgtcggg
tgcceccaage
attceggaaca
gcaccgcatt
acgtgaagge
ggatgttgac
cgcagctctg
ctetgetgag
tgttgecagge
ccagtctgtg
caccggceget
tgatccaact
catcgettte
cagcgetgec
ctgtgagaag
tctattacct

tgaagcagaa

ttggttegtt
ggttaatact
tatgtactgt
tacgcacaat
cctttacaca
cgacctcatt
gatagaaaat
tttctttteca
taatcacaat

tatatgtgat

cccggtacca
tttaacceccg
gteggcactg
ggtggcecac
gttgcacctg
atcgtcgttg
aaggccggca
cttgctgatg
gcaattccag
atgggcatcg
gactatgcag
gcagacgtcg
cacaccegtg
gacattgagg
ttcaccaaca
gtgtceccace

gcagetggte
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tctttegeaa
gttgcttgtt
gttageggtc
aaaaaaagac
ttttaggtct
ctattagact
cataaaagga
ttctcetgtat

tcagaaaata

gggttaaaaa

cgegtcatat
gcaagggtce
aggtgatgeg
tggaggttcg
agctgcetecac
aggttategg
agtctgttgt
cagcggaagc
tggttggcce
ttaacggcac
attctttgge
aaggccatga
ttacegegga
cagcacagca
aggaaggaaa
cactggegtce

gectgatgtt

acgcttgagt
ttgcaaactt
tgcttettee
ctaaaatatg
tgcctgcttt
ctcgtttgga
tttgcagact
tttttatagt

tcataatatc

ggatcggegg

gactagttgg
cggctecagea
tctgatgace
tggcattgcet
tgaggacgcet
cggecattgag
taccgceccaat
cgcaaacgtt
actgegtege
caccaacttc
tgaggcaact
cgcegeatcec
tgatgtgtac
ggcaggccac
gtcggetatt
ggtaaacaag

ctacggaaac

85

tgegectect
tttgatgtte
agccctectg
taaggggtga
atcagtaaca
ttgcaactgg
acgggcctaa
ttctgttgea
tcatttcact

cegetegatt

agaatcatga
gtcggaattg
gagtacggtg
gtttctgata
tttgcacteca
tacccacgtg
aaggctcttg
gacctgtact
tcectggetg
atcttggacg
cgtttgggtt
aaggctgcaa
tgcgaaggta
accatcaagt
tctgectegeg
tcctttaatg

ggtgcaggtg

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8766

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

€660

720

780

840

900

960

1020



gegegecaac
acggtggcceg
agaccaccac
aattggctag
gcgatgatga
gcaccegttga
tcgaaaggga
gtcacggtac
ctgtcggtat
tttggcgaag
cgtgetggee
aacattcecge
gcagctaatg
gectttgaag
tggacaaatc
gtgcaggaca
gtgcgcegag
gttgcagtga
gaccgtctge
cgcctgegea
ctgtecactg
gtgcttgagc
caaggaaggc
acacgtgaac
tgttttecace
ggegtttgte
tttcggtggg
cgagttctte
aaagtgettt
tgttggccat
cgegtgtttg

cgggetgeta

cgegtetget
tgctccaggt
tegttaccac
cetgttetet
tgcacgtctyg
actgctgaag
ctaattttac
ctggatctte
acgacactgt
gccaaggcga
tgaaggcage
agtctegtgg
gtttggegga
gccacccaga
tgtctatega
atattegtge
tcctteccac
tgatecgttge
accagectta
accgtggceta
agccaattcc
ttgaggttge
ccecttegaa
cttacaggtg
gaggctttet
gttgaccaca
gtcaaagcce
ggetteggeg
ggegeggagg
gagttcgatce
gaagatgagg

aaggaagcgg

gtgettggeg
gagtccacct
ctcgacatgg
gagcaaggaa
atcgtggtca
gctaagectg
tgacatggca
tgcaaacctc
cgaagtggaa
agtccctctt
tgacgctgaa
tettggctee
tttececegetg
taatgctgeg
cggcaagagce
gactgcgctg
tgaagtcact
gttgcagcag
tcgtgcagaa
cgcggcatac
agacaaggtt
gggaccagtc
tcaagaaggg
cccggegegt
tggétgaatc
aatgggcage
atttegegga
tggttaatge
tcggggttgt
agggtgatgt
gaggggcggg

aacacgtaga
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acgtegttgg
acgctaacct
atgtggaaga
tcttectgeg
cccactcetge
ttgttaaggc
attgaactga
ggacctgget
attattcecat
gatggctcce
gttcctggat
getgetgeag
actcaagagc
gcttectgtge
cagccacagt
gttcctaatt
cacatcgatg
cgtectgatt
gtgttgecta
cttteeggtg
ttggaagatg
aaggttgaag
ggccttatta
tgagtggttt
cggegtggat
tgtgtagagce
ggcggttaat
ccatgacgtg
gcattgcegtce
attctttgge
atcctctaga

aagccagtee

tgcecgecacga
gecegateget
tcgegtgggg
tacaatccga
gctggaatcet
aatcaacagt
acgtcggtcg
ttgacacttt
ctggcttgga
acctggtggt
tgcgagtggt
cggeggttge
agattgttca
tgggtggage
atgctgectgt
tccacgeate
cgcgatttaa
tgctgtggga
ttacctctga
ccggceccaac
ctegtgagte
ttaaccaacc
gtgcagcaat
gagttccage
ggcgeagacg
gagggagttt
gagcggggag
tgceccactgg
atcgtcgaca
gacagcgcgg
ccegggattt

gcagaaacgg
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aacaaggtgc
gatttcggtg
gttttggctg
caggaagagc
gatctttece
gtgatccgee
taaggttace
aggtttggca
agtggaagtt
taaagctatt
gtgccacaac
tggtgttget
gttgtectet
agtggtgtcg
accacttgag
caccgaagcet
cgtgteccege
gggtactcgt
gtgggtaaac
cgcecatggtg
tggcattaag
ttaggcccaa
tattcgetga
tggatgcggt
aaggctgatg
gcttcttegg
agggcettegt
gttccgatgg
teogecgagea
ttgtcgggga
aaatcgctag

tgctgacecce

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



ggatgaatgt
aggtagcttg
gcgaaccegga
actggatgge
agacaggatg
cecgettgggt
atgcecgecgt
tgtceggtge
cgggegttee
tattgggcga
tatccatcat
tcgaccacca
tcgatcagga
ggctcaagge
tgeccgaatat
gtgtggegga
gcggcgaatg
gcatcgectt
gaccgaccaa
tgaaaggttg
ggatctcatg
taccgcacag
ctgacteget
taatacggtt
agcaaaaggc
ccectgacga
tataaagata
tgcecgettac
gctcacgetg
acgaaccecece
acccggtaag
cgaggtatgt

gaaggacagt

cagctactgg
cagtgggett
attgccaget
tttettgecg
aggatcgttt
ggagaggcta
gtteceggetg
cctgaatgaa
ttgegeaget
agtgccgggg
ggctgatgca
agcgaaacat
tgatctggac
gcgecatgcece
catggtggaa
ccgctatcag
ggctgaccge
ctatcgectt
gcgacgccca
ggcttceggaa
ctggagttcet
atgcgtaagg
gegetaggte
atccacagaa
caggaaccgt
gecatcacaaa
ccaggegttt
cggatacctg
taggtatcte
cgttecagece
acacgactta
aggeggtget

atttggtatc

getatetgga
acatggcgat
ggggcegecet
ccaaggatct
cgcatgattg
ttcggctatg
tcagegcagg
ctgcaggacg
gtgetcgacg
caggatctece
atgcggegge
cgecatcgage
gaagagcate
gacggcgagg
aatggceget
gacatagegt
ttcctegtge
cttgacgagt
acctgccate
tegttttecg
tcgeccacge
agaaaatace
gtteggetge
tcaggggata
aaaaaggccg
aatcgacget
ccecectggaa
tcegecttte
agttcggtgt
gaccgectgeg
tcgecactgg
acagagttet

tgegetetge
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caagggaaaa
agctagactg
ctggtaaggt
gatggcgcag
aacaagatgg
actgggcaca
ggcgeceggt
aggcagcgeg
ttgtcactga
tgtcatcteca
tgcatacgct
gagcacgtac
aggggetege
atctcgtegt
tttctggatt
tggctacceg
tttacggtat
tettetgage
acgagattte
ggacgecegge
tagcggegeg
gceatcaggeg
ggcegageggt
acgcaggaaa
cgttgctgge
caagtcagag
gcteectegt
tececctteggg
aggtegtteg
ccttatcecgg
cagcagccac
tgaagtggtg

tgaagccagt

cgcaagcgca
ggcggtttta
tgggaagcce
gggatcaaga
attgcacgea
acagacaate
tetttttgte
gctatcgtgg
agcgggaagg
ccttgetect
tgatccggect
teggatggaa
gecagecgaa
gacccatgge
catcgactgt
tgatattget
cgecgetece
gggactctgg
gattccaceg
tggatgatcc
ceggecggec
ctettecget
atcagectcac
gaacatgtga
gtttttccat
gtggcgaaac
gegetctect
aagcgtggeg
cteccaagetg
taactatcgt
tggtaacagg
gectaactac

taccttcgga
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aagagaaagc
tggacagcaa
tgc;aagtaa
tctgatcaag
ggttectecgg
ggctgetetg
aagaccgacc
ctggccacga
gactggctge
gccgagaaag
acctgecccat
gecggtettg
ctgttecgeca
gatgcctget
ggceggetgg
gaagagcttg
gattcgecage
ggttcgaaat
cecgectteta
tcecagegegg
cggtgtgaaa
tcectegetea
tcaaaggcgg
gcaaaaggcc
aggctccgee
cegacaggac
gttcecgacce
ctttectcata
ggetgtgtge
cttgagtcca
attagcagag
ggctacacta

aaaagagttg

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



gtagctcttg
agcagattac
ctgacgctca
ggatcttcac
gtttttattt
ttttettgee
agaatcctet
cagcgaagtg
ggccagtttt
tgtaaatatc
acaggtacca
tgttagatge
tcataccgag
tttgactttce
attcttegee
ggectttate
tgecttecate
atttataatc
gtgcagttgt
ggatttttee
ggatagaatc
agctgtcaat
catttttagg
tgccgtcage
tatttttaat
cagggatttg
gettttggtt
taaaggttaa
tttttatgta
tagttacgeca
ttgcecttta
ttttegacct
gtttgataga
tctgtttctt
tttttaatca
caggtatatg
<210> 25

<211> 6625

atccggcaaa
gcgcagaaaa
gtggaacgaa
ctagatccett
gttaactgtt
tttgatgttc
gtttgtcata
tgagtaagta
gttcagegge
gttagacgta
tttgecegtte
aatcagceggt
agcegeegttt
tﬁgacggaag
ttggtageca
ttctacgtag
gatgaactgce
ctctacaccg
cagtgtttgt
gtcagatgta
atttgcatcg
agaagtttecg
atctccgget
gttttgtaat
tgtggacgaa
cagcatatca
cgtttettte
tactgttgcet
ctgtgttage
caataaaaaa
cacattttag
cattctatta
aaatcataaa
ttecattctct

caattcagaa

tgatgggtta

caaaccaccq
aaaggatcte
aactcacgtt
ttaaaggceg
aattgtectt
agcaggaagc
tagcttgtaa
aaggttacat
ttgtatggge
atgccgtcaa
attttaaaga
ttcatcactt
gctaactcag
aatgatgtgce
tettcagtte
tgaggatctc
tgtacatttt
ttgatgttea
ttgccgtaat
aatgtggctg
aatttgtcge
cegacttttt
aatgcaaaga
ggcecagetgt
tcaaattcag
tggegtgtaa
gcaaacgctt
tgttttgcaa
ggtetgette
agacctaaaa
gtcttgectg
gactctcgtt
aggatttgca
gtatttttta
aatatcataa

aaaaggatcg
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ctggtagegg
aagaagatcce
aagggatttt
gcegeggeeg
gttcaaggat
tcggcgcaaa
tcacgacatt
cgttaggatc
cagttaaaga
tegtecatttt
cgttegegeg
ttttcagtgt
ccgtgegttt
ttttgccata
cagtgtttge
tcagcgtatg
gatacgtttt
aagagctgtce
gtttaccgga
aacctgacca
tgtctttaaa
gatagaacat
cgatgtggta
cccaaacgtce
aaacttgata
tatgggaaat
gagttgecgec
actttttgat
tteccagecct
tatgtaaggg
ctttatcagt
tggattgcaa
gactacgggc
tagtttctgt
tatctcattt

geggeegete

tggttttttt
tttgatettt
ggtcatgaga
ccatcggcat
gctgtetttg
cgttgattgt
gtttecctttce
aagatccatt
attagaaaca
tgatcegegg
ttcaatttca
gtaatcatceg
tttatcgctt
gtatgetttg
ttcaaatact
gttgtcgeet
tccgtcaceg
tgatgctgat
gaaatcagtg
ttcttgtgtt
gacgcggcca
gtaaatcgat
gcecegtgatag
caggcetttt
tttttcattt
geegtatgtt
tecctgecage
gttcatcgtt
cctgtttgaa
gtgacgeccaa
aacaaacccg
ctggtctatt
ctaaagaact
tgcatgggeca
cactaaataa

gatttaaate
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gtttgcaage
tectacggggt
ttatcaaaaa
tttettttge
acaacagatg
ttgtctgegt
gcttgaggta
tttaacacaa
taaccaagca
gagtcagtga
tetgttactg
tttagcteaa
tgcagaagtt
ttaaataaag
aagtatttgt
gagctgtagt
tcaaagattg
acgttaactt
tagaataaac
tggtctttta
gcegtttttec
gtgtcatccg
tttgecgacag
gcagaagaga
ttttgcetgtt
tccttatatg
agtgcggtag
catgtctcct
gatggcaagt
agtatacact
cgcegatttac
ttcctetttt
aaaaaatcta
taaagttgce

tagtgaacgg

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

6900

6960

7020

7070



<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> Plasmido pH484

<400> 25

tecgagaggec
tgtattcaat
aaaccagcca
ccgeegegat
acttcttcac
tgttgtcagt
ccactatgeg
gcagaaaaag
cagctgggta
tgagagatga
cctagetgta
atatgcggcet
ggcactceteg
gacggctgtg
tgcgaatgte
gtaactggca
acagtgaaag
gacatacaat
ccattcacge
aatccaccge
atctaggccce
tegettecet
ccaacgccat

acggtggcac

tgacgtcggg
cagtcgggca
cacagagttg
aaccccaaag
gcctactgga
ctgttttatg
tagaaacage
gaaagttcgg
tgcgacaaat
tttataccat
cgcaatcgat
taaagtttgg
agggtagagt
ctggaaacce
cacagggtag
cattttgtaa
caaaaccaat
gccaaagtac
aggccagtca
tttegtgtte
tgtttactee
cgaaggtggce
tttgaacctg

cgagactcta

cccggtaceg
tagaaagaaa
attgtttcge
acaaggagac
aggtcagtag
gtcacgatct
gggcagaaac
ccagatgggt
caccgagagt
cctgcaccat
ttcaaatcag
ctgeccatgtg
gccaaatagg
acaaccggca
ctggtagttt
tgcgetagat
tegtggetge
gacaattcca
gtagacgcac
gactccgetg
cgcctcacca
gtccacgetg
gcaggagcegg

ttccttatca
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ttgetegetg
acgcaatgat
cacgggagaa
caacgcggge
cgttgetgta
ttactgtttt
agcgggcaga
gtttetgtat
tgttaattct
ttagagtggg
ttggaaaaag
aatttttage
ttgtttgaca
cacacaaaat
gaaaatcaac
ctgtgtgctce
gaaagtcgta
atgctgacca
agaccagcge
agcacgccaa
acccaaccgt
tagegttcte
gcgaccacat

ctecttaaceg

atctttegge
ataggaacca
agcgattget
ggtcggtgac
caccaaatca
ctettegggt
aactgtgtge
gccegatgate
taacaatgga
gctagtcata
tcaagaaaat
accctcaaca
cacagttgtt
ttttcteatg
gcegttgecece
agtcttccag
gccaccacga
gtggggettt
acgaaacctt
gcagegttte
tgaggetttg
ctcecggacag
cgtcacctee

cctgggtate

89

ttaacaactt
actgececgeca
ccccaaccca
attttagggg
tegteattga
cgtttcaaag
agaaatgcat
ggatctttga
aaagtaacat
cceccataac
tacccgagac
gttgagtgct
cacccgcéac
geegttacce
ttaggattca
gcetgettate
agtccaggag
gaaacccgcet
ccgatctace
gcacttgagg
gaaaaccgca
gccgcaacca
ccacgecetct

gatgtttect

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440



tcegtggaaaa
cattcttcgg
ctgaagttge
cgctegtgeg
acaccggcaa
ctgtcgaaaa
acggattgaa
ttctacgcga
tegacacccet
tcctcaacaa
ggtacgcaac
tcaagggcgg
ttgcaaacat
agtccgacga
ttggcatcga
agcactagtt
ttgggatcct
gtagaaagcc
ctggacaagg
gcgatageta
gcccteotggt
gatctgatgg
gattgaacaa
ctatgactgg
gcaggggege
ggacgaggca
cgacgttgtc
tctectgtea
geggetgeat
cgagcgagca
gcatcagggg

cgaggatctc

cccecgacgac
cgagactttc
gcaccgcaac
cccgetegag
cggetecgga
ggatggaaag
gtacgcagac
caccggetee
tteccctgege
ccacgagaag
caaggaaaag
caaggatgag
cggcgatgtt
agctggectg
gaccattgat
cggacctagg
ctagaccegg
agtccgecaga
gaaaacgcaa
gactgggcgg
aaggttggga
cgcaggggat
gatggattge
gcacaacaga
ceggttettt
gegeggetat
actgaagcegg
tctcacettg
acgettgatc
cgtactegga
ctegegecag

gtcgtgacce

cctgagtect
gccaacecac
agegttecac
ctecggegeag
ctgggcggcg
ccagtattce
cttggtgcac
acccteteeg
ctggagegece
gtggaaaagg
cttggectga
gcttgggcat
cgcteccteg
gcacgcegegg
gatatcatcg
gatatcgtcg
gatttaaatc
aacggtgetg
gcgcaaagag
ttttatggac
agccctgcaa
caagatctga
acgcaggtte
caatcggetg
ttgtcaagac
cgtggctgge
gaagggactg
ctectgecga
cggctacctg
tggaagcegg
ccgaactgtt

atggcgatgc
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ggcaggcagce
aggcagacgt
tgatcatcga
acgttgtegt
tgettatega
cctacttcgt
cagccttcgg
cattcaacgce
acaacgaaaa
ttaacttcege
agtacaccegg
ttatcgacge
ttgttcacee
gegttaccea
ctgacctega
acatcgatge
gcetageggge
accccggatg
aaagcaggta
agcaagcgaa
agtaaactgg
tcaagagaca
teceggecget
ctctgatgee
cgacctgtece
cacgacggge
getgetattg
gaaagtatce
cccattegac
tcttgtcgat
cgccaggete

ctgcttgeeg

cgttcagcca
cctggatatt
caacaccatce
cgctteecte
cggcggaaag
cactccagat
cctcaaggtt
atgggctgca
cgccatcaag
aggcctgaag
cteegttete
cctgaagceta
agcaaccacc
gtecacegte
aggeggettt
tcttectgegt
tgctaaagga
aatgtcagct
gcttgcagtg
ccggaattge
atggctttet
ggatgaggat
tgggtggaga
gecegtgttec
ggtgccctga
gttecttgeg
ggcgaagtge
atcatggctg
caccaagcga
caggatgate
aaggcgcgca

aatatcatgg

90

aacaccaaag
cetgeggtgg
gctaccgeag
accaagttct
ttegattgga
gctgcttace
cgcgttggee
gtccagggca
gttgcagaat
gattceccctt
accttegaga
cactccaacce
acccattcac
cgectgteeg
gctgcaatct
taattaacaa
agcggaacac
actgggctat
ggcttacatg
cagctgggge
tgccgeccaag
cgtttcgcat
ggctattegg
ggctgtcage
atgaactgca
cagectgtget
cggggcagga
atgcaatgceg
aacatcgcat
tggacgaaga
tgcccgacgg

tggaaaatgg

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



ccgettttct
agcgttgget
cgtgcetttac
cgagttette
ccatcacgag
ttcecgggacyg
cacgctageg
ataccgcatc
gctgeggega
ggataacgca
ggcegegttg
acgctcaagt
tggaagctcce
ctttetecet
ggtgtaggte
ctgcgectta
actggecagea
gttcttgaag
tctgetgaag
caccgetggt
atctcaagaa
acgttaaggg
ggeceggecge
tecttgttea
gaagctegge
tgtaatcacg
tacatcgtta
tgggccagtt
gtcaategte
aaagacgtte
cactttttte
ctcageegtg

tgtgettttg

ggattcatcg
acccgtgata
ggtategeeg
tgagcgggac
atttcgattc
ccggctggat
gcgegeegge
aggcgctcett
gcggtatcag
ggaaagaaca
ctggegtttt
cagaggtggce
ctcgtgeget
tcgggaageg
gttegeteca
tceggtaact
geccactggta
tggtggeccta
ccagttacct
agcggtggtt
gatcctttga
attttggtca
ggcegecate
aggatgetgt
gcaaacgttg
acattgtttce
ggatcaagat
aaagaattag
atttttgate
gecgegttcaa
agtgtgtaat
cgttttttat

ccatagtatg

actgtggeeg
ttgctgaaga
cteecegatte
tctggggtte
caccgecgec
gatecctecag
cggcceggtyg
cegettecte
ctcactcaaa
tgtgagcaaa
tccatagget
gaaacccgac
ctectgttcee
tggegettte
agctgggetg
ategtettga
acaggattag
actacggcta
teggaaaaag
tttttgtttg
tettttetac
tgagattate
ggcattttet
ctttgacaac
attgtttgte
ctttcegettg
ccatttttaa
aaacataace
cgegggagte
tttcatctgt
catcgtttag
cgctttgecag

ctttgttaaa
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gctgggtgtg
gcttggegge
gecagcegcate
gaaatgaccg
ttctatgaaa
cgeggggate
tgaaataccg
gctcactgac
ggcggtaata
aggccagcaa
cegeecceecet
aggactataa
gaccctgeeg
tecatagctea
tgtgcacgaa
gtccaacceg
cagagcgagg
cactagaagg
agttggtage
caagcagcag
ggggtctgac
aaaaaggatce
tttgegtttt
agatgtttte
tgcegtagaat
aggtacagcg
cacaaggcca
aagcatgtaa
agtgaacagg
tactgtgtta
ctcaatcata
aagtttttga

taaagattct

gcggaccget
gaatgggcetg
gecttectate
accaagcgac
ggttgggctt
tcatgctgga
cacagatgeg
tcgectgeget
cggttatcca
aaggccagga
gacgagcatec
agataccagg
cttacecggat
cgetgtaggt
ccecceegtte
gtaagacacg
tatgtaggeg
acagtatttg
tettgatceg
attacgcgea
gctcagtgga
ttcacctaga
tatttgttaa
ttgcetttga
cctetgtttg
aagtgtgagt
gttttgtteca
atatcgttag
taccatttge
gatgcaatca
ccgagagcge
ctttettgac

tegccttggt
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atcaggacat
accgettect
geecttettga
gcccaacctg
cggaategtt
gttettegee
taaggagaaa
cggtegtteg
cagaatcagg
accgtaaaaa
acaaaaatcg
cgttteccee
acctgtecege
atctcagttce
agceccgacceg
acttategee
gtgctacaga
gtatctgcege
gcaaacaaac
gaaaaaaagqg
acgaaaactc
teccttttaaa
ctgttaattg
tgttcagcag
tcatataget
aagtaaaggt
geggettgta
acgtaatgcc
cgttecatttt
geggtttcat
cgtttgctaa
ggaagaatga

agccatcttce

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



10

agttccagtg
atctctcage
attttgatac
gttcaaagag
gtaatgttta
ggctgaacct
gtegectgtcet
tttttgatag
aaagacgatg
gctgteccaa
ttcagaaact
tgtaatatgg
cgettgagtt
tgcaaacttt
gcttctteca
taaaatatgt
gecctgettta
tegtttggat
ttgcagacta
ttttatagtt
cataatatct
gatcggegge
<210> 26

<211> 363

<212> ADN

tttgcttcaa
gtatggttgt
gttttteegt
ctgtcetgatg
ccggagaaat
gaccattctt
ttaaagacge
aacatgtaaa
tggtagcegt
acgtccagge
tgatattttt
gaaatgcegt
gcgectectg
ttgatgttca
gccctectgt
aaggggtgac
tcagtaacaa
tgcaactggt
cgggectaaa
tctgttgeat
catttcacta

cgetegattt

<213> artificial

<220>

atactaagta
cgectgaget
caccgtcaaa
ctgatacgtt
cagtgtagaa
gtgtttggte
ggccagegtt
tcgatgtgte
gatagtttge
cttttgecaga
catttttttg
atgtttcectt
ccagcagtge
tegttcatgt
ttgaagatgg
gccaaagtat
acccgegega
ctattttect
gaactaaaaa
gggcataaag
aataatagtg

aaatc

ES 2517394 T3

tttgtggcet
gtagttgect
gattgattta
aacttgtgca
taaacggatt
ttttaggata
tttccagcetg
atccgecattt
gacagtgceg
agagatattt
ctgttcaggg
atatggcttt
ggtagtaaag
ctectttttt
caagttagtt
acactttgee
tttactttte
cttttgtttg
atctatctgt
ttgcettttt

aacggecaggt

ttatcttcecta cgtagtgagg
tcatcgatga actgctgtac
taatcctcta caccegttgat
gttgtcagtg tttgtttgec
tttecgtcag atgtaaatgt
gaatcatttg catcgaattt
tcaatagaag tttcgccgac
ttaggatctc cggctaatge
tcagegtttt gtaatggeca
ttaattgtgg acgaatcaaa
atttgcagca tatcatggeg
tggttcegttt ctttcecgcaaa
gttaatactg ttgettgttt
atgtactgtg ttagcggtct
acgcacaata aaaaaagacc
ctttacacat tttaggtett
gacctcattc tattagacte
atagaaaatc ataaaaggat
ttettttecat tctetgtatt
aatcacaatt cagaaaatat

atatgtgatg ggttaaaaag

<223> Secuencia del promotor P497_P1284 = PgrESPEFTu>P497_P1284

<400> 26
cggcttaaag
tctcgagggt
ctgtgetgga
atgtecacag
tggcacattt
gaaagcaaaa
aca

<210> 27
<211> 6350

tttggetgee
agagtgccaa
aacccacaac
ggtagetggt
tgtaatgege

ccaattegtg

atgtgaattt
ataggttgtt
cggcacacac
agtttgaaaa
tagatctgtg

gctgegaaag

ttagcaccet
tgacacacag
aaaattttte
tcaacgeegt
tgctcagtcet

tegtagecac

caacagttga gtgetggeac
ttgttcacce gecgacgacgg
tcatggecegt taccectgega
tgeecttagg attcagtaac
tccaggetge ttatcacagt

cacgaagtcc aggaggacat
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5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6625

60

120

180

240

300

360

363



<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> Plasmido pH491

<400> 27

tegagetegg
ccggactggg
gaaagccagt
cagaccttgg
gctccacect
tgecgeetgga
agaaggtgga
aaaagcttgg
atgaggcttg
atgttecgetc
gcctggecacy
ttgatgatat
ctagggatat
aggteggetg
caccaagtac
cggaaaccta
aatccaagcg
cgcctatcac
catcgaacac
tceccggcecaaa
ttgcaacggt
cttecececegee
cggcatcace
gtgggccgea
cgcecagegee

ccactggcac

cgcagacgtt
cggegtgett
attcccctac
tgcaccagee
ctecegecatte
gcgecacaac
aaaggttaac
cctgaagtac
ggcatttate
cctegttgtt
cgcgggegtt
catcgetgac
cgtcgagage
aaaaatttceg
ttttgcgaag
cgaaaggatt
atcggtgatg
cgetggggtg
gcectcactg
gecatcaaca
tecaccggac
acgtccatte
acggtcgccg
atgtacccag
tggcaaatcg

gaaggcaact

gtecgtegett
atcgacggeg
ttecgtcacte
ttcggectea
aacgcatggg
gaaaacgcca
ttcgecaggee
accggctceg
gacgccctga
cacccagcaa
acccagtcca
ctcgaaggeg
tgccaattat
ttgcaatate
cgccatetga
ttttacccat
tctccacega
aataccgegt
gagattccaa
ctgatattta
ctggetecat
gtgatcaggt
cagtacttgg
aaactgttgg
gecattcaatc

actacgaatc

ES 2517394 T3

ccectcaccaa
gaaagttcga
cagatgcetge
aggttcgegt
ctgecagtcca
tcaaggttge
tgaaggatte
ttctcacctt
agctacacte
ccaccacecca
ccgtceegect
gectttgetge
tcegggettg
aacaaaaagg
cggatttteca
gccecaccecte
agccggagcea
agataaagaa
cgcégccgat
ctgegtgatc
gcatccagat
aaacgcecgaa
tggttecatg
cgcagetget
cgcccaaatt

cggetgeaac

gttctacacc
ttggactgtc
ttaccacgga
tggectteta
gggcatcgac
agaattccte
cecttggtac
cgagatcaag
caaccttgea
ttcacagtcec
gtececgttgge
aatctagcac
tgaccegeta
cctatcattg
aaagatgtat
gcegectteag
atcattacaa
ggacgcagca
tggtgggetg
tgtaccaacg
ggaaatttct
aaacaattce
ggtggtgcce
gttettgecag
aaggcgattg

ccagecaceqg

93

ggcaacggct
gaaaaggatg
ttgaagtacg
cgcgacaceg
accctttecce
aacaaccacg
gcaaccaagg
ggcggcaagg
aacatcggcg
gacgaagctg
atcgagacca
tagttcggac
cccgataaat
ggaggtgtcg
atgcetcggtg
gtcaacttga
acgctgaaat
atgtegttct
acttgctcgg
tecateggtgg
ggggtaatcg
tcgacgcact
gcaccctaga
tttctgcacg
aaaacgacca

gacteggege

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
9260

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500

1560



cgcccgacge
caccaaagce
cgecgtggaa
ctcctacgte
cctcaacaag
tattttgtac
aatggcaaaa
ggatcgcatc
ctacatcgag
gatgetctte
cgggetgeta
ggatgaatgt
aggtagcttg
gcgaaccgga
actggatgge
agacaggatg
ccgettgggt
atgecegeegt
tgtceggtge
cgggegttece
tattgggega
tatccatcat
tecgaccaceca
tegatcagga
ggctcaagge
tgccgaatat
gtgtggcgga
gcggegaatg
gcatecgectt
gaccgaccaa
tgaaaggttg

ggatctcatg

atcgcccace
caaaagaacg
tectacttgg
ttgctcaceg
gcactcgaat
cectaccace
atcgtatcce
gtgaggaact
ttctacatcet
tgegttaatt
aaggaagegg
cagectactgg
cagtgggctt
attgccaget
tttcttgecg
aggatcgttt
ggagaggcta
gttecggetyg
cctgaatgaa
ttgcgcaget
agtgccgggg
ggctgatgea
agcgaaacat
tgatctggac
gageatgcce
catggtggaa
ccgetatcag
ggctgaccge
ctatcgectt
gcgacgecca
ggcttcggaa

ctggagttet

tcacctacceg
aaaaccecact
actaccaagc
acgccctcaa
ccatcaaagt
agcaagaaca
ctgtcggeca
tcttcageet
aacatatgac
aacaattggg
aacacgtaga
gctatctgga
acatggcgat
ggggegecct
ccaaggatcet
cgcatgattg
ttecggctatg
tcagcgecagg
ctgcaggacg
gtgctegacg
caggatctce
atgcggegge
cgcatcgage
gaagagecatc
gacggcgagg
aatggceget
gacatagegt
ttectegtge
cttgacgagt
acctgcceate
tegtttteeg

tecgeccacge
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tggcgaacta
cggtecectac
agacaagcta
cegeecacgac
tccagtecctt
cctctccaga
cgatgctttc
catctececa
tagttcggac
atcctctaga
aagccagtce
caagggaaaa
agctagactg
ctggtaaggt
gatggcgcag
aacaagatgg
actgggcaca
ggcgeceggt
aggcagcegceg
ttgtcactga
tgtcatctca
tgcatacgct
gagcacgtac
aggggctcge
atctcgtegt
tttctggatt
tggctacceg
tttacggtat
tettetgage
acgagattte
ggacgccgge

tagcggcgeg

gaaatcgacg
cgcaagcecg
gtacagegtt
attggtcgeg
gtcgeaggeg
aacctgggaa
ctcaccgaaa
gacgaagaca
ctagggatat
ccegggattt
gcagaaacgg
cgcaagcgea
ggcggtttta
tgggaagccc
gggatcaaga
attgcacgca
acagacaatc
tetttttgte
gctategtgg
agcgggaagg
ccttgectcet
tgatccgget
tcggatggaa
gccagecgaa
gacccatgge
catecgactgt
tgatattget

cgcegetecee

gggactetgg:

gattccacecg
tggatgatcc

ccggccggec
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aacgcttcgg
accagcgctt
tecgacgecgg
accgeggagyg
tagataccga
atctactggce
gccgccaaat
acccttegac
cgtcgacate
aaatcgctag
tgectgaccce
aagagaaagc
tggacagcaa
tgcaaagtaa
tctgatcaag
ggttctecegg
ggctgctetg
aagaccgacc
ctggccacga
gactggctgce
gccgagaaag
acctgeccat
gceggtcecttg
ctgttegeca
gatgcctget
ggccggetgg
gaagagcttg
gattcgcage
ggttcgaaat
cegecttcta
tccagegegg

cggtgtgaaa

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



taccgecacag
ctgactecget
taatacggtt
agcaaaaggc
cecectgacga
tataaagata
tgccgettac
gctcacgetg
acgaacccce
acceggtaag
cgaggtatgt
gaaggacagt
gtagctettg
agcagattac
ctgacgetea
ggatcttcac
gtttttattt
ttttettgee
agaatcctet
cagcgaagtg
ggccagtttt
tgtaaatate
acaggtacca
tgttagatge
tcataccgag
tttgacttte
attcttegee
ggcctttate
tgectteate
atttataatc
gtgcagttgt
ggatttttce

ggatagaatc

atgegtaagg
gegeteggte
atccacagaa
caggaaccgt
gcatcacaaa
ccaggegttt
cggatacctg
taggtatctc
cgttcagecce
acacgactta
aggeggtget
atttggtate
atccggcaaa
gcgcagaaaa
gtggaacgaa
ctagatccett
gttaactgtt
tttgatgtte
Qtttgtcata
tgagtaagta
gttcagegge
gttagacgta
tttgcegtte
aatcagcggt
agcgccgttt
ttgacggaag
ttggtagcca
ttctacgtag
gatgaactge
ctctacaccg
cagtgtttgt
gtcagatgta

atttgcatcg

agaaaatacc
gtteggetge
tcaggggata
aaaaaggccg
aatcgacgct
ccecectggaa
tcegecttte
agttcggtgt
gacegetgeg
tecgecactgg
acagagttct
tgegetetge
caaaccacceg
aaaggatctc
aactcacgtt
ttaaaggceg
aattgtcctt
agcaggaagc
tagcttgtaa
aaggttacat
ttgtatgggce
atgccgtcaa
attttaaaga
ttcatcactt
gctaactcag
aatgatgtge
tcttecagtte
tgaggatcte
tgtacatttt
ttgatgttca
ttgcegtaat
aatgtggctg

aatttgtcge

ES 2517394 T3

gcatcaggeg
ggcgageggt
acgcaggaaa
cgttgetgge
caagtcagag
gctecectegt
tcecetteggg
aggtcgtteg
ccttatecegyg
cagecagccac
tgaagtggtg
tgaagccagt
ctggtagegg
aagaagatcc
aagggatttt
gcecgeggecg
gttcaaggat
tcggegeaaa
tcacgacatt
cgttaggatce
cagttaaaga
tcogteatttt
cgttegegeg
ttttcagtgt
cegtgegttt
ttttgecata
cagtgtttge
tcagcgtatg
gatacgtttt
aagagetgte
gtttaccgga
aacctgaccea

tgtctttaaa

ctettecget
atcagctcac
gaacatgtga
gtttttccat
gtggcgaaac
gegctctect
aagcgtggeg
ctccaagctg
taactatcegt
tggtaacagg
gcctaactac
taccttegga
tggttttttt
tttgatcttt
ggtcatgaga
ccatecggcat
getgtcetttg
cgttgattgt
gtttecttte
aagatccatt
attagaaaca
tgatccgegg
ttcaattteca
gtaatcatcg
tttatcgett
gtatgctttg
ttcaaatact
gttgtcgect
tecgtcaceg
tgatgctgat
gaaatcagtg
ttettgtgtt

gacgeggeca
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tectegetea
tcaaaggcgg
gcaaaaggcc
aggcteccgec
ccgacaggac
gttcecgaccece
ctttctecata
ggctgtgtge
cttgagtcca
attagcagag
ggctacacta
aaaagagttg
gtttgcaage
tctacggggt
ttatcaaaaa
tttcttttge
acaacagatg
ttgtctgegt
gcttgaggta
tttaacacaa
taaccaagca
gagtcagtga
tetgttactg
tttagctcaa
tgcagaagtt
ttaaataaag
aagtatttgt
gagctgtagt
tcaaagattg
acgttaactt
tagaataaac
tggtctttta

gegtttttece

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



agctgtcaat
catttttagg
tgcegtcecage
tatttttaat
cagggatttg
gcttttggtt
taaaggttaa
tttttatgta
tagttacgeca
ttgcccttta
ttttcgacct
gtttgataga
tctgtttctt
tttttaatca
caggtatatg
<210> 28

<211> 5477
<212> ADN

agaagttteg
atctccgget
gttttgtaat
tgtggacgaa
cagcatatca
cgtttcttte
tactgttgct
ctgtgttage
caataaaaaa
cacattttag
cattctatta
aaatcataaa
ttcattetct
caattcagaa

tgatgggtta

<213> artificial

<220>

<223> Plasmido pH429

<400> 28

tecgagectete
cgagaaatta
cctttggage
gcttgeccta
caagattaaa
cggtggtttyg
cttgatcttc
gttcttcact
tcaacaggcece
actatacgaa
caacccgaaa

gatctcgatt

caatctccac
ggccatcace
ggagceggtt
ggttggatta
ggcactgatg
ttaggcegget
agcttcatca
cggaagaagt
ttttggtcat
ceggtttgte
ggacgtggee

ggtccacaac

ccgacttttt
aatgcaaaga
ggccagctgt
tcaaattcag
tggeégtgtaa
gcaaacgctt
tgttttgecaa
ggtetgette
agacctaaaa
gtcttgectg
gactctegtt
aggatttgca
gtatttttta
aatatcataa

aaaaggatcg

tgaggtactt
ttttaataac
aaaattggeca
catggatcat
ctcagcaagg
ggctgcettgg
catgtctgat
aatctgcettt
tttggggtgg
tatattggtg

gaacgtggcet

atcagtcctc
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gatagaacat
cgatgtggta
cccaaacgtce
aaacttgata
tatgggaaat
gagttgegec
actttttgat
ttccageccct
tatgtaaggg
ctttatcagt
tggattgcaa
gactacgggce
tagtttctgt
tatctcattt

geggecgete

aatcctteeg
aatacaatga
gcattcaccg
tattggtggt
aattttgctg
aatcttcgga
tggtgectgte
aaatcegtag
aaaaagcgct
ttagacagtt
gctagcectaat

ttgagacggc

gtaaatcgat
geccgtgatag
caggectttt
tttttcattt
geccegtatgtt
tcctgecage
gttcatecgtt
cctgtttgaa
gtgacgccaa
aacaaacccg
ctggtctatt
ctaaagaact
tgecatgggea
cactaaataa

gatttaaate

gggaattcgg
ataattggaa
aaagaaaagg
ctagctggtt
aacatagtcg
gtggatgttg
attttgctga
ggectgttga
agacttgecct
cgtegtatcet
ccttgatggt

tcgegatttg

96

gtgtcateceg
tttgcgacag
gcagaagaga

ttttgctatt

tcettatatg ®

agtgcggtag
catgtctect
gatggcaagt
agtatacact
cgcgatttac
ttectetttt
aaaaaatcta
taaagttgee

tagtgaacgg

gcgettaaat
taggtcgaca
agaaccacat
ggattgcctce
teggtattat
ccggtggegg
cgategtgea
tatttcgata
gtggattaaa
tgaaacagac
ggacttgctg

gctecggecagt

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6350

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720



tgttgtegge
ttegttgggg
ctttaagecge
gatttctttg
cacgtttgtt
tttgegtegt
ctgctetagg
catcatgatg
tteggaceta
ctectagacce
ccagteccgeca
gggaaaacgce
tagactggge
gtaaggttgg
ggcgecagggg
aagatggatt
gggcacaaca
geeceggttet
cagcgeggct
tcactgaage
catctcacct
atacgettga
cacgtacteg
ggctegegee
tcgtcgtgac
ctggattcat
ctaccecgtga
acggtatcge
tetgageggg
agatttcgat
cgecggetgg
cggegegecg

tcaggegete

tccacetgeg
gaggegtcega
tgcatggcgg
cgggcetgtt
gcgtgaageg
gtcecacagga
tggtgcactt
attgtttgga
gggatatcgt
gggatttaaa
gaaacggtgc
aagegcaaag
ggttttatgg
gaagccctge
atcaagatct
gcacgcaggt
gacaatcggce
ttttgtcaag
atcgtggctg
gggaagggac
tgctectgee
teeggetace
gatggaagce
agccgaactg
ccatggegat
cgactgtgge
tattgctgaa
cgctcccgat
actctggggt
tccaccgeeg
atgatcctcee
gceggecegg

ttecgettee

gactactcaa
taagcccctt
cgeggttcat
ttgcttegtt
ttgaggegtt
agatgegectt
tgaaatcgte
ggagcgtcca
cgacategat
tegetagegg
tgaccccgga
agaaagcagg
acagcaagcg
aaagtaaact
gatcaagaga
teteceggecg
tgctctgatg
accgacctgt
gccacgacgg
tggctgetat
gagaaagtat
tgcccatteg
ggtettgteg
ttegecagge
gcectgettge
cggetgggtg
gagcttggeg
tegcagegea
tegaaatgac
ccttctatga
agcgegggga
tgtgaaatac

tegetcactg
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tttagtttet
ctttttaget
ttcacgttge
gattteggca
ccatggggtg
ttetttttgt
ggtaagtggg
caggttgttg
getettetge
gctgctaaag
tgaatgtcag
tagettgeag
aaccggaatt
ggatggcttt
caggatgagg
cttgggtgga
cegeegtgtt
ceggtgeect
gegttecttg
tgggcegaagt
ccatcatgge
accaccaage
atcaggatga
tcaaggcgeg
cgaatatcat
tggcggaceg
gcgaatggge
tcgeccttceta
cgaccaageg
aaggttggge
tctcatgetg
cgcacagatg

actegetgeg

tcattttecg
ttaacctcag
gtttegegee
gtacgggttt
agaatcateca
tttgegeggt
tatttgegtt
ctgacgcgte
gttaattaac
gaagcggaac
ctactgggct
tgggcttaca
gccagetggg
cttgcegeca
ategtttege
gaggctatte
ceggetgtea
gaatgaactg
cgcagetgtg
gecggggeag
tgatgcaatg
gaaacatcge
tctggacgaa
catgcccgac
ggtggaaaat
ctatcaggac
tgaccgettce
tcegecttett
acgceceaace
ttcggaatcg
gagttctteg
cgtaaggaga

cteggtegtt

97

aaggggtatc
cgcgacgetyg
tettgttcege
tggtgagttc
gggegeggtt
agatgtegeg
ccaaaatgac
atatgactag
aattgggatc
acgtagaaag
atctggacaa
tggcgatage
gegecctetg
aggatctgat
atgattgaac
ggctatgact
gcgeagggge
caggacgagg
ctcgacgttg
gatctcctgt
cggeggetge
atcgagcgag
gagcatcagg
ggcgaggatc
ggccgetttt
atagegttgg
ctegtgcettt
gacgagttct
tgccatcacg
tttteecggga
cccacgctag
aaataccgea

cggctgegge

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1986
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640

2700



gagcggtatc
caggaaagaa
tgctggegtt
gtcagaggtg
ccectegtgeg
cttegggaag
tegttegete
tatccggtaa
cagccactgg
agtggtggee
agccagttac
gtageggtgg
aagatcettt
ggattttggt
gcggecgeca
caaggatgct
gcgcaaacgt
cgacattgtt
taggatcaag
ttaaagaatt
tcatttttga
tcgegegtte
tcagtgtgta
tgegtttttt
tgccatagta
tgtttgette
gcgtatggtt
acgtttttee
agetgtetga
taccggagaa
ctgaccatte

ctttaaagac

agctcactca
catgtgagca
tttccatagg
gcgaaaccceg
ctectectgtt
cgtggecgett
caagctgggce
ctategtett
taacaggatt
taactacgge
ctteggaaaa
tttttttgtt
gatcttttet
catgagatta
tcggeatttt
gtctttgaca
tgattgtttg
teettteget
atccattttt
agaaacataa
teegegggag
aatttcatcet
atcatcgttt
atcgectttge
tgectttgtta
aaatactaag
gtegectgag
gtcaccgtca
tgctgatacg
atcagtgtag
ttgtgtttgg

gcggccagceg

aaggcggtaa
aaaggccage
cteegececee
acaggactat
ccgaccectge
tctcataget
tgtgtgcacg
gagtccaacc
agcagagcga
tacactagaa
agagttggta
tgcaagecage
acggggtctg
tcaaaaagga
cttttgegtt
acagatgttt
tetgegtaga
tgaggtacag
aacacaaggc
ccaagcatgt
tcagtgaaca
gttactgtgt
agctcaatca
agaagttttt
aataaagatt
tatttgtgge
ctgtagttge
aagattgatt
ttaacttgtg
aataaacgga
tcttttagga

tttttccage

ES 2517394 T3

tacggttatc
aaaaggccag
ctgacgageca
aaagatacca
cgcttacegg
cacgetgtag
aaccccecegt
cggtaagaca
ggtatgtagg
ggacagtatt
getettgate
agattacgcg
acgctcagtg
tcttcaccta
tttatttgtt
tettgecttt
atcctcetgtt
cgaagtgtga
cagttttgtt
aaatatcgtt
ggtaccattt
tagatgcaat
taccgagage
gactttcettg
cttegecttg
ctttatectte
cttcatcgat
tataatccte
cagttgtcag
ttttteegte
tagaatcatt

tgtcaataga

cacagaatca
gaaccgtaaa
tcacaaaaat
ggcegtttcce
atacctgtcee
gtatctcagt
tcageccecgac
cgacttatcg
cggtgctaca
tggtatctge
cggcaaacaa
cagaaaaaaa
gaacgaaaac
gatcctttta
aactgttaat
gatgttcage
tgtcatatag
gtaagtaaag
cagcggcttg
agacgtaatg
geegttecatt
cagcggtttce
gecegtttget
acggaagaat
gtagccatct
tacgtagtga
gaactgetgt
tacaccgttg
tgtttgtttg
agatgtaaat
tgcatcgaat

agtttcgceg
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ggggataacg
aaggccgegt
cgacgctcaa
cctggaagcet
gectttcetee
tcggtgtagg
cgetgegect
ccactggcag
gagttcttga
gctetgetga
accaccgetg
ggatctcaag
tcacgttaag
aaggccggcec
tgtcettgtt
aggaagctcg
cttgtaatca
gttacategt
tatgggccag
ccgtcaateg
ttaaagacgt
atcacttttt
aactcagccg
gatgtgcttt
tcagttccag
ggatctctca
acattttgat
atgttcaaag
ccgtaatgtt
gtggctgaac
ttgtegetat

actttttgat

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



agaacatgta
tgtggtagec
aaacgtccag
cttgatattt
gggaaatgcc
ttgcgectcee
ttttgatgtt
cagccctect
gtaaggggtg
tatcagtaac
attgcaactg
tacgggccta
tttetgttge
ctcatttcac
gcegetcegat
<210> 29

<211> 5697
<212> ADN

aatcgatgtg
gtgatagttt
gccttttgea
ttcatttttt
gtatgtttece
tgccageagt
catcgttcat
gtttgaagat
acgccaaagt
aaaccegege
gtctatttte
aagaactaaa
atgggcataa
taaataatag

ttaaate

<213> artificial

<220>

<223> Plasmido pH449

<400> 29

tecgaggegte
agcaatcgat
cecctgeage
cegttgecat
tacacaagac
ttecagcette
tgactgatag
atgcgccagt
ctteecectg
gagattcgac
cgttaaaget
ttccaataag

cgtectgget

tteeggtgte
cacatagtcg
atgttcagca
tttegegtca
tgtcaacacg
cgcggecaget
agcaacaagt
gagaaagtta
catggcagat
ctttttacct
tecccecgeca
ttttccacge

gagtacaacg

tcatccgeat
gcgacagtge
gaagagatat
tgctgttcag
ttatatggct
gcggtagtaa
gtctcectttt
ggcaagttag
atacactttg
gatttacttt
ctcttttgtt
aaatctatct
agttgeccttt

tgaacggcag

atggttgaac
attttgtcca
accattggca
ctgatcaggt
ccttettgea
tccgecaaate
cctaactttt
taactgetgg
gaaggcgect
gagaggattc
ttccattceca
cagccggaga

tecggetceegg

ES 2517394 T3

ttttaggate
cgtcagegtt
ttttaattgt
ggatttgecag
tttggttegt
aggttaatac
ttatgtactg
ttacgcacaa
cectttacac
tcegaccteat
tgatagaaaa
gtttettttce
ttaatcacéa

gtatatgtga

cgaattccag
accactgaaa
geggeggata
gactgagcett
gactcagete
tcactgcacce
tggcctgeac
tggcatgcag
gegecateccgg
tttccaattt
taatgatagg
aggaaataga

cgcagaccte

tceggetaat
ttgtaatggce
ggacgaatca
catatcatgg
ttetttegea
tgttgettgt
tgttageggt
taaaaaaaga
attttaggtc
tctattagac
tcataaaagg
attctetgta
ttcagaaaat

tgggttaaaa

cacaatattt
acctgecaagg
gcgaacttece
tttgtagect
cgecaccataa
ataaaaacca
aaccacatca
ctcggcaaaa
ctcatgcage
ggaccacgat
atacattttt
ccaagetgta

accccagttg
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gcaaagacga
cagctgtcce
aattcagaaa
cgtgtaatat
aacgcttgag
tttgcaaact
ctgcttette
cctaaaatat
ttgectgett
tctegtttgg
atttgcagac
ttttttatag
atcataatat

aggatcggeg

tecggtttaa
accacccaat
cecttttete
tecggatttt
acggtatgea
tcectatecca
gacggatccg
ggaaccgacg
accggacgea
aatggectge
agaacaaatt
cagatcgacg

gctccagega

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5477

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780



aatcgtgcca
gteccgttgee
ggcaggtcetg
cgaggcagct
ccaggagggt
aaacctecgeg
cttegtecacce
gcacgaccca
tgatcgteca
cgcataatcet
cctgaaaatce
cgacatcgat
tegectagegg
tgacccegga
agaaagcagg
acagcaagcg
aaagtaaact
gatcaagaga
tcteceggeeg
tgctctgatg
accgacctgt
gccacgacgg
tggctgcectat
gagaaagtat
tgeccatteg
ggtcttgteg
ttegccagge
geetgettge
cggetgggtg
gagcttggeg
tegecagegea

tcgaaatgac

ctggcactat
atccctaacg
gtcaccctga
tccaaggttt
cgcccagcga
gtcttcgaag
aaggctgagg
gaggttctgg
ggagctgacc
cttttgagtt
agactgtgaa
gectettetge
gctgctaaag
tgaatgtcag
tagcttgcag
aaccggaatt
ggatggettt
caggatgagg
cttgggtgga
ccgeegtgtt
ceggtgecct
gegttecttg
tgggcgaagt
ccatcatgge
accaccaagc
atcaggatga
tcaaggcgeg
cgaatatcat
tggcggaceg
gcgaatggge
tecgecttceta

cgaccaagcg

tectggaagga
atccttcecaa
agaccccagg
cegteatecce
tcatcaacaa
atgatcctga
acaaggacga
ctgcagtaga
ttcaggaaat
ctttgcatac
cttcaaacge
gttaattaac
gaagcggaac
ctactgggct
tgggcttaca
gccagetggg
cttgeccgeca
atcgtttege
gaggctatte
ceggetgtea
gaatgaactg
cgcagetgtg
gecggggeag
tgatgcaatg
gaaacatcge
tectggacgaa
catgececegac
ggtggaaaat
ctatcaggac
tgacegette
tegecttett

acgcccaacce

ES 2517394 T3

ccacgactcc
ccagggccge
tetggtcacc
agtcgacgca
ctecttcett
gtctgaagaa
tgccaacatc
ccgcgactcet
ccttgatcge
ccatgtgcag
atatgactag
aattgggatc
acgtagaaag
atctggacaa
tggcgatagc
gegecctetg
aggatctgat
atgattgaac
ggctatgact
gcgeagggge
caggacgagg
ctcgacgttg
gatctcctgt
cggcggetge
atcgagcgag
gagcatcagg
ggcgaggatce
ggcecgetttt
atagegttgg
ctegtgettt
gacgagttct

tgccatcacg

atcgacggea
gccatcaacg
ccagctceccag
gctcaggceac
gaccgegceag
gcagagccat
gccegecteg
gagggcacct
cttgaggctg
atttctttge
ttcggaccta
ctetagacce
ccagteccgea
gggaaaacgc
tagactgggce
gtaaggttgg
ggcgcagggayg
aagatggatt
gggcacaaca
gcecggttet
cagcgeggcet
tcactgaagce
catctcacct
atacgcttga
cacgtactceg
ggctegegece
tegtegtgac
ctggattcat
ctaccegtga
acggtatege
tctgageggg

agatttcgat
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ttgacggcga
ttetegtteca
tecgatatega
caaccgctta
gcategatce
acatcaacgt
ttgagctgtg
ccgtcccagt
atcaggaaaa
acaatcacag
gggatatcgt
gggatttaaa
gaaacggtge
aagcgcaaag
ggttttatgg
gaagccctge
atcaagatct
gcacgcaggt
gacaa;cggc
ttttgtcaag
atcgtggetyg
gggaagggac
tgectectgee
tccggctace
gatggaagcc
agccgaactg
ccatggcegat
cgactgtgge
tattgctgaa
cgeteocegat
actetggggt

tccaccgecg

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



ccttetatga
agecgegggga
tgtgaaatac
tecgctcactg
aaggcggtaa
aaaggccagce
ctcegecece
acaggactat
ccgacectge
tctcatagcet
tgtgtgcacg
gagtccaacce
agcagagcga
tacactagaa
agagttggta
tgcaagcage
acggggtctg
tcaaaaagga
cttttgegtt
acagatgttt
tctgegtaga
tgaggtacag
aacacaaggc
ccaagcatgt
tcagtgaaca
gttactgtgt
agctcaatca
agaagttttt
aaéaaagatt
tatttgtggc
ctgtagttge
aagattgatt

ttaacttgtg

aaggttgggce
tctcatgctg
cgcacagatg
actcgctgeg
tacggttatce
aaaaggccag
ctgacgagcea
aaagatacca
cgecttacegg
cacgctgtag
aacccccegt
cggtaagaca
ggtatgtagg
ggacagtatt
gctecttgate
agattacgeg
acgctcagtg
tcttcaccta
tttatttgtt
tcttgecttt
atcctctgtt
cgaagtgtga
cagttttgtt
aaatatcgtt
ggtaccattt
tagatgcaat
taccgagagce
gactttcttg
cttegecttyg
ctttatette
cttcatcgat

tataatecte

cagttgtecag

ttcggaatceg
gagttctteg
cgtaaggaga
cteggtegtt
cacagaatca
gaaccgtaaa
tcacaaaaat
ggegtttece
atacctgtce
gtatctcagt
tcagececegac
cgacttatcg
cggtgctaca
tggtatctge
cggcaaacaa
cagaaaaaaa
gaacgaaaac
gatcctttta
aactgttaat
gatgttcage
tgtcatatag
gtaagtaaag
cageggettg
agacgtaatg
gecegtteatt
cageggttte
geegtttget
acggaagaat
gtagccatet
tacgtagtga
gaactgectgt
tacaccgttyg

tgtttgtttg

ES 2517394 T3

ttttecggga
cccacgctag
aaataccgea
cggctgegge
ggggataacg
aaggcegegt
cgacgctcaa
cctggaaget
gectttetee
tcggtgtagg
cgectgegect
ccactggcag
gagttcttga
gctctgetga
accaccgetg
ggatctcaag
tcacgttaag
aaggccggce
tgtcettgtt
aggaagcteg
cttgtaatca
gttacatcgt
tatgggccag
cegtcaateg
ttaaagacgt
atcacttttt
aactcagceg
gatgtgcettt
tcagttccag
ggatctctea
acattttgat
atgttcaaag

ccgtaatgtt

cgeeggetgg
cggegegecg
tcaggegete
gagcggtatc
caggaaagaa
tgctggegtt
gtcagaggtg
cectegtgeg
cttegggaag
tegttegete
tatceggtaa
cagccactgg
agtggtggcg
agccagttac
gtageggtgg
aagatccttt
ggattttggt
geggecgeca
caaggatget
gcegcaaacgt
cgacattgtt
taggatcaag
ttaaagaatt
tcatttttga
tegegegtte
tcagtgtgta
tgcgtttttt
tgccatagta
tgtttgette
gegtatggtt
acgtttttce
agctgtcectga

taccggagaa
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atgatcctec
gecggceecgg
ttcegettcee
agctcactca
catgtgagca
tttcecatagg
gcgaaaceeqg
ctctectgtt
cgtggegett
caagctggge
ctategtett
taacaggatt
taactacgge
ctteggaaaa
tttttttgtt
gatcttttet
catgagatta
tceggecatttt
gtetttgaca
tgattgtttg
tecttteget
atccattttt
agaaacataa
tccgegggag
aatttcatct
atcategttt
ategetttge
tgctttgtta
aaatactaag
gtegectgag
gtcaccgtca
tgctgatacg

atcagtgtag

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



aataaacgga
tecttttagga
tttttecage
tcatcecgecat
gcgacagtge
gaagagatat
tgectgttcag
ttatatggct
gcggtagtaa
gteteetttt
ggcaagttag
atacactttg
gatttacttt
ctcttttgtt
aaatctatcet
agttgecttt
tgaacggcag
<210> 30
<211>7318
<212> ADN

tttttecgte
tagaatcatt
tgtcaataga
ttttaggatc
cgtcagegtt
ttttaattgt
ggatttgeag
tttggttegt
aggttaatac
ttatgtactg
ttacgcacaa
ccetttacac
tcgaccteat
tgatagaaaa
gtttetttte
ttaatcacaa

gtatatgtga

<213> artificial

<220>

<223> Plasmido pOM427

<400> 30

ggccgetega
gcaagaagac
gtagttgatt
tatgcaaata
gaatgtgtaa
cctettecege
gggagtaage
tgcgactcta
caagcatccc

tctgeccaca

tttaaatcte
aaaaatcacc
catagtgact
aatgcataca
gagcggggtt
ataaacgett
ttgtgttate
gataaatatc
tcgtgeggge

ccaatgeccat

agatgtaaat
tgcatcgaat
agtttcgeeg
tccggctaat
ttgtaatgge
ggacgaatca
catatcatgg
ttctttegea
tgttgettgt
tgttageggt
taaaaaaaga
attttaggte
tctattagac
tcataaaagg
attctetgta
ttcagaaaat

tgggttaaaa

gagctctgga
ttgecgctaat
gcatatgtaa
ccataggtgt
atttatgetg
ccatcagegt
cgetegggee
aagcagctgg
caatgcctct

atcgecagee

ES 2517394 T3

gtggctgaac
ttgtcgetgt
actttttgat
gcaaagacga
cagctgtcece
aattcagaaa
cgtgtaatat
aacgcttgag
tttgcaaact
ctgettette
cctaaaatat
ttgecetgett
tctegtttgg
atttgcagac
ttttttatag
atcataatat

aggatcggeg

gtgcgacagg
getcetgttac
gtatttcctt
ggtttaattt
ttgttttttt
ttatagttaa
caatccgeaa
ccgccaataa
gcactcaaac

aaaatcgaga

ctgaccatte
ctttaaagac
agaacatgta
tgtggtagec
aaacgtccag
cttgatattt
gggaaatgce
ttgcegectee
ttttgatgtt
cageccctect
gtaaggggtg
tatcagtaac
attgcaactg
tacgggccta
tttetgttge
ctcatttcac

geegetegat

tttgatgata
aggtcactaa
agataacaat
gatgcccttt
gttactcoggg
aaaaatcttt
gctecaccga
cctecagtacg
cggaatectg

ctgaaacgcc

102

ttgtgtttgg
gcggecageg
aatcgatgtg
gtgatagttt
gecttttgea
ttcatttttt
gtatgtttce
tgccagcagt
categtteat
gtttgaagat
acgccaaagt
aaacccgcgce
gtctatttte
aagaactaaa
atgggcataa
taaataatag

ttaaatce

aaaaattagce
taccatctaa
tgattgaatg
ttcagggctg
aagggcttta
cggggggatyg
ctegttggeg
catgccacge
cagcatgtct

aaagtgctcg

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5697

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600



ggatcgectt
gcteegegece
atgaattcga
tggeccttgeg
ttgagcacga
attgttaget
ttgtegaggt
gggggatgeg
cactcteate
aaatatctaa
actaaggagg
agcgacgttt
ccecgegacyg
ggtgcatcgt
cgtattgete
aaccacactc
aacctgttgg
gatggaggac
cgggaatteg
gaagaagaca
cagatgttct
cggatgagag
aaaacagaat
agaagtgaaa
ctgccaggca
gttgtttgte
ttgcgaagea
aaattaagca
cgggatttaa
cecgeagaaac
aacgcaagcg
tgggeggttt

gttgggaage

cgaaattatt
gggtatcaga
gactegetge
cegecaggaa
aactgecgaag
cttgageate
caaggtcatg
ggctgaattt
acactaagat
cacecgtgegt
attaattaat
tgaagegtee
atgcagctga
ttgtctcegt
gacgattage
gcgaagagat
cgettegagg
tgaactatge
acctcggtat
ccaaatacac
ttgatgtgga
aagattttca
ttgectggeg
cgecgtageg
tcaaataaaa
ggtgaacgcet
acggeecgga
gaaggccatc
atgatceget
ggtgctgacc
caaagagaaa
tatggacage

cctgeaaagt

ggcgeggtga
agaatcgata
ggcgtcaagg
accagcccac
atgggccaca
gaggaactge
ggcatcgaaa
tggtggaggt
accecgtegac
gttgactatt
gtcecctaacg
ttecaccegge
agagcgtcett
gacttatggt
gaaacaaccg
gaaggcaatt
agatcegect
ctctgagetce
cgectectte
tctggcgaag
agactacctg
gectgataca
gcagtagege
cecgatggtag
cgaaaggctce
ctectgagta
gggtggegag
ctgacggatg
agegggetge
ccggatgaat
gcaggtagct
aagegaaccg

aaactggatg

ES 2517394 T3

tcagetteca
atatcgtecat
acggactcaa
gcataaagag
gcatctgtga
gtcaaacgat
ctgctcaagg
gaataaatge
tcatacgtta
ttacctctagg
aacatcccag
cgagtacctt
taccgcgeag
gctggeggat
ttgaccacte
cttegggaat
ggagacccat
atcgatetta
cecgaagggce
ctgegtggag
cgacttegtg
gattaaatca
ggtggtccea
tgtggggtct
agtcgaaaga
ggacaaatce
caggacgcce
gecetttttge
taaaggaagce
gtcagctact
tgcagtggge
gaattgccag

getttettge

cagcceggtg
gaatcaagge
gtttttcaga
gacggattcg
caggagcgce
ctcgecacgac
agacgtcctt
cagaggcagt
aatctatcac
cggtgataat
cectcatctea
tttetgtega
cagaggtctt
caacccgtga
tggtgecacct
acctagaget
taggcgattg
ttaagtccac
atttcecggge
ggécagagta
atcgecggat
gaacgcagaa
cctgacececa
cceccatgega
ctgggeccttt
geegggageg
gccataaact
gtttctacaa
ggaacacgta
gggetatctg
ttacatggcg
ctggggegee

cgccaaggat

103

aactgtgggg
acaagcctgg
agaattctta
ctttectceca
gatatcagca
ctccggaaat
caatcgaata
cccaacaaaa
cgcaagggat
ggttgcatgt
atgggcaatt
gtttatgecca
ccatgaccte
gagaacctca
gaccctggtt
gggattaaca
ggtgagcacc
tcectgagtte
gaaaactcta
ctccatcacg
cctgttttag
geggtetgat
tgecgaacte
gagtagggaa
cgttttatct
gatttgaacg
gcecaggeate
actcttggta
gaaagccagt
gacaagggaa
atagctagac
ctectggtaag

ctgatggege

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



aggggatcaa
ggattgcacg
caacagacaa
gttctttttg
cggctategt
gaagcgggaa
caccttgcetce
cttgatcegg
actcggatgg
gcgeccagecyg
gtgacccatg
ttcatcgact
cgtgatattg
ategeecgete
gecgggactct
tegattccac
gctggatgat
cgécacgggt
gcecttactgg
gcaaaacgte
gtctggaaac
gctgetgget
gagtgatttt
ccagtaaccyg
teggtatcat
aggaaaaaac
agaaactcaa
acgctgatga
gacacatgca
aagccegtea
cacgtagcga

gagagtgcac

gatctgatca
caggttctce
teggetgete
tcaagaccga
ggctggecac
gggactggct
ctgecgagaa
ctacctgece
aagceggtet
aactgttcge
gcgatgectg
gtggcegget
ctgaagagct
ccgattegea
ggggttcgaa
cgecgectte
cctecagege
gcgeatgate
ttagcagaat
tgcgacctga
gcggaagtca
accctgtgga
tectetggtee
ggcatgttca
taccececcatg
cgeccttaac
cgagctggac
getttacege
gcteccggag
gggegegtea
tagcggagtg

catatgeggt

agagacagga
ggcegettgg
tgatgcegee
cctgteeggt
gacgggegtt
gctattggge
agtatccatce
attcgaccac
tgtcgatcag
caggctcaag
cttgccgaat
gggtgtggeg
tggcggcgaa
gegeategee
atgaccgacc
tatgaaaggt
ggggatctca

gtgctcctgt

gaatcaccga

gcaacaacat
gegecctgea
acacctacat
cgeegeatee
tecatcagtaa
aacagaaatec
atggecceget
geggatgaac
agctgecteg
acggtcacag
gcgggtgttg
tatactggct

gtgaaatacc

ES 2517394 T3

tgaggatcgt
gtggagagge
gtgttccgge
gecctgaatg
ccttgegeag
gaagtgecgg
atggctgatg
caagcgaaac
gatgatctgg
gcegegeatge
atcatggtgg
gaccgctatc
tgggctgacce
ttctategee
aagcgacgcc
tgggettegg
tgctggagtt
cgttgaggac
tacgcgagceg
gaatggtctt
ccattatgtt
ctgtattaac
ataccgccag
ccegtategt
ccccttacac
ttatcagaag
aggcagacat
cgegtttegg
cttgtctgta
gcgggtgteg
taactatgcg

gcacagatgce

ttcgcatgat
tattcggeta
tgtcagcgeca
aactgcagga
ctgtgctcega
ggcaggatct
caatgeggeg
atcgcatcga
acgaagagca
ccgacggcega
aaaatggceg
aggacatagc
gettcctegt
ttcttgacga
caacctgecea
aatcgtttte
cttegeccac
ccggctagge
aacgtgaagc
cggtttececgt
ccggatctge
gaagcgetgg
ttgtttacce
gagcateccte
ggaggcatca
ccagacatta
ctgtgaateg
tgatgacggt
agcggatgcce
gggcgcagcec
gcatcagage

gtaaggagaa

104

tgaacaagat
tgactgggeca
ggggcegeceg
cgaggcagcg
cgttgtcact
cctgtcatct
gctgecatacg
gcgagcacgt
tcaggggcete
ggatctegtc
cttttctgga
gttggctace
getttacggt
gttcttctga
tcacgagatt
cgggacgeeqg
gctageggeg
tggeggggtt
gactgctget
gtttcgtaaa
atcgcaggat
cattgaccct
tcacaacgtt
tctegtttca
gtgaccaaac
acgcttctgg
cttecacgace
gaaaacctet
gggagcagac
atgacccagt
agattgtact

aataccgceat

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



caggcegetet
agcggtatca
aggaaagaac
gctggegttt
tcagaggtgg
cctegtgege
ttcgggaage
cgttegetece
atccggtaac
agccactggt
gtggtggcet
gccagttace
tagcggtggt
agatecctttg
gattttggte
cggecgecat
aaggatgctg
cgcaaacgtt
gacattgttt
aggatcaaga
taaagaatta
catttttgat
cgcgegttea
cagtgtgtaa
gegtttttta
gccatagtat
gtttgetteca
cgtatggttg
cgtttttecg
getgtcetgat
accggagaaa
tgaccattct

tttaaagacg

tcegettect
gctcactcaa
atgtgagcaa
ttccatagge
cgaaacccga
tetectgtte
gtggegettt
aagctgggct
tatcegtettg
aacaggatta
aactacgget
ttcggaaaaa
ttttttgttt
atctttteta
atgagattat
cggcatttte
tctttgacaa
gattgtttgt
cctttegett
tccattttta
gaaacataac
ccgegggagt
atttcatctg
tcategttta
tegetttgea
gctttgttaa
aatactaagt
tegectgage
tcaccgtcaa
gctgatacgt
tcagtgtaga
tgtgtttggt

cggccagegt

cgctcactga
aggcggtaat
aaggccageca
tcegececee
caggactata
cgaccctgee
ctcatagcte
gtgtgcacga
agtccaacce
gcagagcgag
acactagaag
gagttggtag
gcaagcagca
cggggtetga
caaaaaggat
ttttgegttt
cagatgtttt
ctgcgtagaa
gaggtacagce
acacaaggcce
caagcatgta
cagtgaacagqg
ttactgtgtt
gctecaatcat
gaagtttttg
ataaagattc
atttgtggee
tgtagttgee
agattgattt
taacttgtge
ataaacggat
cttttaggat

ttttecaget

ES 2517394 T3

ctcgetgege
acggttatce
aaaggeccagg
tgacgagcat
aagataccag
gcttaccegga
acgctgtagg
acccceegtt
ggtaagacac
gtatgtaggc
gacagtattt
ctettgatce
gattacgege
cgetecagtgg
cttcacctag
ttatttgtta
cttgcectttg
tectetgttt
gaagtgtgag
agttttgtte
aatatcgtta
gtaccatttg
agatgcaatc
accgagageg
actttcttga
ttegecttgg
tttatettet
ttecatcgatg
ataatcctcet
agttgtcagt
ttttccgtca
agaatcattt

gtcaatagaa

tcggtegtte
acagaatcag
aaccgtaaaa
cacaaaaate
gegtttecce
tacctgteceg
tatctcagtt
cagcecgacce
gacttatcge
ggtgctacag
ggtatctgeg
ggcaaacaaa
agaaaaaaag
aacgaaaact
atccttttaa
actgttaatt
atgttcagca
gtcatatage
taagtaaagg
ageggettgt
gacgtaatge
cegtteattt
agcggtttca
cegtttgeta
cggaagaatg
tagccatctt
acgtagtgag
aactgctgta
acaccgttga
gtttgtttge
gatgtaaatg
gcatcgaatt

gtttegeega

105

ggctgeggeg
gggataacgc
aggcagegtt
gacgctcaag
ctggaagctc
cctttetece
cggtgtaggt
getgegectt
cactggcage
agttcttgaa
ctctgectgaa
ccaccgetgg
gatctcaaga
cacgttaagg
aggecggccg
gtccttgtte
ggaagctcgg
ttgtaatcac
ttacategtt
atgggccagt
cgtcaatcgt
taaagacgtt
tcactttttt
actcageegt
atgtgetttt
cagttccagt
gatctctcag
cattttgata
tgttcaaaga
cgtaatgttt
tggctgaacc
tgtegetgte

ctttttgata

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480



gaacatgtaa
gtggtagcceg
aacgtccagg
ttgatatttt
ggaaatgceg
tgegectect
tttgatgtte
agcccteetg
taaggggtga
atcagtaaca
ttgcaactgg
acgggcctaa
ttctgttgea
tcatttcact
<210> 31
<211> 5715
<212> ADN

atcgatgtgt
tgatagtttg
ccttttgcag
tcattttttt
tatgtttect
gcecageagtg
atcgttcatg
tttgaagatg
cgccaaagta
aaccegegeg
tectattttee
agaactaaaa
tgggcataaa

aaataatagt

<213> artificial

<220>

catcegecatt
cgacagtgee
aagagatatt
gctgttcagg
tatatggett
cggtagtaaa
tctecttttt
gcaagttagt
tacactttge
atttactttt
tecttttgttt
aatctatctg
gttgcctttt

gaacggcagg

<223> Plasmido pCLIK5APsodTKT

<400> 31

cgegteggea
ttttcaaacc
acttttattt
cactgcgcaa
gagtaatcgg
ttcaggccct
gtgaggtttt
tttcgagaat
acctttgaca
aggtgttgac
ttgaaccaat
ctttggtecc

tacccgataa

aattagtcga
atttgaaggt
ccacttcata
aactcgcgeg
aaatagatgg
cgtagctega
ttgacgttge
tttcacctac
catttgaacc
gggtcagatt
taacctaagt
ggtttaacce

ataggtcgge

atgaagttaa
gtgctgacce
aaaactgect
gaaccagacc
gtgtagacge
gagtttgaag
accgtattge
aaaagcccac
acagttggtt
aagcaaagac
cgtagatctg
aggaaggata

tgaaaaattt

ES 2517394 T3

tttaggatct
gtcagegttt
tttaattgtg
gatttgcage
ttggttegtt
ggttaatact
tatgtactgt
tacgcacaat
cctttacaca
cgacctcatt
gatagaaaat
tttettttea
taatcacaat

tatatgtgat

ttaaaagttc
aggtggacgce
gtgacgattc
ttgccatget
ttgattggeg
gggtccgatt
ttgccgaaca
gtcacagctce
ataaaatggg
tacttteggg
atcatcggat
gctgecaatt

cgttgcaata

ccggctaatg
tgtaatggee
gacgaatcaa
atatcatgge
tctttegeaa
gttgcttgtt
gttageggte
aaaaaaagac
ttttaggtct
ctattagact
cataaaagga
ttctetgtat
tcagaaaata

gggttaaaaa

ccgaatcaat
caacctttaa
cgttaaagat
ategectatt
gacggttcac
cgtteegtte
tttttetttt
cdagacttaa
ttcaacatca
gtagatcacc
ctaacgaaaa
attecgggcet

tcaacaaaaa

106

caaagacgat
agectgtececa
attcagaaac
gtgtaatatg
acgcttgagt
ttgcaaactt
tgcttcttece
ctaaaatatg
tgecctgettt
ctcgtttgga
tttgcagact
tttttatagt
tcataatate

ggatcgge

ctttttaatg
aaagcttcag
tgtgccaaat
cacactattt
agcggacgat
gtgacgettt
ccttteggtt
gattgatcac
ctatggttag
ttﬁgccaaat
cgaaccaaaa
tgtgacccge

ggcectatcat

6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260

7318

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

780



tgggaggtgt
atatgctcgg
acctgaactt
caaggctgta
ccacccagge
gaacgtagat
ccacteetet
tgacctgaag
caccaagggc
tatggecatg
atccccattce
ctgegttaat
tgctaaagga
aatgtcagcet
gecttgecagtg
ccggaattge
atggctttet
ggatgaggat
tgggtggaga
gcegtgttee
ggtgceccetga
gttcettgeg
ggcgaagtge
atcatggcetg
caccaagcga
caggatgatc
aaggcgegea
aatatcatgg
geggaccget
gaatgggcetg
gccttetate
accaagcgac

ggttgggett

cgcaccaagt
tgeggaaace
caggcgctca
gacactgtte
accgcaatga
ccacaggaca
ttgaceccagt
gctetgegea
gttgagatca
gectgetegte
gaccaccaca
taacaattgg
agecggaacac
actgggctat
ggcttacatg
cagetgggge
tgecgecaag
cgtttegeat
ggctattegg
ggctgtcage
atgaactgca
cagetgtget
cggggcagga
atgcaatgeg
aacatcgecat
tggacgaaga
tgccecgacgg
tggaaaatgg
atcaggacat
accgctteet
gecttettga
gcccaacctg

cggaatcgtt

acttttgcga
tacgaaagga
ctgtacgcaa
gtgtcctege
gectggetee
ccaactgggce
acatccaget
cctgggatte
ccactggeee
gtgagegtgg
tectacgtceat
gatcctctag
gtagaaagee
ctggacaagg
gcgatagcta
geecctetggt
gatctgatagg
gattgaacaa
ctatgactgg
gcaggggcge
ggacgaggeca
cgacgttgte
tctectgtea
geggetgeat
cgagcgagea
gcatcagggg
cgaggatcte
cegettttet
agcgttgget
cgtgetttac
cgagttctte
ccatcacgag

ttcegggacg

ES 2517394 T3

agcgccatct
ttttttacce
ttacccctcet
tgcagacget
cettgeatac
aggccgtgac
ttacttgggt
cttgaccceca
tcttggecag
cctattcgac
tgcttctgat
acccgggatt
agtcegcaga
gaaaacgcaa
gactgggcegyg
aaggttggga
cgcaggggat
gatggattgc
gcacaacaga
ceggttettt
gcgecggctat
actgaagecgg
tectcaccettg
acgcttgatc
cgtactegga
ctegegecag
gtcgtgacce
ggattcateg
acccgtgata
ggtatcgceg
tgagegggac
atttegatte

ccggetggat

gacggatttt
ttgaccacct
gattggtccg
gtagaaaact
accttgtacce
cgcttegtte
ggatteggee
ggacaccctg
ggtcttgcat
ccaacegetg
gggtcgacat
taaatgatcc
aacggtgetg
gcgcaaagag
ttttatggac
agcccetgcaa
caagatctga
acgcaggttc
caatcggctg
ttgtcaagac
cgtggctgge
gaagggactg
ctcectgecga
cggctacctg
tggaagcegg
ccgaactgtt
atggcgatgce
actgtggeeg
ttgctgaaga
ctcecgatte
tctggggtte
caccgeegece

gatectccag

107

caaaagatgt
tgacgctgte
atgtggacac
gtggctcegg
agcgggttat
tttcttgtgg
ttgagatgga
agtacecgcca
ctgcagttgg
ctgagggega
cgatgctett
gctageggge
acceceggatg
aaagcaggta
agcaagcgaa
agtaaactgg
tcaagagaca
tccggeeget
ctetgatgee
cgacctgtee
cacgacgggc
getgetattg
gaaagtatcc
cccattcgac
tecttgtegat
cgccaggete
ctgcttgecg
getgggtgtg
gettggegge
gcagcgeatce
gaaatgaceg
ttctatgaaa

cgeggggate

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



tcatgetgga
cacagatgeg
tegetgeget
cggttatcca
aaggccagga
gacgagcatc
agataccagg
cttaccggat
cgetgtaggt
cceceegtte
gtaagacacg
tatgtaggeg
acagtatttg
tcttgatceg
attacgegea
gctcagtgga
ttcacctaga
tatttgttaa
ttgcectttga
cctetgtttg
aagtgtgagt
gttttgttca
atatcgttag
taccatttge
gatgcaatca
ccgagagege
ctttettgac
tegecttggt
ttatettcta
tcatcgatga

taatcctcta

gttgtcagtg

gttcttegee
taaggagaaa
cggtcegtteg
cagaatcagg
accgtaaaaa
acaaaaatcg
cgtttececcee
acctgtecge
atctcagtte
agcccgaceg
acttategee
gtgctacaga
gtatctgcge
gcaaacaaac
gaaaaaaagg
acgaaaactce
tcecttttaaa
ctgttaattg
tgttcagcag
tcatataget
aagtaaaggt
gcggcttgta
acgtaatgce
cgttcatttt
gceggttteat
cgtttgectaa
ggaagaatga
agccatctte
cgtagtgagg
actgctgtac
caccgttgat

tttgtttgce

cacgctageg
ataccgcate
gectgeggega
ggataacgca
ggcegegttg
acgctcaagt
tggaagctce
ctttctecct
ggtgtaggte
ctgegectta
actggcagca
gttcttgaag
tctgctgaag
caccgetggt
atctcaagaa
acgttaaggg
ggceggecge
tccttgtteca
gaagctcgge
tgtaatcacg
tacatcgtta
tgggccagtt
gtcaategte
aaagacgtte
cactttttte
ctcageegtg
tgtgcttttg
agttccagtg
atctetcage
attttgatac
gttcaaagag

gtaatgttta

ES 2517394 T3

gcgcgecgge
aggcgctctt
gcggtatcag
ggaaagaaca
ctggegtttt
cagaggtgge
ctegtgeget
tcgggaageg
gttcgctcca
teccggtaact
gccactggta
tggtggcecta
ccagttacct
agcggtggtt
gatcctttga
attttggtea
ggccgecatce
aggatgctgt
gcaaacgttg
acattgttte
ggatcaagat
aaagaattag
atttttgatce
gegegttcaa
agtgtgtaat
cgttttttat
ccatagtatg
tttgcttcaa
gtatggttgt
gttttteegt
ctgtctgatg

ccggagaaat

cggceceggtg
ccgettecte
ctcactcaaa
tgtgagcaaa
tccataggcet
gaaacccgac
ctecetgttee
tggcgettte
agctgggctg
atcgtettga
acaggattag
actacggcta
tcggaaaaag
tttttgtttg
tcttttctac
tgagattatc
ggcattttct
ctttgacaac
attgtttgte
ctttegettg
ccatttttaa
aaacataacc
cgegggagte
tttecatctgt
catcgtttag
cgetttgeag
ctttgttaaa
atactaagta
cgectgaget
cacecgtcaaa
ctgatacgtt

cagtgtagaa

108

tgaaataccg
gctcactgac
ggcggtaata
aggccagcaa
cecgeececceccet
aggactataa
gaccctgeeg
tcatagctca
tgtgcacgaa
gtccaacceg
cagagcgagg
cactagaagg
agttggtagc
caagcagcag
ggggtctgac
aaaaaggatc
tttgegtttt
agatgttttc
tgegtagaat
aggtacagcg
cacaaggcca
aagcatgtaa
agtgaacagg
tactgtgtta
ctcaatcata
aagtttttga
taaagattct
tttgtggcct
gtagttgecct
gattgattta
aacttgtgca

taaacggatt

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



tttcegtcag
gaatcatttg
tcaatagaag
ttaggatcte
tcagegtttt
ttaattgtgg
atttgcagca
tggttegttt
gttaatactg
atgtactgtg
acgcacaata
ctttacacat
gacctcatte
atagaaaatc
ttectttteat
aatcacaatt
atatgtgatg
tcgggecegg
<210> 32
<211> 5083
<212> ADN

atgtaaatgt
catcgaattt
tttegeegac
cggctaatge
gtaatggcca
acgaatcaaa
tatcatggeg
ctttegecaaa
ttgettgttt
ttageggtet
aaaaaagacc
tttaggtctt
tattagacte
ataaaaggat
tctetgtatt
cagaaaatat
ggttaaaaag

tacca

<213> artificial

<220>

ggctgaacct
gtcgectgtet
tttttgatag
aaagacgatg
gctgtceccaa
ttcagaaact
tgtaatatgg
cgcttgagtt
tgcaaacttt
gettetteca
taaaatatgt
gcctgettta
tegtttggat
ttgcagacta
ttttatagtt
cataatatct

gatcggegge

ES25

gaccattctt
ttaaagacgce
aacatgtaaa
tggtagcegt
acgtccaggce
tgatattttt
gaaatgcegt
gegectectg
ttgatgttca
gceectectgt
aaggggtgac
tcagtaacaa
tgcaactggt
cgggcectaaa
tetgttgeat
catttcacta

cgetegattt

<223> Plasmido pH626 int SacB delta sdaA

<400> 32

ctagaccegg
agtccgcaga
gaaaacgcaa
gactgggcgg
aaggttggga
cgcaggggat
gatggattge
gcacaacaga
ccggttettt

gegeggetat

gatttaaatc
aacggtgctg
gcgcaaagag
ttttatggac
agccctgcaa
caagatctga
acgcaggtte
caateggcetg
ttgtcaagac

cgtggctgge

gctageggge
acceceggatg
aaagcaggta
agcaagcgaa
agtaaactgg
tcaagagaca
tecggeeget
ctctgatgee
cgacctgtce

cacgacggge

tgctaaagga
aatgtcagct
gcttgcagtg
ccggaattge
atggctttct
ggatgaggat
tgggtggaga
geegtgttee
ggtgcectga

gttececttgeg

17394 T3

gtgtttggtc
ggccagegtt
tcgatgtgte
gatagtttge
cttttgcaga
catttttttg
atgtttcectt
ccagcagtgce
tcgttcatgt
ttgaagatgg
gccaaagtat
accegegega
ctattttecet
gaactaaaaa
gggcataaag
aataatagtg

aaatctegag

agcggaacac
actgggctat
ggcttacatg
cagetgggge
tgcegecaag
cgtttegeat
ggctattegg
ggctgtecage
atgaactgeca

cagetgtget

109

ttttaggata
tttccagetg
atccgcattt
gacagtgeccg
agagatattt
ctgttcaggg
atatggettt
ggtagtaaag
ctectttttt
caagttagtt
acactttgec
tttactttte
cttttgtttg
atctatctgt
ttgecttttt
aacggcaggt

aggcctgacg

gtagaaagcce
ctggacaagg
gcgatagceta
gcectetggt
gatctgatgg
gattgaacaa
ctatgactgg
gcaggggege
ggacgaggeca

cgacgttgte

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5715

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600



actgaagcegg
tctecaccttyg
acgcttgatc
cgtactcgga
ctcgcegecag
gtegtgacce
ggattcatcg
acccgtgata
ggtatcgeeg
tgagcgggac
atttcgatte
ccggectggat
gcgcgecgge
aggcgetett
gcggtatcag
ggaaagaaca
ctggegtttt
cagaggtggce
ctegtgeget
tcgggaagcg
gttcgeteca
tceggtaact
gccactggta
tggtggecta
ccagttacct
agcggtggtt
gatcctttga
attttggtca
ggccgecatce
aggatgctgt
gcaaacgttg

acattgtttc

gaagggactg
ctcctgecga
cggctacctg
tggaagccgg
ccgaactgtt
atggcgatge
actgtggecg
ttgctgaaga
ctececgatte
tctggggtte
caccgccgec
gatcctecag
cggeceggtg
cegettecte
ctcactcaaa
tgtgagcaaa
tccatagget
gaaacccgac
ctectgttee
tggcgettte
agctgggctg
atcgtcttga
acaggattag
actacggcta
tcggaaaaag
tttttgtttg
tcttttectac
tgagattate
ggcattttcet
ctttgacaac
attgtttgtc

ctttcgettg

gctgetattg
gaaagtatce
cccattegac
tecttgtegat
cgccaggete
ctgettgecg
gectgggtgtg
gcttggegge
gecagegeate
gaaatgaccg
ttctatgaaa
cgecggggate
tgaaataccg
gctcactgac
ggcggtaata
aggccagcaa
cecgeececct
aggactataa
gaccctgecg
tcatagctca
tgtgcacgaa
gtccaaccceg
cagagcgagg
cactagaagg
agttggtage
caagcagcag
ggggtctgac
aaaaaggate
tttgegtttt
agatgtttte
tgcgtagaat

aggtacagcg

ES 2517394 T3

ggcgaagtge
atcatggcetg
caccaagcga
caggatgatc
aaggcgegea
aatatcatgg
geggaceget
gaatgggctg
gcecttctate
accaagegac
ggttgggett
tcatgctgga
cacagatgcg
tcgetgeget
cggttatcca
aaggccagga
gacgagcatce
agataccagg
cttaceggat
cgctgtaggt
ccceecgtte
gtaagacacg
tatgtaggceg
acagtatttg
tcttgatceg
attacgegca
gctcagtgga
ttecacctaga
tatttgttaa
ttgcctttga
cctetgtttg

aagtgtgagt

cggggcagga
atgcaatgeg
aacatcgcat
tggacgaaga
tgceccgacgg
tggaaaatgg
atcaggacat
accgettect
geccttettga
gecccaaccetg
cggaategtt
gttettegee
taaggagaaa
cggtegtteg
cagaatcagg
accgtaaaaa
acaaaaateg
cgtttececee
acctgtecge
atctecagtte
agcccgaceg
acttategec
gtgctacaga
gtatctgege
gcaaacaaac
gaaaaaaag§
acgaaaactc
tccttttaaa
ctgttaattg
tgttcagcag
tcatataget

aagtaaaggt

110

tctectgtea
gecggetgeat
cgagcegagca
gcatcagggg
cgaggatctc
cegettttet
agegttgget
cgtgctttac
cgagttctte
ccatcacgag
ttccgggacg
cacgctageg
ataccgcate
gctgeggega
ggataacgca
ggecgegttg
acgctcaagt
tggaagctcc
ctttctcect
ggtgtaggtc
ctgcgectta
actggcagca
gttcttgaag
tctgctgaag
caccgetggt
atctcaagaa
acgttaaggg
ggecggecge
tcettgttea
gaagctegge
tgtaatcacg

tacatcgtta

660

720

780

840

9200

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



ggatcaagat
aaagaattag
atttttgatce
gcgegttcaa
agtgtgtaat
cgttttttat
ccatagtatg
tttgcettecaa
gtatggttgt
gtttttcegt
ctgtctgatg
ccggagaaat
gaccattett
ttaaagacgce
aacatgtaaa
tggtageccgt
acgteccagge
tgatattttt
gaaatgccgt
gcegectectg
ttgatgttca
gcectectgt
aaggggtgac
tcagtaacaa
tgcaactggt
cgggcctaaa
tetgttgeat
catttcécta
cgctegattt
tcaaaggaca
tggaggccce
atagttttgg

cacaaaccgqg

ccatttttaa
aaacataacc
cgegggagte
tttcatctgt
catcgtttag
cgetttgecag
ctttgttaaa
atactaagta
cgectgaget
caccgtecaaa
ctgatacgtt
cagtgtagaa
gtgtttggte
ggccagegtt
tcgatgtgte
gatagtttge
cttttgecaga
catttttttg
atgtttcctt
ccagecagtge
tcegttcatgt
ttgaagatgg
gccaaagtat
accegcgcga
ctattttect
gaactaaaaa
gggcataaag
aataatagtg
aaatctegag
cgacggaaac
aagacatgac
gacaagtggg

ccatcgecct

cacaaggcca
aagcatgtaa
agtgaacagg
tactgtgtta
ctcaatcata
aagtttttga
taaagattct
tttgtggect
gtagttgcct
gattgattta
aacttgtgca
taaacggatt
ttttaggata
tttcecagcetg
atcegeattt
gacagtgccg
agagatattt
ctgttcaggg
atatggcttt
ggtagtaaag
cteetttttt
caagttagtt
acactttgee
tttactttte
cttttgtttg
atctatctgt
ttgeettttt
aacggcaggt
aggectgacg
ggctaaatte
ccagaccctg
acaagtgtga

ttggaategg

ES 2517394 T3

gttttgttca
atatcgttag
taccatttge
gatgcaatca
cegagagege
ctttettgace
tegeettggt
ttatctteta
tcatcgatga
taatcctcta
gttgtcagtg
tttcegtcag
gaatcatttg
tcaatagaag
ttaggatcte
tcagegtttt
ttaattgtgg
atttgcagca
tggttcgttt
gttaatactg
atgtactgtg
acgcacaata
ctttacacat
gacctcattc
atagaaaatce
ttettttcat
aatcacaatt
atatgtgatg
tecgggecegg
gcggatctee
taaagcgcett
atcctgaaag

tecgaaaatt

geggettgta
acgtaatgcc
cgttcatttt
geggtttcat
cgtttgetaa
ggaagaatga
agccatctte
cgtagtgagg
actgctgtac
caccgttgat
tttgtttgee
atgtaaatgt
catcgaattt
tttegecgac
cggctaatge
gtaatggcca
acgaatcaaa
tatcatggeg
ctttcgcaaa
ttgettgttt
ttageggtet
aaaaaagacce
tttaggtctt
tattagactc
afaaaaggat
tctetgtatt
cagaaaatat
ggttaaaaag
taccacgegt
gtttaaggea
aaacggcgtt
cttecaggge

gcaggtacag
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tgggecagtt
gtcaatcgte
aaagacgtte
cactttttte
ctecagecegtyg
tgtgettttg
agttccagtg
atctetecage
attttgatac
gttcaaagag
gtaatgttta
ggctgaacct
gtegetgtet
tttttgatag
aaagacgatg
gctgtecccaa
ttecagaaact
tgtaatatgg
cgcttgagtt
tgcaaacttt
gecttetteca
taaaatatgt
gcectgettta
tegtttggat
ttgcagacta
ttttatagtt
cataatatct
gatcggcgge
gecgatctte
ttgaagcatt
ttagagggtc
aaggatccac

agecttttac

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



cgagaaaatc
agactcttac
caccatagaa
tgettggega
tgcgeccattg
agcacgatge
aaaacggcct
tgctttgcega
acgcggattt
tcagccacgg
<210> 33

<211> 6995
<212> ADN

caccacagat
ggaggegatg
aaggcccacc
ggtaggactg
cttceggeegt
gacgatccag
gcgecgegat
cgagatccag
catcatccac

actcatacge

<213> artificial

<220>

<223> Plasmido pOM253

<400> 33

aaatcgctag
tgctgaccec
aagagaaagc
tggacagcaa
tgcaaagtaa
tectgatcaag
ggttctcegg
ggectgetetg
aagaccgacce
ctggccacga
gactggctge
gccgagaaag
acctgeccat
gceggtettg
ctgttcgeca
gatgcctgcet

ggccggetgg

cgggctgeta
ggatgaatgt
aggtagcttg
gcgaaccgga
actggatgge
agacaggatg
cegettgggt
atgcecgecegt
tgtceggtge
cgggegttec
tattgggcga
tatccatcat
tecgaccacca
tcgatcagga
ggctcaaggc
tgccgaatat

gtgtggegga

tgctgaaatt
gaccaaaaac
ctcagececgg
gcactgggeg
cgcacgcacyg
cacgtecagee
atcaaggttg
cactttttca
atccagetcg

gccaaaagaa

aaggaagcgg
cagctactgg
cagtgggectt
attgccagcet
tttettgeeg
aggatcgttt
ggagaggcta
gttccggetyg
cctgaatgaa
ttgcgcaget
agtgecgggg
ggctgatgeca
agcgaaacat
tgatctggac
gcgeatgece
catggtggaa

ccgetatcag

ES 2517394 T3

tegtgatctg
aactacaatc
tacggcttta
tegataaget
gcagceggtt
aggtcgacgg
tctgggtcaa
tgctcagtte
gggtggetge

gtactcaacg

aacacgtaga
gctatctgga
acatggcgat
ggggcgecct
ccaaggatct
cgcatgattg
tteggctatg
tcagcgcagg
ctgcaggacg
gtgctcgacg
caggatctee
atgcggcgge
cgcatecgage
gaagagcatc
gacggcgagg
aatggccget

gacatagegt

tggtggattc
aagcagatca
acacggcttg
cagetgacca
gcacataacc
ccgectecte
gtcggecgece
catacagtct
gaagcgctga

get

aagccagtcc
caagggaaaa
agctagactg
ctggtaaggt
gatggcgcag
aacaagatgg
actgggcaca
ggcgeceggt
aggcagcgeg
ttgtcactga
tgtcatctca
tgcatacget
gagcacgtac
aggggctcge
atctcgtegt
tttctggatt

tggctacccg
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gtgcaactte
ccttgtacac
gattttgtct
ceceggtgace
cagcgtgecg
ggcgacagca
caggtcgggt
ggccagatgce

ctcaaaggaa

gcagaaacgg
cgcaagcgca
ggcggtttta
tgggaagece
gggatcaaga
attgecacgeca
acagacaatc
tetttttgte
gctatcgtgg
agcgggaagg
ccttgetect
tgatccgget
tcggatggaa
gccagecgaa
gacccatgge
catcgactgt

tgatattgct

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5083

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020



gaagagcttg
gattcgcage
ggttcgaaat
cecgecttceta
tccagegegg
cggtgtgaaa
tcctegetea
tcaaaggegg
gcaaaaggec
aggctccegee
ccgacaggac
gttceegacece
ctttctcata
ggctgtgtge
cttgagtcca
attagcagag
ggctacacta
aaaagagttg
gtttgcaage
tctacggggt
ttatcaaaaa
tttettttge
acaacagatg
ttgtetgegt
gcttgaggta
tttaacacaa
taaccaagca
gagtcagtga
tctgttactg
tttagctcaa
tgcagaagtt
ttaaataaag

aagtatttgt

gcggegaatg
gcatcgectt
gaccgaccaa
tgaaaggttg
ggatctcatg
taccgcacag
ctgactcget
taatacggtt
agcaaaaggc
cccctgacga
tataaagata
tgecegettac
gctcacgetg
acgaaceccce
acceggtaag
cgaggtatgt
gaaggacagt
gtagctcttg
agcagattac
ctgacgetca
ggatcttcac
gtttttattt
ttttettgee
agaatcetet
cagcgaagtg
ggccagtttt
tgtaaatatce
acaggtacca
tgttagatge
tcataccgag
tttgactttc
attecttegee

ggectttate

ggctgacege
ctatcgecctt
gegacgecca
ggcttcggaa
ctggagttct
atgegtaagg
gegeteggte
atccacagaa
caggaaccgt
gcatcacaaa
ccaggegttt
cggatacctg
taggtatcte
cgttecagece
acacgactta
aggeggtgcet
atttggtate
atcecggcaaa
gcgcagaaaa
gtggaacgaa
ctagatcctt
gttaactgtt
tttgatgtte
gtttgtcata
tgagtaagta
gttcagegge
gttagacgta
tttgeegtte
aatcageggt
agegecegttt
ttgacggaag
ttggtageca

ttctacgtag

ES 2517394 T3

ttectegtge
cttgacgagt
acctgecatce
tegtttteeg
tecgeccacge
agaaaatace
gttcggetge
tecaggggata
aaaaaggccg
aatcgacgct
cecectggaa
tecgecttte
agtteggtgt
gaccgetgeg
tegecactgg
acagagttect
tgegetetge
caaaccaccg
aaaggatctc
aactcacgtt
ttaaaggeceg
aattgtectt
agcaggaagc
tagcttgtaa
aaggttacat
ttgtatggge
atgccgtcaa
attttaaaga
ttcatcactt
gctaactcag
aatgatgtgc
tcttecagttce

tgaggatctc

tttacggtat
tecttctgage
acgagattte
ggacgccgge
tagcggegeg
gcatcaggeg
ggcgageggt
acgcaggaaa
cgttgetgge
caagtcagag
gcteectegt
tccctteggg
aggtcegtteg
ccttateegg
cagcagccac
tgaagtggtg
tgaagccagt
ctggtagcgyg
aagaagatcce
aagggatttt
gecgeggeeg
gttcaaggat
tcggcgcaaa
tcacgacatt
cgttaggatce
cagttaaaga
tcgtcatttt
cgttegegeg
ttttcagtgt
cegtgegttt
ttttgccata
cagtgtttge

tcagegtatg

113

cgeegetece
gggactctgg
gattccaccg
tggatgatcc
ceggcecggee
ctctteeget
atcagctcac
gaacatgtga
gtttttecat
gtggcgaaac
gegetetect
aagcgtggeg
ctccaagetg
taactategt
tggtaacagg
gactaactac
taccttegga
tggttttttt
tttgatcettt
ggtcatgaga
ccateggeat
gectgtetttg
cgttgattgt
gtttecttte
aagatccatt
attagaaaca
tgatccgegg
ttcaattteca
gtaatcateg
tttategett
gtatgetttg
ttcaaatact

gttgtegeet

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



gagctgtagt
tcaaagattg
acgttaactt
tagaataaac
tggtctttta
gegtttttee
gtgtcatecg
tttgcgacag
gcagaagaga
ttttgetgtt
tccttatatg
agtgcggtag
catgtctect
gatggcaagt
agtatacact
cgegatttac
ttectetttt
aaaaaatcta
taaagttgece
tagtgaacgg
tagaggaggt
tgcgcagtcce
taaccgccca
taccactgtce
cggegtggge
taacgcaccg
tactgectege
ttetttcaac
tggtcagttg
ttacgctaac
gatgagccegt

gtttgatgeg

tgccttecate
atttataatec
gtgcagttgt
ggatttttee
ggatagaatc
agetgtecaat
catttttagg
tgcecgtcage
tatttttaat

cagggatttg

_gettttggtt

taaaggttaa
tttttatgta
tagttacgea
ttgcecttta
ttttecgacct
gtttgataga
tetgtttett
tttttaatca
caggtatatg
gaaacaatgt
actgttgacg
gaactgcttg
gatgctgaag
ttggacaacg
acctctaata
cagatcecctg
ggtgtggaaa
tttgcteage
cctgetegtg
tctgactttg

cagctccttg

gatgaactgce
ctctacaceg
cagtgtttgt
gtcagatgta
atttgcatcg
agaagtttcg
atctcecgget
gttttgtaat
tgtggacgaa
cagcatatca
cgtttettte
tactgttget
ctgtgttage
caataaaaaa
cacattttag
cattctatta
aaatcataaa
ttcattctet
caattcagaa
tgatgggtta
cccagaatgg
cgcttggaga
atgcagttaa
tecategecge
ttgacatcce
ttcactecge
ctgetgatge
tttteggaaa
gtcttgetge
cggectcaget
tcaccattca

ctaagtccaa

ES 2517394 T3

tgtacatttt
ttgatgtteca
ttgccegtaat
aatgtggctg
aatttgtcge
ccgacttttt
aatgcaaaga
ggccagetgt
tcaaattcag
tggcgtgtaa
gcaaacgctt
tgttttgcaa
ggtctgctte
agacctaaaa
gtcttgectg
gactctegtt
aggatttgca
gtatttttta
aatatcataa
aaaaggatcg
ccgtccagta
tgcagtagaa
ggaagcggac
tgccectaac
tgctgccact
ttgtgagcac
gacgctgegt
aactgtcggt
gtttgagacc
gaacgttgag
ccttectaag

gaagggccag

gatacgtttt
aagagctgtc
gtttaccgga
aacctgacca
tgtctttaaa
gatagaacat
cgatgtggta
cccaaacgte
aaacttgata
tatgggaaat
gagttgcgec
actttttgat
ttccagccct
tatgtaaggg
ctttatcagt
tggattgcaa
gactacgggce
tagtttcetgt
tatcteattt
gcggeegete
gtcctecateg
gtcegttggg
gcactgeteg
ttgaagatcg
gaagctggeg
gcaatttctt
gagggcgagt
atcgtcggtt
accattgttg
ttggttgagt
accaaggaaa

atcatcatca
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tcegtcacceg
tgatgctgat
gaaatcagtg
ttcttgtgtt
gacgcggeca
gtaaatcgat
gccgtgatag
caggcctttt
tttttecattt
gccgtatgtt
tectgecage
gttcatcgtt
cctgtttgaa
gtgacgccaa
aacaaacccg
ctggtctatt
ctaaagaact
tgcatgggca
cactaaataa
gatttgggte
ccgataaget
ttgacggacc
tgcgttetge
teggtegtge
tcatggttge
tgectgetgte
ggaagcggte
ttggccacat
cttacgatcc
tggatgagct
ctgctggcat

acgctgcteg

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



tggtggeett
ccgcacageqg
ctgeccatgtg
gccaaatagg
acaaccggca
attaataaag
atgtttggat
gtegtatetg
atttcaaaaa
cagcaagaaa
ttacaagagc
ataatgcttt
gaattactac
gaattaatag
attttaacta
gaatcttete
gagaatattg
ttaaaaaaat
ttattattta
aaacccttge
ctttgeggga
ctgacgttge
acgtttecegg
ttggtcttet
gaggcgagcet
tcteceggaat
gtggcctgga
aggtcaaggt
ttgagegegt
gtctgaacct
agctgggtge
acggcgetgt
tcaacgcetga
tgcttgaacc
ttaatacagt
<210> 34
<211> 11491
<212> ADN

gttgatgage
atcccagagg
aatttttagce
ttgtttgaca
cacacaaaat
tgaaaaaaat
caggagttga
aaccattgac
aaataggaga
tggtaccegtg
tttatgaaca
accaagcaaa
ctgatattcce
ataattatca
tggacacggg
cattagaaca
aatggactaa
tataaaaaaa
atatttggga
atagggggat
gggeggtace
tgattctgtg
tggtcgegtg
tgctggcaag
ttettecgag
tatecgaagag
catctcegtg
cattactgge
tgagaagatc
cttecctgeag
tgctggecate
cctgatectg
gttgggtgcet
gcctteceat

tttaatggta

<213> artificial

aggctttgge
aaatatcctc
accctcaaca
cacagttgtt
ttttectagag
acttcggaaa
gagtggacta
agatcaaagt
taaaagcaac
gaatcatcct
aggatacatt
acgaaaaaat
attttctgat
ggatgatgaa
taaaatcata
tagggagaga
tgaaaatgta
ttgaaaaaat
aatattcatt
cgatatecegt
aggggtgcett
ctecaaggege
ggcgaagagg
cttgtcgacg
caggtcgatg
tccegttactt
:
aagaccaact
ageggegega
acccgecatca
tacactgacg
aacatcgagg
cgtgttgagt

acttecttee

ctttgaatte attcaaggtg gtaaggeggt tttcegetett

ES 2517394 T3

tgatgegatt
tggggteget
gttgagtget
cacccgegac
gagggattca
catttaaaaa
aaaccaaata
aaagaaatac
ttacgatata
cccaaacaag
cctcagaagg
aaaagaatat
gtgagaagag
accaactcta
ccaaaagata
attttgttag
aatttaacta
ggtggaaaca
ctaattggta
ttaggctgag
ctactgaaga
tggctggega
ttgectgtgtg
ccgeccccagt
cacttggttt
tegtcaacge
ctgagtctgt
gegcaactgt
atggcegtag
ctectggtge
ctgctgegtt
cegetgtete

aggttgatct

gatttgggat cccte

gagtceggte
gtgtcgacct
ggcactcteg
gacggctgtg
tcatgaatac
ataaccttat
gtgatecttga
ttatacaaaa
ttgaattaac
aatttattta
aattaaatte
acggaaatta
ccattatgga
tattaacttt
ttgcgggaaa
cagttcegtag
taaactattt
cttttttcaa
atcagatttt
cggatccgee
ggctcaggat
gttcegtggeg
gatggatctg
ctccattgag
gtecegetgtt
tectegeatt
tactcaccgt
tgttggtgee
cctggatetg
actgggtacce
gactcagget
tgaagagcetg

tgactaatta

115

acatctgegg
taaagtttgg
ggggtagagt
ctggaaacce
atacgaacaa
tggtacttac
ctttttagte
aattagacct
aattattatt
tggagaatgg
agatttaace
tgacttagag
ttegtcagag
atgecgtatg
tgcagtggcet
ttatcttgga
aaataacaga
tttttttgtt
agaaaacaat
ctceegeacyg
cgtgcgggta
gatgctgtga
gctegcaage
gttgaggctc
cgtggtttgt
gctgaagage
tccgtectge
ctgactggte
cgcgcagagg
gttggtacca
gagaagggtg
gaagctgaaa

gagatccatt

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

€540

6600

€660

€720

€780

6840

€900

6960

6995



<220>

<223> Plasmido pOM615

<400> 34

ttgatcageg
ttaaagtttg
gggggtagag
gctggaaacce
ctgcagetac
ccgataccca
atgcectece
agacggacac
tgatcggeaa
agaacccggg
tecgaggcect
gtgctteget
gcaatgcgaa
agtccatcac
acctggacgg
tgcttteccaa
cgaaggagac
cctececeggyg
cgctattctt
agctgceggg
tggctctgea
cegetcagge
gcetgegege
ccgaggetgg

ctggttectte

gccgcacagce
gctgecatgt
tgccaaatag
cacaaccgge
ccgecgtaat
ggagatcctc
gaagtcgatc
cectggeegee
cggttactte
ctggtacacce
getgaactte
gttagacgaa
ggctgccaag
cgtaacectg
cgaagatgct
cceeggetee
cggcegetetg
ctececaaggt
cggtggcceg
ccgcategtg
gacccgtgag
tctgetggee
catcgeegag
cctgacgetg

tecttggtgac

gatcccagag
gaatttttag
gttgtttgac
acacacaaaa
tcagececct
gattacctgg
cgccaggeag
ctgegtgett
gacacgatca
gectacaccee
cagacgatgg
gccaccgcag
aagggcggcg
gcgegegetg
accgcegegt
accggecgeg
gtgacggtcg
gccgacattg
cacgegggcet
ggegtgteeg
cagcacattc
gtegttgecg
ggggtgcacg
gegecacgata

gcccccacgg
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gaaatatcct
caccctcecaac
acacagttgt
tttttctaga
tegtteageg
gctatgaate
gcccgategg
acgctgacaa
ctceggeegt
cctaccagece
tgcaggacct
tggccgagge
tggtgctget
aggctgeggg
ttgagggceg
tccgegacct
cttgtgacct
ctgtcggctce
tcatctectg
tggatgccga
gccgegacaa
gtttctacge
cccgegegac
ccttettega

ctetgegege

ctggggtcege
agttgagtge
tcacccgega
aggaggtgat
ccacatcgge
tteccgeegeg
cctgecggag
gaacgtgcag
gattcgecge
ggaaatctce
gaccggcectg
cgtgcagetg
ggattcctee
tatcececggtg
cgagaaccte
gtceggtetg
gctggetcag
cgcccagege
caccgaggcet
gggcaccecg
ggccaccagt
ggtctggcac
cgecctggec
caccgtcace

cgcagccgag
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tgtgtcgacce
tggcactcte
cgacggetgt
agtatgtctt
ccaaaccagg
ctggccgacg
gcactggatg
aagcagcagce
aacgtggtgg
caggggegec
ccagtggecg
atggctegeg
ctgcaccagce
gaggtegtgg
gteggegtgg
atctctgegg
gttctggtga
tteggegtge
ctgcagegta
gcctaceget
aacatctgta
ggcccagecg
gttgccetgt
gttgacgtgt

gcaggctaca

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



acctgcgeca
aggacattgc
gcttegacgt
agattctgac
tgcgcaaget
gcaccatgaa
gcatccacce
tggaggagcg
gcteccaggg
acgatcageg
cagegetgge
tgeceggaccet
cctaccecte
acgacgetgg
ceccageeggg
tcecegeacgg
cgttectgec
gceceageeggt
acatcgcaca
ccaactacgt
gcetggtege
cecgecgagga
teceggtege
accgcttcat
aggtcaccge
gggacgactt
cggtggetag
atggcgaccg
actagggtce
aacttaagaa
tcggeggetg
gcaatgeecgt

aggcagcgga

ggttaacgat
caagctgatc
caccgecegge
ccaccegate
ggcecgacege
gctgaacgeg
gcacgtceceg
cctggcgaag
cgagttegee
tgacatcgtt
gggcctgaag
ggaggccaag
cacccacgge
cggccaggtg
cgagttegge
tggtggegge
caccgaccceg
ctecggegeg
gatgggcgac
tteccgeaag
ccacgagtge
cgtatccaag
cggecacectg
cgaagcgatg
cgaacagtce
cgaggaagcet
cctgegacac
caatctegtg
gcetggageta
gaccgegetg
ggacatgect
gggcgtatte

gttectggac

tecttegteg
gaggtgctgg
ccgetgggeg
ttcaccgeca
gacctggege
gecgtcteca
gccgageagg
atcaccggcet
ggectgetgg
ctgatececcgg
gtcgtggetg
ctggagaagt
gtgttcgagg
tacgtcgacg
ggcgacgtat
ccgggegttg
aacgccgacg
cagtacggct
gaaggcctga
ctggaggact
atcctggace
cgectgatgg
atgatggagce
atcaccatce
gttctgcgecce
gtatceggtg
accaagtact
tgcacctgee
agggcegtcac
cacctggtge
ctgaagtaca
gacctctece

cacgegetga
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gcatctetgt
gcteecegeac
aggceggegt
tcacttecega
tggategtac
tggagcecegat
cgcagggcetg
acgccaaggt
cgatccaceg
ccteegegea
tgaagaatgc
acggcgagca
agcaggtgcg
gcgctaaccet
cccacctgaa
geeceggtgtg
ttatcgaggg
cegetggegt
ctgaggecte
actacccgac
tgcegtgaact
actteggett
ccacecgagte
acggggagat
acgcgeegtt
gtcacttcag
tcaccceecgt
cgeccecectgga
aaagagaaga
acgagaagtt
gcagtgagct
acatgggtga

tttegaaget

cggegagtee
cggcgaggte
gctgegegeg
gacccagatg
gatgatcccg
cacctggecet
gctggagete
ttecgtecag
ctaccaccag
cggcaccaac
cgaagacggc
gaccgeccgec
cgacgtetge
gaacgccctg
cctgecacaag
cgtggcagag
cgatgetgece
gctgecgata
ccgeatggec
gctgtacaag
cacgaaggee
ccacgececeg
ggaggacaag
ccaggaagtt
taccgcctat
cegtgecaag
gegtegtate
agacttcgeca
aggagaacaa
gggcgegega
ggacgagcac
ggttegegtg

gtcggeagtg
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accacggacg
aactcecgega
gaggacgagg
atgcgctaca
ctgggctect
ggcttegeag
atcgaggace
ccgaacgeqgg
tecececgeggeg
gcetgectetg
tccatcgacg
atcatgctga
cagaaggtte
gtcggectgg
accttcacca
cacctgatee
ctgecagteecg
acctggtect
ctggtgaacg
ggcgacaccqg
tecggeateca
accttggect
gaagagctgg
atcgacggceca
tctgttgtge
gecgeatace
gacaacgect
attaacgagg
gacatgaccg
tttaccgact
cacgctgtac
accggcccge

aaggtcggea

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



aggcgaagta
accgectggg
tetcegecact
cgacctecat
agaacgtegt
aggggctggg
cccgcacagg
agaccgtgtg
tggcctgecg
cgctgaagcet
actctttegt
ttatcggget
gtgacggcga
accecggtgge
gtgcgaccgt
cgttetacte
gtaaggtttg
aacaatgact
ctecegetgtt
gctgggtgac
ggctttegge
cgaggttgtg
atacggtgag
tgaggcttac
ttaateccteg
agcaccggat
atcgctageg
ctgacccegg
gagaaagcag
gacagcaagc
caaagtaaac

tgatcaagag

ctecgatgatce
cgacaacgag
gcagggecge
gatcgcegta
ggatgcacce
ttactacgcg
ctataccgge
gaccaaggct
cgaqaccctg
caccceggte
tggtcgtgac
ggcgggcgag
gaaggccate
attggcatac
ggaggtagac
cegegagaag
ggcagacaac
gcactgccaa
gttgagggcg
atcgtgtteg
gaggttgagt
gctgtcaacg
ggctggetgt
caggcggcta
gecttggeect
cegecectcece
ggctgctaaa
atgaatgtca
gtagcttgea
gaaccggaat
tggatggctt

acaggatgag

tgcaccgaat
ttcctgatceg
accgagggct
caggggccca
gaggcatceg
gcattcageg
gaggacggtt
atggaccagg
cgectggagg
gatgetggge
gcecatcgttt
ggtcgeegeg
ggtgecegtga
gtcgegaagt
atcegeggea
taacgcaaga
cacagaagta
ctgacttect
agacegtgeg
tegagetgee
ccaccaagtce
aggcgetgga
acgaggtcaa
acgagtaaaa
gttgggectt
gcacgctttg
ggaagcggaa
gctactggge
gtgggcttac
tgccagetgg
tettgecgee

gatcgttteg
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ceggtggeat
tgecgaacge
ttgacgtgga
aggccgegca
gecgegggega
gtgttgccge
tcgagctgat
ctgegecaget
ctggcatgee
tgggcattct
ccgccaagga
ctgeecgtgyg
cctecggtge
ccgcagtgte
agcgcetttga
agtaacgaaa
accacacaaqg
gtactcecgaa
cgtgggecatt
ggaggttgge
cgtttcecgac
agacaacgct
ggtgaccgag
caagacccta
geegtgtggt
cgggagggct
cacgtagaaa
tatctggaca
atggcgatag
ggcgecctet
aaggatctga

catgattgaa

catcgacgac
gggcaacgtg
ggttaacaac
ggcgatgetg
gacegttgee
aggtcagccc
cgtggctaac
gggtggcetg
gctgtacgge
tgeggegacg
aaagggtacc
gggatacgag
actgtegeeg
cteceggegeg
atacaaggtt
agggttgtet
gtttcacaag
gagcacgagt
acccacatcg
tccgaggttg
atctacgcecac
ggcctgatcea
gceggegage
tggtecggtte
tactcctgeg
tttettttee
gccagtcege
agggaaaacg
ctagactggg
ggtaaggttg
tggcgcaggg

caagatggat
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ctgatcacct
gacaacgtgg
gagtccgatg
gagatcgtgg
gaggctatcg
gtgctggtgg
gatggtgegg
cegtgtggee
aacgagctat
aagtctaagg
cagcaggtac
gtgtttgecyg
acgctgggec
gcegectgagg
gtggegetge
gccegetggt
agaggcttaa
gggttaacac
ccgctgagge
aggccggega
cggtttcetgg
acgaagatce
tgatggagge
catgttegea
agcaaaagat
cggtatttaa
agaaacggtg
caagcgcaaa
cggttttatg
ggaagccctg
gatcaagatc

tgcacgcagg

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



ttcteceggee
ctgctctgat
gaccgacctg
ggccacgacg
ctggctgeta
cgagaaagta
ctgeccatte
cggtcttgte
gttcgeccagg
tgectgettg
ccggetgggt
agagcttgge
ttegecagege
ttecgaaatga
gecttetatg
cagegegggyg
agggtttgta
agggcaaggg
gcgagcaggg
ctaattaatt
gtttacaage
ttatcagaat
ttgccatgat
ttegataage
ttgtctecagg
attaggtgtt
aaatgcacca
tgtgcatatg
tgttagtett
atttagccag
cattgagatc
gaatttttge

ctgatgtaat

gettgggtgg
gcegeegtgt
teceggtgece
ggcgttectt
ttgggcgaag
tccatcatgg
gaccaccaag
gatcaggatg
ctcaaggcge
ccgaatatca
gtggeggace
ggcgaatggg
atcgeccttct
cecgaccaage
aaaggttggg
atctecatget
actgecgggte
ctccaaggat
gaattgatcc
ggggacccta
ataacgggtt
cgcagatccg
ttttteccca
agcategect
tgttcaattt
acatgctgtt
aaaactcgta
gacagtttte
gatgcttcac
tatgttctcet
atgcttactt
agttaaagca

ggttgttggt

agaggctatt
teecggetgte
tgaatgaact
gcgcagetgt
tgccggggca
ctgatgcaat
cgaaacatcg
atctggacga
geatgeccga
tggtggaaaa
gctatcagga
ctgacegett
atcgecttet
gacgcccaac
ctteggaate
ggagttette
aaggatctgg
cgggccttga
ggtggatgac
gaggtcecccet
ttgctgeceg
getteaggtt
cgggaggegt
gtttcaggcet
catgttctag
catctgttac
aaagctctga
cctttgatat
tgatagatac
agtgtggtte
tgcatgtcac
tegtgtagtg

attttgtcac
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cggctatgac
agegcagggag
gcaggacgag
gctcgacgtt
ggatctcctg
gceggeggetg
catcgagcga
agagcatcag
cggegaggat
tggccgettt
catagegttg
cectegtgett
tgacgagtte
ctgeccatcac
gttttecggg
gcccacgeta
atttcgatca
tgttacccga
cttttgaatg
tttttatttt
caaacgggct
tgecggetga
cactggctce
gtctatgtgt
ttgetttgtt
attgtcgatec
tgtatctate
ctaacggtga
aagagccata
gttgtttttg
tcaaaaattt
tttttettag

cattcatttt

tgggcacaac
cgcceggtte
gcagegegge
gtcactgaag
tcatctcacc
catacgecttg
gcacgtactc
gggetcgege
ctegtegtga
tctggattca
gctaccegtg
tacggtateg
ttctgagegg
gagatttcga
acgeceggetg
gtttaaactg
cggcacgatce
gagcttggca
acctttaata
aaaaattttt
gttctggtgt
aagegcetatt
cgtgttgtcg
gactgttgag
ttactggttt
tgttcatggt
ttttttacac
acagttgttce
agaacctcag
cgtgageccat
tgcctcaaaa
tcegttacgt

tatctggttg
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agacaatcgg
tttttgtcaa
tategtgget
cgggaaggga
ttgctcctge
atceggetac
ggatggaagc
cagccgaact
ccecatggega
tcgactgtgg
atattgctga
ccegetecega
gactctgggg
ttcecaccgee
gatgatccte
cggatcagtg
atcgtgcggg
ccecagectge
gattatatta
tcacaaaacg
tgctagtttg
tettecagaa
gcagctttga
ctgtaacaag
cacctgttet
gaacagcttt
cgttttecate
tacttttgtt
atccttcegt
gagaacgaac
ctggtgagct
aggtaggaat

ttctcaagtt

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

7260

7320

7380



cggttacgag
ggcctegett
gtttcaaaac
tgaacttaaa
gttcttttaa
gttccagatt
taaaaactaa
caaagccttt
ctttagctaa
tataagtgaa
gtgccacaca
ctagttcatt
tttaatcact
gagttgtggg
gaccctetgt
taatttatag
ataactcact
ctectctaca
gcaaatcgcet
cgtgacattc
aggcgecttt
ggcttctcag
cagcagttec
attcagactg
cgcaaagtce
gaacgttegt
atcagetatg
tttaaaaacg
agactgggcece
tgacgagctg
ttgegectac

atattgctca

atccatttgt
atcaaccacc
ccattggtta
ttcatcaagg
taaccactca
atattttatg
ttctaatttt
aaccaaagga
tacaccataa
cgataccgte
gcataaaatt
tgcetttgaaa
ataccaattg
tatctgtaaa
aaatteccget
aataaagaaa
actttagtca
aaacagacct
gaatattcct
agttecgetge
tatggattca
ggegttttat
tgcectetga
gctaatgcac
cgcttegtga
tataatggtg
gatctctetg
gtgatcggat
agtgccgega
cgtgctegge
tgcggtggece

gatgcgtgte

ctatctagtt
aatttcatat
agccttttaa
ctaatctcta
taaatcctea
aattttttta
tecgettgaga
ttectgattt
gcatttteece
cgttctttee
agcttggttt
acaactaatt
agatgggcta
ttctgctaga
agacctttgt
gaataaaaaa
gttecegeagt
taaaacccta
tttgteteeg
gctcacgget
tgcaaggaaa
ggcgggtetg
ttttecagte
ccagtaagge
aaattttcgt
tcatgacctt
atgtcgeget
ttttceccgage
gegacctaga
cagcgccagg
tgattcctce

gtgccgcage
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caacttggaa
tgctgtaagt
actcatggta
tatttgectt
tagagtattt
actggaaaag
acttggcata
ccacagttct
tactgatgtt
ttgtagggtt
catgctecgt
cagacataca
gtcaatgata
cctttgetgg
gtgttttttt
agataaaaag
attacaaaag
aaggcttaag
accatcaggc
ctggcagtga
ctacccataa
ctatgtggtg
tgaccactte
agcggtatca
gccgegtgat
cacgacgaag
ggagtccgac
tctegatacg
aactctcegtg
aggacgcaca
ceggectgac

cagccgegag

aatcaacgta
gtttaaatct
gttattttca
gtgagttttc
gttttcaaaa
ataaggcaat
gtttgtccac
cgtcatcage
catcatctga
ttcaategtg
taagtcatag
tctcaattgg
attactagte
aaaacttgta
tgtttatatt
aatagatcce
gatgtcgcaa
tagcacccte
acctgadteg
atgggggtaa
tacaagaaaa
ctatctgact
ggattatcce
tcaacaggcet
tttceegecaa
tactaaaatt
gcegetegatg
acggacgcge
gcggatcttg
gtagtggagg
ccgecgaggac

cgcgecaaca

120

tcagtcggge
ttacttattg
agcattaaca
ttttgtgtta
gacttaacat
atctettecac
tggaaaatct
tctctggttg
gegtattggt
gggttgagta
cgactaatcg
tctaggtgat
cttttecttt
aattctgcecta
caagtggtta
agccetgtgt
acgctgtttg
gcaagctcgg
ctgtettttt
atggcactac
geccgteacg
ttttgctgtt
gtgacaggte
tagtttaaac
aaactttaac
ggcccgaatce
ctgeegtega
cagcatcacg
aggagctgge
atgcaatcag
ggcgegcaaa

aacgccacgce

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300



cgaggagctg
tttggccatg
gccegeagge
gtgtcagcge
acaggcggca
cggtaactea
tgactctage
tcgacaccca
aattcctege
gcgettggat
aaaatcgett
tgtectggac
cgaggtctac
cgtgaatcca
agcaggcatg
cgttttegge
acgatccecag
tatggaggtt
gttttctage
acttgecacg
cggegteegt
ccacgetttg
gggtcatcga
gcectgatcetg
cgtcgctaaa
gcgaaaagct
agacccaaac
acaagctagg
gggagagact
tcagaccgtg
agcttcccag
cttggectec
ataggcagat
atcttcaaag
accgagtteg
tettacegtyg

ggtgeegety
<210> 35
<211> 11639

gaggcggcta
gtcgtcacag
atgacaaaca
cgceaccace
agaagcgata
cagggegteg
ggattcacga
tccegagete
tcacctggge
caaagacccg
gceeggtgee
attgatgtge
gcgattttgg
ctgageggga
agcagcccga
gctgaccagg
ccgtaccget
gctcgcatga
ggacgggcac
cttgaagcaa
gtcctctgga
actgtgggat
gcctacgage
ccgecggact
ggccagccag
ctggccacta
agtgagtacg
aaagctaaag
ggctegtgge
aatagagcac
taaatgtgcc
tttctaggte

aacgtteccee

ccactgecge gactgcecctte gegaagectt geccccgegga aatttectece
tgcacaccce tatgecaage ttetttcace ctaaattcga gagattggat

gaaattcttc gcaaaaatcg tccectgate gececcttgega cgttggegte

ggtcgcaaat
agctggaage
tegtaaatge
tgcaccgaat
agctgcacga
gctaacccee
gacattgaca
gcgetgegat
agagaaaatt
gacacggaga
agtatgttge
cgagccacca
agcgcetggge
aatgccagcect
atatgegect
cttttteaca
ggecatgeccca
tctcaggeac
gtatcgaage
gectgecgag
ctgcectecagg
accagttaaa
gtgecctacac
gtgacegeca
tegtecetge
tgggaagacg
ccecgageaca
gaaatcgctt
cgacaatcaa
ttaaggtctg
atctcgtagg
gggctgattg

accggetege
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ggcgetggaa
ggcagcgaga
cgegtttegt
cggcageage
atacctgaaa
agtccaaacc
caccggcctg
cacgtggctg
tcecagggecag
aacacagccg
tctgacgeac
ggccggcggyg
acgcctggaa
catctggete
getggetgea
taggctgage
gcacaatcge
agaaaaacct
ggcaagaaaa
cgecgetgaa
gcgtgecgee
agcggetggt
cgtegetcag
gacggattgg
tegtcagaca
tggcggtaaa
gcgagaaaaa
gaccattgeca
tgaagctatg
cgggcattga
cagaaaacgg
ctcttgaage

ctegtaageg

gttgegettg gettgacega ¢

gtgegtecee
attatcgcga
gtgeegtgge
gtcgegegte
aatgttgaac
tgggagaaag
gaaattttcc
gacgagcgaa
caagacccge
aagttatacc
gegcagcacg
aaaatcgage
aaagcgccag
attgateccgg
acgacegagg
cgtggecact

gtggatecgee

aaaaaacgcet
gccactgegg
gegtetggag
cgtgatgaga
gagegectaa
geggtcggag
cegegacgtg
gagacgcaga
aaggccgcag
ctagctaagt
ggttggttta
tetgaattta
acttceccacga
ttcceccegta
tetetagggg

cacaaggact

121

cgagcgaaat
tcgtggceggt
cgcecaggac
gaaaaagege
gecececegtgag
cgctcaaaaa
gctgatctgt
gacegecgeg
gacttecgeca
gagttggttc
cagcegtget
acgtaaacce
cttggatcgg
tgtatgcege
aaatgaceccyg
gcactcteceg
tagctgatct
atgagcagga
aagcaaaagce
agctgatcga
cggetttteg
aagacaccaa
gaggecgtga
tgcgeggceta
gecagecgag
ﬁacgctggaa
ccagtcaacg
tgactgttga
gegtgteacg
ggacgccgaa
gggtctctct
ggctcacace

gctcccaaag

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10980

11040

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11460

11491



<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> Plasmido pOM616

<400> 35

ttgatcageg
tgtceggttt
gtgaaaacgg
agctatggtt
gaggggtaca
gtattgactt
gttctagaag
gttcagegee
tatgaatcett
ccgatcggec
gctgacaaga
ccggecgtga
taccagccgg
caggacctga
gccgaggecg
gtgctgetgg
gctgegggta
gagggccgeg
cgegacctgt
tgtgacctge
gtecggetecg
atctectgea

gatgccgagg

gccgettege
ttgcaaaagt
tctttttgtt
cactgtccac
aagaggtgtc
tccctacagg
gaggtgatag
acatcggccce
cegeegeget
tgeceggagge
acgtgcagaa
ttegeegeaa
aaatctccca
ceggectgee
tgcagctgat
attectcect
tececggtgga
agaacctcgt
ceggtetgat
tggctcaggt
cccagegett
ccgaggetet

gcacccegge

gaagcttgte
ggctgtgact
tecettttaac
caaccaaaac
cctagaagag
gtgtgtaata
tatgtcttet
aaaccaggcc
ggcegacgat
actggatgag
gcagcagetg
cgtggtggag
ggggcgecte
agtggceggt
ggctcgegge
gcaccagcag
ggtcgtggac
cggcegtggtg
ctetgeggeg
tetggtgace
cggcgtgecyg
gcagegtaag

ctaccgettg

ES 2517394 T3

gaccgaaaca
gtaaaaagaa
caactgccat
tgtgetcagt
atccacgctg
atttaattac
gecagctacee
gatacccagg
gecctecega
acggacacce
atcggcaacg
aacccggget
gaggccctge
gcttegetgt
aatgcgaagg
tecatcacceg
ctggacggcg
cttteccaace
aaggagaccqg
tccceggget
ctattctteg
ctgecegggee

gctctgcaga

gcagttataa
atcgaaaaag
aactcgagge
accgccaata
tgtaaaaatt
aggeggggge
gccgtaatte
agatcctcga
agtcgatecg
tggecgecet
gttacttega
ggtacaccgce
tgaacttcca
tagacgaagce
ctgccaagaa
taaccctgge
aagatgctac
ccggetccac
gcgetcetggt
cccaaggtge
gtggccegea
gcatcegtggg

ceccgtgagea

122

ggcatgaage
accgttttgt
tattgacgac
ttteteecctt
ttacaaaaag
aacceccgect
agccecctte
ttacctggge
ccaggcagge
gegtgettac
cacgatcact
ctacacccce
gacgatggtg
caccgcagtg
gggcggegtyg
gegegetgag
cgccgegttt
cggecgegte
gacggtcget
cgacattgcet
cgegggette
cgtgtcegtg

gcacattcge

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380



cgcgacaagg
ttctacgegg
cgecgegaceqg
ttcttcgaca
ctgcgcgeeg
atctctgteg
tceegeaceg
gceggegtge
acttccgaga
gatcgtacga
gagecgatcea
cagggctgge
gccaaggttt
atccaccget
teegegeacg
aagaatgceg
ggcgagcaga
caggtgegeg
gcectaacctga
cacctgaace
ceggtgtgeg
atcgagggeg
gctggegtge
gaggcctcee
taccecgacge
cgtgaactca
tteggettac
acegagtegg
ggggagatcc
gegecgttta
cacttcagcc
accceegtge

ccectggaag

ccaccagtaa
tcetggcacgg
ccctggeegt
ccgtcacegt
cagccgagge
gcgagtcecac
gcgaggtcaa
tgcgegegga
cccagatgat
tgatcceget
cetggeectgg
tggagctcat
ccgtecagee
accaccagtce
gcaccaacge
aagacggcte
cegecgecat
acgtctgecca
acgecectggt
tgcacaagac
tggcagagca
atgctgecect
tgecgatcac
gcatggeccet
tgtacaaggg
cgaaggcctc
acgecccagac
aggacaagga
aggaagttat
ccgeectatte
gtgccaaggce
gtegtatcga

acttegeaat

catctgtace
ceccageegge
tgcectgtee
tgacgtgtcet
aggctacaac
cacggacgag
ctecegegage
ggacgaggag
gcgctacatg
gggctectge
cttcgecagge
cgaggacctg
gaacgcggge
ccgeggegac
tgcctectgea
catcgacgtg
catgcectgace
gaaggttcac
cggectggee
cttecaccate
cctgatceccg
gecagtcegge
ctggtectac
ggtgaacgee
cgacaccgge
cggcatcace
cttggectte
agagctggac
cgacggcaag
tgttgtgcag
cgcatacceg
caacgectat

taacgaggac

ES 2517394 T3

gctcaggcete
ctgegegeca
gaggetggece
ggttcttctc
ctgecgcecagg
gacattgecea
ttegacgtcea
attctgacce
cgcaagcetgg
accatgaagc
atccacecege
gaggagcgcece
teeccagggeg
gatcagegtg
gcgetggegg
ceggacctgg
taccecteca
gacgctggeg
cagccgggeg
cegecacggtyg
ttectgececa
cageccggtet
atcgcacaga
aactacgttt
ctggtcgece
gccgaggacyg
ceggtegeeg
cgcttecatag
gtcacegecg
gacgactteg
gtggctagce
ggcgaccgea

tagggtccge

tgctggeegt
tcgecgaggg
tgacgcetgge
ttggtgacge
ttaacgattec
agctgatega
cegecggece
acccgatett
ccgaccgega
tgaacgcggce
acgtececgge
tggcgaagat
agttcgcegg
acategttct
gectgaaggt
aggeccaaget
cccacggegt
gccaggtgta
agtteggegg
gtggeggece
ccgacccgaa
ccggegegea
tgggcgacga
cecegeaaget
acgagtgcat
tatccaageg
gcaccctgat
aagcgatgat
aacagtcegt
aggaagctgt
tgcgacacac
atctegtgtg

tggagctaag

123

cgttgeceggat
ggtgcacgcc
gcacgatacc
cccecacgget
cttegtegge
ggtgctggge
gctgggegag
caccgccate
cctggegetg
cgtctcecatg
cgagcaggeg
caccggctac
cctgectggeg
gatcceggec
cgtggctgtyg
ggagaagtac
gttegaggag
cgtegacgge
cgacgtatce
gggegttgge
cgececgacgtt
gtacggctee
aggcctgact
ggaggactac
cctggacctg
cctgatggac
gatggagccec
caccatceac
tetgegecac
atceggtggt
caagtacttc
cacctgeccg

ggcgtcacaa

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



agagaagaag
gagaagttgg
agtgagctgg
atgggtgagg
tcegaagcetgt
ggtggcatca
ccgaacgegg
gacgtggagg
gcegegeagg
gcgggegaga
gttgccgeag
gagctgateg
gcegcagetgg
ggcatgceccge
ggcattettg
gccaaggaaa
gcecegtgggg
teeggtgeac
gcagtgteet
cgctttgaat
taacgaaaag
cacacaaggt
actecgaaga
tgggcattac
aggttggcetce
ttteccgacat
acaacgcetgg
tgaccgagge
agaccctatg
cgtgtggtta
ggagggcttt

cgtagaaagc

gagaacaaga
gcgcgcegatt
acgagcacca
ttcgegtgac
cggcagtgaa
tcgacgaccet
gcaacgtgga
ttaacaacga
cgatgetgga
ccgttgecga
gtcagccegt
tggctaacga
gtggcetgee
tgtacggcaa
cggcgacgaa
agggtaccca
gatacgaggt
tgtcgecgac
ccggegegge
acaaggttgt
ggttgtctge
ttcacaagag
gcacgagtgg
ccacatcgece
cgaggttgag
ctacgeaceqg
cctgatcaac
cggegagetg
gteggttecca
ctecctgegag
tetttteceg

cagtccgcag

catgaccgaa
taccgactte
cgctgtacge
cggcccgeag
ggtcggcaag
gatcacctac
caacgtggtce
gtecgatgeg
gatcgtggag
ggctatcgag
gctggtggee
tggtgeggag
gtgtggectg
cgagctatcg
gtctaaggac
gcaggtactt
gtttgeeggt
gctgggecac
cgctgagggt
ggcgetgeeg
cecgetggtgt
aggcttaaaa
gttaacacct
gctgaggege
gceggegagg
gtttctggeg
gaagatccat
atggaggctg
tgttecgecatt
caaaagatag
gtatttaaat

aaacggtgct

ES25

cttaagaaga
ggeggetggg
aatgcegtgg
gcageggagt
gcgaagtact
cgectgggeg
teccgecactge
acctccatga
aacgtcgtgg
gggctgggtt
cgcacaggcet
accgtgtgga
gcctgecgeg
ctgaagctca
tctttegttg
atcgggetgg
gacggcgaga
ceggtggeat
gegaccgtgg
ttctactcce
aaggtttggg
caatgactgc
cegetgttgt
tgggtgacat
cttteggega
aggttgtgge
acggtgaggg
aggcttacca
aatcctcegge
caccggatcc
cgctageggg

gaccccggat

17394 T3

ccgegetgea
acatgcctcet
gegtattcga
tecctggacca
cgatgatctg
acaacgagtt
agggececgeac
tcgecgtaca
atgcacccga
actacgegge
ataccggcga
ccaaggctat
acaccctgeg
ceceggtega
gtegtgacge
cgggcgaggg
aggccategg
tggcatacgt
aggtagacat
gcgagaagta
cagacaacca
actgccaact
tgagggcgag
cgtgttegte
ggttgagtce
tgtcaacgag
ctggetgtac
ggcggctaac
ttggccetgt
gcecteecege

ctgetaaagg

gaatgtcage

124

cctgg@gcac
gaagtacagce
cctcteccac
cgegcetgatt
caccgaatce
cctgatcegtg
cgagggcttt
ggggcccaag
ggcatcegge
attcagcggt
ggacggttte
ggaccaggct
cctggaggcet
tgctgggetg
catcgtttee
tcgeegeget
tgcegtgace
cgcgaagtee
ccgceggcaag
acgcaagaag
cagaagtaac
gacttecctgt
accgtgcgeg
gagctgeegg
accaagtccg
gcgctggaag
gaggtcaagg
gagtaaaaca
tgggccttge
acgctttgeg
aagcggaaca

tactgggeta

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

4520

4980

5040

5100

5160

5220

5280



tctggacaag
ggcgatagcet
cgeectetgg
ggatctgatg
tgattgaaca
gctatgactg
cgcaggggcyg
aggacgaggc
tecgacgttgt
atctectgte
ggcggetgea
tegagegage
agcatcaggg
gcgaggatct
gecegetttte
tagegttgge
tegtgettta
acgagttcett
gccatcacga
tttccgggac
ccacgcetagt
ttegatcacg
ttaccegaga
tttgaatgac
tttattttaa
aacgggctgt
ccggctgaaa
ctggctcceg
ctatgtgtga
gctttgtttt
tgtcgatctg
tatctatett

aacggtgaac

ggaaaacgca
agactgggcg
taaggttggg
gegeagggga
agatggattg
ggcacaacag
cececggttett
agcgcggcta
cactgaageg
atctcacctt
tacgcttgat
acgtactegg
gctecgegeca
cgtcgtgace
tggattcatec
tacccgtgat
cggtategece
ctgageggga
gatttcgatt
gecggetgga
ttaaactgeg
gcacgatcat
gettggecace
ctttaataga
aaattttttce
tcﬁggtgttg
gegetattte
tgttgtegge
ctgttgaget
actggtttca
ttcatggtga
ttttacaccg

agttgttcta

agcgcaaaga
gttttatgga
aageccctgea
tcaagatctg
cacgcaggtt
acaatcggcet
tttgtcaaga
tcgtggetgg
ggaagggact
gectectgecg
ccggctacct
atggaageccqg
gecgaactgt
catggcgatg
gactgtggece
attgctgaag
geteccgatt
ctetggggtt
ccaccgeege
tgatcctcca
gatcagtgag
cgtgegggag
cagectgege
ttatattact
acaaaacggt
ctagtttgtt
ttecagaatt
agctttgatt
gtaacaagtt
cctgttctat
acagctttaa
ttttcatctg

cttttgtttg

ES 2517394 T3

gaaagcaggt
cagcaagcga
aagtaaactg
atcaagagac
cteeggeege
gctcectgatge
ccgacctgte
ccacgacggg
ggctgectatt
agaaagtatc
gcccattcga
gtecttgtega
tegecagget
cctgettgece
ggctgggtgt
agcttggcgg
cgcagcgcat
cgaaatgacc
cttctatgaa
gegeggggat
ggtttgtaac
ggcaagggcet
gagcagggga
aattaattgg
ttacaagcat
atcagaateg
gccatgattt
cgataagcag
gtctcaggtyg
taggtgttac
atgcaccaaa
tgecatatgga

ttagtettga

agcttgecagt
accggaattg
gatggecttte
aggatgagga
ttgagtggag
cgecgtgtte
cggtgccctg
cgttecttge
gggcegaagtg
catcatgget
ccaccaagcg
tcaggatgat
caaggegege
gaatatcatg
ggcggaccge
cgaatgggcet
cgecttetat
gaccaagcga
aggttggget
ctcatgectgg
tgcgggtcaa
ccaaggatcg
attgatccgg
ggaccctaga
aacgggtttt
cagatccgge
tttececacg
catcgectgt
ttcaatttea
atgctgttca
aactcgtaaa
cagttttcce

tgctteactg
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gggcttacat
ccagctgggg
ttgecgecaa
tecgtttegea
aggctattcg

cggetgteag

aatgaactge

gcagctgtge
ceggggeagyg
gatgcaatge
aaacatcgca
ctggacgaag
atgecccgacg
gtggaaaatg
tatcaggaca
gaccgcttce
cgccttettg
cgcccaacct
tcggaatcgt
agttcttege
ggatctggat
ggccttgatyg
tggatgacct
ggtccecttt
gctgcccgea
ttcaggtttg
ggaggcgtca
ttcaggctgt
tgttctagtt
tctgttacat
agctctgatg
tttgatatet

atagatacaa

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

€480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260



gagccataag
tgtttttgeg
aaaaattttg
tttcttagte
ttecattttta
acttggaaaa
ctgtaagtgt
tcatggtagt
tttgecttgt
gagtatttgt
tggaaaagat
ttggcatagt
acagttctcg
ctgatgttca
gtagggtttt
tgctecegtta
gacatacatc
caatgataat
tttgetggaa
gttttttttg
ataaaaagaa
tacaaaagga
ggcttaagta
catcaggcac
ggcagtgaat
acccataata
atgtggtget
accacttcegg
cggtatcatc
cgegtgattt
cgacgaagta

agtccgacge

aacctcagat
tgagccatga
cctcaaaact
cgttacgtag
tetggttgtt
tcaacgtatc
ttaaatcttt
tattttcaag
gagttttctt
tttcaaaaga
aaggcaatat
ttgtccactg
tcatcagcte
tcatctgage
caatcgtggg
agtcatageg
tcaattggtc
tactagtect
aacttgtaaa
tttatattca
tagatcccag
tgtegcaaac
gecaccetege
ctgagteget
gggggtaaat
caagaaaagc
atctgacttt
attatccegt
aacaggctta
tccgecaaaa
ctaaaattgg

getcgatget

ccttecgtat
gaacgaacca
ggtgagectga
gtaggaatct
ctcaagtteg
agtcgggegg
acttattggt
cattaacatg
ttgtgttagt
cttaacatgt
ctettcacta
gaaaatctca
tctggttget
gtattggtta
gttgagtagt
actaateget
taggtgattt
tttectttga
ttctgctaga
agtggttata
cectgtgtat
getgtttget
aagctecggge
gtcecttttteg
ggcactacag
cegtcacggg
ttgcectgttca
gacaggtcat
gtttaaaccg
actttaacga
cccgaatcat

gccgtcegatt

ES 2517394 T3

ttageccagta
ttgagatcat
atttttgecag
gatgtaatgg
gttacgagat
cectegettat
ttcaaaacce
aacttaaatt
tecttttaata
tccagattat
aaaactaatt
aagcctttaa
ttagctaata
taagtgaacg
gccacacage
agttcatttg
taatcactat
gttgtgggta
cectetgtaa
atttatagaa
aactcactac
cctctacaaa
aaatcgctga
tgacattcag
gcegectttta
cttctcaggg
gcagttcecctg
tcagactgge
caaagtccecg
acgttcgtta
cagctatgga

taaaaacggt

tgttctctag
gcttactttg
ttaaagcatc
ttgttggtat
ccatttgtet
caaccaccaa
attggttaag
catcaaggct
accactcata
attttatgaa
ctaattttte
ccaaaggatt
caccataage
ataccgtccg
ataaaattag
ctttgaaaac
accaattgag
tctgtaaatt
atteccgetag
taaagaaaga
tttagtcagt
acagacctta
atattccttt
ttcgcetgege
tggattcatg
cgttttatgg
cccetetgatt
taatgcacce
cttegtgaaa
taatggtgte
tctctctgat

gatcggattt

126

tgtggttcegt
catgtcacte
gtgtagtgtt
tttgtcacca
atctagttca
tttcatattg
ccttttaaac
aatctctata
aatcctcecata
tttttttaac
gcttgagaac
cctgatttee
attttcccta
ttecttteett
cttggtttca
aactaattca
atgggctagt
ctgectagace
acctttgtgt
ataaaaaaag
tececgecagtat
aaaccctaaa
tgtcteegac
tcacggctct
caaggaaact
cgggtctget
ttccagtectg
agtaaggcag
attttegtge
atgaccttca
gtcgegetgg

ttececgagectce

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

8880

8940

9000

9060

9120

9180



tcgatacgac
ctectcgtgge
gacgcacagt
ggectgacee
gecgegageg
cgectggaagt
cagcgagaat
cgtttegtgt
gcagcagcegt
acctgaaaaa
tccaaacctg
ceggectgga
cgtggctgga
cagggcagca
cacagccgaa
tgacgcacge
ccggcgggaa
gcctggaaaa
tctggetcat
tggctgcaac
ggctgageeg
acaatcgegt
aaaaacctaa
caagaaaagc
cegetgaage
gtgcegeceg
éggctggtga
tegetcagge
cggattggee
gtcagacaga
gcggtaaaaa
gagaaaaact

ccattgcagg

ggacgegeca
ggatcttgag
agtggaggat
gcgaggacgg
cgccaacaaa
gegtcecceeg
tatcgegatce
gcegtggecg
cgegegtega
tgttgaacge
ggagaaagcg
aattttecge
cgagcgaaga
agaccecgcga
gttataccga
gcagcacgca
aategagcac
agcgccaget
tgatceggtg
gaccgaggaa
tggccactge
ggatcgecta
aaaacgctat
cactgcggaa
gtctggagag
tgatgagacg
gcgectaaaa
ggtcggagga
gcgacgtgtg
gacgcagage
ggccgcagaa
agctaagtcc

ttggtttatg

gcatcacgag
gagctggetg
gcaatcagtt
cgcgcaaaat
cgccacgecqg
agcgaaattt
gtggcggtge
cccaggacgt
aaaagcgcac
cecegtgageg
ctcaaaaatg
tgatctgtte
cegecgegaa
cttegecage
gttggttcaa
geegtgettg
gtaaacccecg
tggatcggeg
tatgccgcag
atgacccgeg
actcteecgac
getgatetta
gagcaggagt
gcaaaagcac
ctgatcgacg
gettttegee
gacaccaagg
ggccgtgage
cgcggctacg
cagccgagge
cgctggaaag
agtcaacgac

actgttgagg
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actgggccag
acgagctgcg
gegectactg
attgctecaga
aggagctgga
tggccatggt
ccgecaggeat
gtcagcgeceg
aggcggcaag
gtaactcaca
actctagcgg
gacacccatce
ttectegete
gcttggatca
aatcgcttge
tcctggacat
aggtctacge
tgaatccact
caggcatgag
tttteggege
gatcccagece
tggaggttge
tttetagegg
ttgecacget
gegtecgtgt
acgctttgac
gtcatcgage
ctgatctgcee
tegetaaagg
gaaaagctct
acccaaacag
aagctaggaa

gagagactgg

tgccgegage
tgcteggeca
ceggtggcectg
tgcgtgtegt
ggcggctagg
cgtcacagag
gacaaacatc
ccaccacctg
aagecgataag
gggcgtegge
attcacgaga
ccgagetege
acctgggcag
aagacccgga
ceggtgecag
tgatgtgceg
gattttggag
gagcgggaaa
cagcccgaat
tgaccagget
gtaccgetag
tcgeatgatc
acgggcacgt
tgaagcaagc
cctectggact
tgtgggatac
ctacgagegt
gceggactgt
ccagecagte
ggccactatg
tgagtacgcc
agctaaagga

ctegtggeeqg
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gacctagaaa
gcgecaggag
attcecteccee
gccgcagcca
tcgcaaatgg
ctggaagegg
gtaaatgceg
caccgaatcg
ctgecacgaat
taacccccag
cattgacaca
gctgegatca
agaaaattte
cacggagaaa
tatgttgete
agccaccagyg
cegetgggecac
tgccagetca
atgegecctge
ttttcacata
catgcccage
tcaggcacag
atcgaagegg
ctgecgageg
gctecaggge
cagttaaaag
gcctacacceyg
gaccgccaga
gtcectgete
ggaagacgtg
cgagcacage
aategcttga

acaatcaatg

9240

9300

9360

9420

2480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10980

11040

11100

11160



aagctatgtce
ggcattgaac
gaaaacggtt
cttgaagete
cgtaagcgea
gaagccttge
ctttcaccct
ccctgatege

<210> 36

<211> 13915

<212> ADN

tgaatttage
ttccacgagg
cceccegtagg

tctagggggg

caaggactge
ccegeggaaa
aaattcgaga

cettgegacyg

<213> artificial

<220>

gtgtcacgtc
acgccgaaagqg
gtctetcetet
ctcacaccat
teccaaagat
tttccteecac
gattggattc

ttggegtegg

<223> Plasmido pOM620AF

<400> 36

ttgatcageg
ttaaagtttg
gggggtagag
gctggaaace
ctgcagctac
ccgataccca
atgeccctece
agacggacac
tgatcggcaa
agaacccggg
tegaggecct
gtgctteget
gcaatgegaa
agtcecatcac
acctggacgg
tgctttccaa
cgaaggagac
cctececeecggg

cgctattett

gcegeacage
gctgecatgt
tgccaaatag
cacaaccggce
ccgccgtaat
ggagatccte
gaagtcgatce
cctggeegee
cggttacttc
ctggtacacc
gctgaactte
gttagacgaa
ggctgecaag
cgtaaccetg
cgaagatgct
ccceggetee
cggecgectcetg
cteccaaggt

cggtggeeeg

gatcccagag
gaatttttag
gttgtttgac
acacacaaaa
tcagccecct
gattacctgg
cgccaggcag
ctgcgtgett
gacacgatca
gcctacacce
cagacgatgg
gccaccgeag
aagggeggeg
gecgegegetg
accgecgegt
accggeegeg
gtgacggtcg
gccgacattg

cacgcgggcet
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agaccgtgaa
cttcccagta
tggccteett
aggcagataa
cttcaaagcce
cgagttegtg
ttacegtgga

tgcegetggt

gaaatatcct
caccctcaac
acacagttgt
tttttctaga
tcgttecageg
gctatgaate
gcccgatcgg
acgctgacaa
cteceggeegt
cctaccagcec
tgcaggacct
tggcegagge
tggtgctget
aggctgeggg
ttgagggecg
teccgegacct
cttgtgacct
ctgteggete

tcatctectg

tagagcactt
aatgtgccat
tctaggtegg
cgttceccac
actgccgcga
cacaccccta
aattcttcge

tgegettgge

ctggggtcge
agttgagtgc
tcaccegega
aggaggtgat
ccacatcgge
ttececgeecgeg
cctgeceggag
gaacgtgcag
gattcgecge
ggaaatctcc
gaccggectg
cgtgcagcetg
ggattectcc
tatcccggtg
cgagaaccte
gtceggtetg
gctggetcag
cgcccagege

caccgagget
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aaggtctgeg
ctcgtaggea
getgattget
cggctegect
ctgecttege
tgccaagcett
aaaaatcgtce

ttgaccgac

tgtgtcecgace
tggcactcte
cgacggetgt
agtatgtctt
ccaaaccagg
ctggecgacg
gcactggatg
aagcagcagc
aacgtggtgg
caggggegee
ccagtggceceg
atggctegeg
ctgcaccage
gaggtcgtgg
gtcggegtgg
atctectgegg
gttctggtga
tteggegtge

ctgcagcgta

11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580

11639

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

1020

1080

1140



agctgeccggg
tggctctgea
cegetcagge
gcctgegege
ccgaggetgg
ctggttette
acctgecgeca
aggacattgce
gettegacgt
agattctgac
tgecgcaaget
gcaccatgaa
gcatcecacece
tggaggagcg
geteccaggg
acgatecageg
cagegetgge
tgceggacct
cctaccecte
acgacgetgg
cccageeggg
teeegeacgy
cgttcctgee
gccageeggt
acatcgcaca
ccaactacgt
gectggtege
ccgeecgagga
teeceggtege
accgcttcat
aggtcaccgce
gggacgactt

cggtggctag

ccgcategtg
gacccgtgag
tectgetggee
catcgccgag
cctgacgetg
tcttggtgac
ggttaacgat
caagctgatc
caccgecagge
ccacccgatc
ggccgaccge
gcetgaacgeg
gcacgteccyg
cctggecgaag
cgagttegee
tgacatcgtt
gggcctgaag
ggaggccaag
cacccacgge
cggccaggtg
cgagttegge
tggtggcgge
caccgacccg
cteeggegeg
gatgggcgac
ttcccgcaag
ccacgagtge
cgtatccaag
cggeacectg
cgaagcgatg
cgaacagtcc
cgaggaagct

cctgegacac

ggegtgtecg
cagcacattc
gtegttgecg
ggggtgcacg
gcgcacgata
gccececacgg
tececttegteg
gaggtgetgg
ccgetgggeg
ttcaccgcca
gacctggege
gcegtcteca
gccgageagg
atcaccggcet
ggectgetgg
ctgatceecgg
gtegtggetg
ctggagaagt
gtgttcgagg
tacgtcgacg
ggcgacgtat
cegggegttg
aacgccgacqg
cagtacgget
gaaggcctga
ctggaggact
atcctggacce
cgcetgatgg
atgatggage
atcaccatce
gttctgegec
gtatccggtg

accaagtact
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tggatgecga
gccgegacaa
gtttetacge
cecgegegac
cecttettega
ctetgegege
gcatctctgt
gctceccgeac
aggceggegt
tcacttccga
tggategtac
tggagccgat
cgcagggcetg
acgccaaggt
cgatccaccg
ccteccgegea
tgaagaatgce
acggcgagca
agcaggtgcg
gcegetaaccet
cecacctgaa
gcceggtgtg
ttatcgaggg
cegetggegt
ctgaggecte
actacccgac
tgegtgaact
actteggett
ccaccgagte
acggggagat
acgcgecegtt
gtcacttcag

tcaccecegt

gggcaccecg
ggccaccagt
ggtcetggcac
cgeectggec
caccgtcace
cgcagecgag
cggegagtee
cggcgaggte
gctgegegeg
gacccagatg
gatgatceceg
cacctggect
gctggagcte
tteegtecag
ctaccaccag
cggcaccaac
cgaagacgge
gaccgecgee
cgacgtetge
gaacgccctg
cectgeacaag
cgtggcagag
cgatgctgcc
gctgeegate
cegeatggee
gctgtacaag
cacgaaggcc
ccacgecceg
ggaggacaag
ccaggaagtt
taccgectat
cecgtgecaag

gegtegtate
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gcctacceget
aacatctgta
ggcccageeg
gttgccetgt
gttgacgtgt
gcaggctaca
accacggacg
aactccgega
gaggacgagg
atgcgectaca
ctgggectect
ggcttcgcag
atcgaggacce
ccgaacgegg
teccegeggeg
gctgectetg
tccatcgacg
atcatgctga
cagaaggttce
gtcggectgg
accttcacca
cacctgatce
ctgcagtcecg
acctggtcet
ctggtgaacg
ggcgacaccg
tcecggecatea
accttggect
gaagagctgg
atcgacggca
tctgttgtge
gecgeatace

gacaacgcct

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



atggcgacceq
actagggtcce
aacttaagaa
tcggeggetg
gcaatgcegt
aggcagcegga
aggcgaagta
acegectggg
tctececgeact
cgacctccat
agaacgtcgt
aggggctggg
cccgcacagg
agaccgtgtg
tggeetgecyg
cgctgaaget
actctttegt
ttatcggget
gtgacggcga
acceggtgge
gtgcgacegt
cgttctacte
gtaaggtttg
aacaatgact
cteegetgtt
gctgggtgac
ggctttecgge
cgaggttgtg
atacggtgag
tgaggcttac
ttaatccteg

agcaccggat

caatctegtg
gctggageta
gaccgegetg
ggacatgcct
gggcegtatte
gttcctggac
ctcgatgatc
cgacaacgag
gcagggccege
gatcgcegta
ggatgcaccc
ttactacgeg
ctatacegge
gaccaaggct
cgacaccctg
cacceecggte
tggtcegtgac
ggegggcegag
gaaggccatc
attggcatac
ggaggtagac
cecgegagaag
ggcagacaac
gcactgccaa
gttgagggcg
aﬁcgtgttcg
gaggttgagt
gctgtcaacg
ggctggetgt
caggcggcta
gcttggecct

ccgecctece

tgcacctgcee
agggegtcac
cacctggtge
ctgaagtaca
gacetctece
cacgcgctga
tgcaccgaat
ttecctgateg
accgagggcet
caggggccca
gaggcatccg
gcattcageg
gaggacggtt
atggaccagg
cgectggagg
gatgctggge
gecategttt
ggtcgeegeg
ggtgcegtga
gtegegaagt
atccgcggeca
taacgcaaga
cacagaagta
ctgacttect
agaccgtgcg
tegagcetgee
ccaccaagtce
aggcgctgga
acgaggtcaa
acgagtaaaa
gttgggectt

gcacgctttg
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cgecectgga
aaagagaaga
acgagaagtt
gcagtgaget
acatgggtga
tttcgaaget
ccggtggeat
tgccgaacge
ttgacgtgga
aggccgcgca
gcgegggega
gtgttgccge
tcgagctgat
ctgcgcagcet
ctggcatgece
tgggcattct
ccgccaagga
ctgecegtgg
ccteceggtge
ccgecagtgte
agcegctttga
agtaacgaaa
accacacaag
gtactccgaa
cgtgggcatt
ggaggttgge
cgtttcecgac
agacaacgcet
ggtgaccgag
caagacccta
gccgtgtggt

cgggagggct

agacttcgca
aggagaacaa
gggegegega
ggacgagcac
ggttcgegtg
gtecggeagtg
catcgacgac
gggcaacgtg
ggttaacaac
ggcgatgetg
gaccgttgee
aggtcageccce
cgtggctaac
gggtggectg
getgtacgge
tgcggegacg
aaagggtacc
gggatacgag
actgtegecg
cteceggegeg
atacaaggtt
agggttgtct
gtttcacaag
gagcacgagt
acccacatceg
tccgaggttg
atctacgcac
ggcctgatca
gceggegage
tggteggttce
tactecctgeg

tttettttec
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attaacgagg
gacatgaccyg
tttaccgact
cacgctgtac
accggeccge
aaggtcggea
ctgatcacct
gacaacgtgg
gagtccgatg
gagategtgg
gaggctatcg
gtgctggtgg
gatggtgegg
ccgtgtggec
aacgagctat
aagtctaagg
cagcaggtac
gtgtttgecg
acgcetgggece
gcegetgagg
gtggegcetge
gceccgetggt
agaggcttaa
gggttaacac
cegetgagge
aggccggega
cggtttetgg
acgaagatcc
tgatggaggc
catgttecgca
agcaaaagat

cggtatttca

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



gtagctcggg
ceceecgeacca
atttgttaat
agtggaaacc
aagtgccaaa
agaagcttca
agaacccage
cagcgccaag
gcaaagcaaa
ccagcaccce
cttggcacct
tectectact
gccctaccaa
gacccggeca
attatgtcecg
gcaceggccg
agctcaagee
tgcacggagt
gtgggctgge
tttetgacge
cggtgcatte
teggeatgag
aaacccccat
ategggatat
gctgeccgaa
atacgtgttc
atatggacga
ccatcaccgg
ttgtgaagaa
ttteccaaccg
acaacctgga
gttececctgga

tcectgggeat

ggcgtctcat
aaatctcteg
gctactggtt
aatcccgatt
caccggaggc
gcctcactac
ggaacttgge
gcaccactgg
catgggcaca
agccgtagac
ccaggcaaat
ccagcatceg
cggectgeca
gttggtegea
ccgectggag
cgtagagggg
cgcacgtaag
ggcecctcaac
ggatgegggt
ctactcatce
ctaggggaaa
tgtgaccgea
cgagtcgaag
taagaatege
tatcaacgag
ccgecgttge
gccacgecge
cgtgacgege
gattcacgag
cceggagetg
gacagttccg
ggtcattcag

gggtgagaag

tcagcaaace
cgagaggect
ttcaaatatg
tgaagaattg
accagcatca
aggcggaace
gccageggaa
agtatcatecg
accggcacta
atcgacgtce
ctegeegece
ccgacgtaca
gtagtcgacg
tatcccatea
caggcgctaa
cgttegggeg
atagcecgega
tgcgataaca
gtcacgacge
ctegeccaca
acccgaggtg
gatggacgece
cctcggtgga
gtgaagggcg
tgetgggagg
gacttctgece
gtggcggaga
gatgacctgg
ctgaacecga
ctgaaggtcg
cgcatcttta
gcagctcacg

aaggaagagg
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tagctceccata
tcagggccct
caaatgcgeca
caacttttcc
acgtcaccac
tgacgccage
cegeagecac
ccaccatggg
acgacggggc
gcgacctggg
agcgogecga
ccgecggcaa
tegacegegg
tcaagctgge
tccagacttg
tgtggetgee
teggecateeg
ccatggagta
tecacegagga
acctcgttga
gattcctata
ggatgctacg
tcecgecacgac
ctggecctgea
accgcgagge
agattaagtc
atgtccgega
atgatgaggg
acacgggtgt
tecttegatte
agcgcatccg
attacggect

teegegegge

teegectcetg
taaatgtcgg
ggtcaagggg
gacattaagc
ctggcatatc
gggacctcac
cagctceccac
atteccagcaa
aaccacccca
caccgtggac
agaaaaaatce
gcgcacccag
aggccgcate
cgacceggtg
tgaagatctt
tgegggegte
cgtgacgege
ttacgaccac
getggggege
tgctttgaac
cggcacccag
catcgaggceg
cgcgaaggtc
caccgtgtge
gacgttccte
cggeegeceg
gatgggtctg
cgegtggetg
ggagaatctg
ccagecggag
cccggecttt
ggtgacgaag

tatcaaggac
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ggctctceca
aaaagttgca
cttttgggaa
ggcecttcagg
tagcaccatc
ccagcegggac
cagcacccag
ggcagecatcce
ccagccaaca
tacgaggaca
ccagacacca
gattcecgace
acctggcatg
gacgtggtcg
ggcctgeacyg
attaatggeg
ggcgtgacca
attgtgcctt
gatgttagtg
ggcgacttge
cgtaggctag
aagaatgcecg
ggeccggagt
caagaggctg
atcggeggtg
tececegetgg
cgctacgeea
tatgeecgagg
acgccagatt
gtagtttgcee
aagtacgacc
teccaacctga

ctggcagacg

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

6900

6960

7020



ccggcaccga
ttgagegttg
gcatcaagge
acgcgcaggce
agactctcga
cggaggacac
tttattcatg
aagagaagaa
gaaagccagt
gacaagggaa
atagctagac
ctectggtaag
ctgatggcgc
tgaacaagat
tgactgggca
ggggcgeecyg
cgaggcagcg
cgttgtcact
cctgtecatet
gctgecatacg
gcgagcacgt
tecaggggetce
ggatctegte
cttttetgga
gttggctace
gctttacggt
gttcttctga
tcacgagatt
cgggacgecg
gctagtttaa
atcacggcac

ccgagagcett

cattctgacg
ggtgaagceg
tgttatgtee
caagcaggceg
ttccaccacyg
gccggtcact
ccttattgtt
ggcagctaag
ccgcagaaac
aacgcaageg
tgggeggttt
gttgggaage
aggggatcaa
ggattgcacg
caacagacaa
gttetttttyg
cggcectatcegt
gaagcgggaa
caccttgcete
cttgatcegg
actcggatgg
gcgeccagecg
gtgacccatg
ttcatcgact
cgtgatattg
atcgeegete
gcgggactct
tcgattecac
gctggatgat
actgecggatc
gatcategtg

ggcaccecage

attacccagt
gaggagttca
ggccegttgg
cgeggegagyg
tcgcaggagg
gegtegegee
gaatccatgg
gcaaatcgct
ggtgctgacc
caaagagaaa
tatggacage
cctgecaaagt
gatctgatca
caggttetcee
teggetgete
tcaagaccga
ggctggccac
gggactggct
ctgccgagaa
ctacctgece
aagceggtcet
aactgttege
gegatgectg
gtggecgget
ctgaagagct
ccgattegea
ggggttcgaa
cgecgecette
cctecagege
agtgagggtt
cgggagggca

ctgecgegage
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acctgcgecce
tggagcacte
tgcgttecte
ctattecegga
cctetacact
gctagetegg
cgaaggataa
agcgggctge
ccggatgaat
gcaggtaget
aagcgaaccg
aaactggatg
agagacagga
ggccgettgg
tgatgeccgece
cetgteeggt
gacgggcgtt
gectattggge
agtatccatc
attcgaccac
tgtecgatcag
caggctcaag
cttgeecgaat
gggtgtggeg
tggcggcgaa
gegcategece
atgaccgace
tatgaaaggt
ggggatctca
tgtaactgceg
agggctccaa

aggggaattg

gtcttecatg
cgacgcagcc
ttacegegec
gaacctgaag
gctggagege
cggggcactt
aaaggacgta
taaaggaagc
gtcagctact
tgcagtggge
gaattgccag
gctttettge
tgaggatcgt
gtggagaggc
gtgttecgge
gcectgaatg
ccttgegeag
gaagfgccgg
atggctgatg
caagcgaaac
gatgatctgg
gcgcgeatge
atcatggtgg
gaccgctatce
tgggctgacc
ttctategee
aagcgacgec
tgggcttegg
tgctggagtt
ggtcaaggat
ggatcgggee

atccggtgga
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caccacccga
tacgagctgg
ggcegectgt
cacttggagg
tacggcgcett
tecgeccegec
agggtcaagg

ggaacacgta
gggctatctg
ttacatggcg
ctggggegee
cgccaaggat
ttcgcatgat
tattceggecta
tgtcagecgeca
aactgcagga
ctgtgctega
ggcaggatct
caatgecggeg
atcgcatcga
acgaagagca
ccgacggega
aaaatggcceg
aggacatagc
gcttcctegt
ttcttgacga
caacctgcca
aatcgtttte
cttegeeccac
ctggattteg
ttgatgttac

tgaccttttg

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

8880

8940



aatgaccttt
ttttaaaaat
ggctgttetg
ctgaaagcge
ctececegtgtt
gtgtgactgt
tgttttactg
gatctgttca
tatctttttt
gtgaacagtt
cataagaacc
tttgegtgag
attttgecte
ttagtcegtt
tttttatctg
ggaaaatcaa
aagtgtttaa
ggtagttatt
ccttgtgagt
atttgtttte
aaagataagg
catagtttgt
ttctegtcat
tgttcatcat
ggttttcaat
ccgttaagte
tacatctcaa
gataattact
ctggaaaact
tttttgttta
aaagaataga
aaaggatgte

taagtagcac

aatagattat
tttttcacaa
gtgttgetag
tatttecttec
gteggeaget
tgagctgtaa
gtttcacctg
tggtgaacag
acaccgtttt
gttctacttt
tcagatcett
ccatgagaac
aaaactggtg
acgtaggtag
gttgttcteca
cgtatcagte
atctttactt
ttcaagcatt
tttettttgt
aaaagactta
caatatctct
ccactggaaa
cagctctctg
ctgagegtat
cgtggggttyg
atagcgacta
ttggtctagg
agtcctttte
tgtaaattct
tattcaagtg
teccecagecect
gcaaacgctg

cctegeaage

attactaatt
aacggtttac
tttgttatca
agaattgcca
ttgattcgat
caagttgtet
ttetattagg
ctttaaatge
catctgtgca
tgtttgttag
ccgtatttag
gaaccattga
agctgaattt
gaatctgatg
agttcggtta
gggeggecte
attggtttca
aacatgaact
gttagttcett
acatgttcca
tcactaaaaa
atctcaaage
gttgctttag
tggttataag
agtagtgcca
atcgctagtt
tgattttaat
ctttgagttg
getagacecet
gttataattt
gtgtataact
tttgetecte

tcgggcaaat
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aattggggac
aagcataacg
gaatcgcaga
tgatttttte
aagcagcatc
caggtgttea
tgttacatge
accaaaaact
tatggacagt
tcttgatget
ccagtatgtt
gatcatgcett
ttgcagttaa
taatggttgt
cgagatccat
gettateaac
aaacccattg
taaattcatc
ttaataacca
gattatattt
ctaattctaa
ctttaaccaa
ctaatacace
tgaacgatac
cacagcataa
catttgettt
cactatacca
tgggtatctg
ctgtaaatte
atagaataaa
cactacttta
tacaaaacag

cgctgaatat

cctagaggte
ggttttgetg
tecggetteca
cccacgggag
gectgtttca
atttcatgtt
tgttcatctg
cgtaaaagcet
tttcectttg
tcactgatag
ctctagtgtg
actttgcatg
agcategtgt
tggtattttg
ttgtctatet
caccaattte
gttaagcett
aaggctaatc
ctcataaatce
tatgaatttt
tttttegett
aggattcctg
ataagcattt
cgtcegttet
aattagettg
gaaaacaact
attgagatgg

taaattctge

‘egetagacet

gaaagaataa
gtcagttccg
accttaaaac

teccttttgte

133

ccctttttta
ceccgcaaacyg
ggtttgeegg
gegtcactgg
ggctgtctat
ctagttgett
ttacattgtc
ctgatgtate
atatctaacg
atacaagagc
gttegttgtt
tcactcaaaa
agtgtttttc
teaccattea
agttcaactt
atattgetgt
ttaaactcat
tctatétttg
ctcatagagt
tttaactgga
gagaacttgg
atttccacag
tcectactga
ttccttgtag
gtttcatget
aattcagaca
gctagtcaat
tagacctttg
ttgtgtgttt
aaaaagataa
cagtattaca
cctaaagget

tececgaceate

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920



aggcacctga
gtgaatgggg
ataatacaag
ggtgctatct
ctteggatta
atcatcaaca
tgatttteccg
gaagtactaa
cgacgecgete
tacgacggac
cgtggeggat
cacagtagtg
tgaccegega
cgagecgegec
ggaagtgegt
gagaattatc
tecgtgtgecg
cagcgtegeg
gaaaaatgtt
aacctgggag
cctggaaatt
getggacgag
gcagcaagac
gccgaagtta
gcacgcgeag
cgggaaaatce
ggaaaaagcg
gctcattgat
tgcaacgacc
gagcegtgge
tegegtggat

acctaaaaaa

gtcgetatet
gtaaatggca
aaaagcccegt
gactttttge
tccecgtgaca
ggcttagttt
ccaaaaactt
aattggcceg
gatgctgeceg
gcgccageat
cttgaggagc
gaggatgcaa
ggacggcgceg
aacaaacgcc
ccceccgageg
gegatcegtgg
tggeccgecca
cgtcgaaaaa
gaacgccceqg
aaagcgcetca
ttcegetgat
cgaagaccge
ccgegactte
taccgagttg
cacgcagceg
gagcacgtaa
ccagcttgga
ccggtgtatg
gaggaaatga
cactgcactc
egcectagetg

cgctatgage

ttttegtgac
ctacaggege
cacgggecttce
tgttcagcag
ggtcattcag
aaaccgcaaa
taacgaacgt
aatcatcagc
tcgatttaaa
cacgagactg
tggctgacga
tcagttgege
caaaatattg
acgccgagga
aaattttggce
cggtgcecge
ggacgtgtca
gcgcacaggce
tgagcggtaa
aaaatgactce
ctgttegaca
cgcgaattce
gccagegett
gttcaaaatc
tgcttgtect
acccegaggt
tcggegtgaa
ccgcagcagg
ccegegtttt
tecgacgatce
atcttatgga

aggagttttc

ES25

attcagtteg
cttttatgga
tcagggegtt
ttcctgecect
actggctaat
gtecegette
tcgttataat
tatggatctce
aacggtgate
ggccagtgee
gctgegtget
ctactgeggt
ctcagatgcg
gctggaggeg
catggtegte
aggcatgaca
gecgcegecac
ggcaagaagc
ctcacagggce
tagcggattce
ccecatccega
tecgcetcaccet
ggatcaaaga
gcttgecegg
ggacattgat
ctacgcgatt
tcecactgage
catgagcage
cggégctgac
ccageegtac
ggttgctege

tagcggacgg

17394 T3

ctgcgctcac
ttcatgcaag
ttatggeggg
ctgattttee
gcacccagta
gtgaaaattt
ggtgtcatga
tectgatgteg
ggatttttce
gcgagegace
cggeccagege
ggectgatte
tgtegtgeeg
gctaggtcge
acagagctgg
aacatcgtaa
cacctgecace
gataagctge
gtcggctaac
acgagacatt
gctegegetg
gggcagagaa
cccggacacg
tgccagtatg
gtgcecgagee
ttggagegcet
gggaaatgee
ccgaatatge
caggcttttt
cgctggeatg
atgatctcag

gcacgtateg
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ggctctggca
gaaactacce
tetgetatgt
agtctgacca
aggcageggt
tcgtgecgeg
ccttcacgac
cgetggagte
gagctcetega
tagaaactct
caggaggacg
ctecceecggece
cagccageeg
aaatggeget
aagecggcagce
atgeccgegtt
gaatcggcag
acgaatacct
ccccagtcca
gacacaccgg
cgatcacgtg
aattteccagg
gagaaacaca
ttgetectgac
accaggcecgg
gggcacgect
agctcatctg
gcctgetgge
cacataggct
cccagcacaa
gcacagaaaa

aageggcaag

10980

11040

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11460

11520

11580

11640

11700

11760

11820

11880

11940

12000

12060

12120

12180

12240

12300

12360

12420

12480

12540

12600

12660

12720

12780

12840



aaaagccact
tgaagcgtcet
cgececgtgat
tggtgagcge
tcaggeggte
ttggcegega
gacagagacg
taaaaaggcc
aaaactagct
tgcaggttgg
tatgtctgaa
ttgaacttcc
acggttccec
aagctctcta
agcgcacaag
ccttgececyg
caccctaaat
gatcgccett

<210> 37

<211> 14063

<212> ADN

gcggaagcaa
ggagagctga
gagacggctt
ctaaaagaca
ggaggaggee
cgtgtgegeg
cagagccagce
gcagaacgct
aagtccagtc
tttatgactg
tttagegtgt
acgaggacgc
cgtagggtct
ggggggctea
gactgctecece
cggaaatttc
tcgagagatt

gcgacgttgg

<213> artificial

<220>

aagcacttgce
tecgacggegt
ttcgccacge
ccaagggtca
gtgagcctga
gctacgtege
cgaggcgaaa
ggaaagacce
aacgacaagc
ttgagggaga
cacgtcagac
cgaaagcttc
ctctettgge
caccatagge
aaagatectte
ctccaccgag
ggattcttac

cgteggtgee

<223> Plasmido pOM621AR

<400> 37

ttgatcageg
tgtceggttt
gtgaaaacgg
agctatggtt
gaggggtaca
gtattgactt
gttctagaag
gttecagegee
tatgaatctt

ccgateggee

gcegettege
ttgcaaaagt
tectttttgtt
cactgteccac
aagaggtgtc
tecectacagg
gaggtgatag
acatcggecc
ccgecgeget

tgccggagge

gaagcttgte
ggctgtgact
tecttttaac
caaccaaaac
cctagaagag
gtgtgtaata
tatgtcttet
aaaccaggcce
ggccgacgat

actggatgag

ES 2517394 T3

cacgcttgaa
cegtgtectce
tttgactgtg
tcgagcctac
tectgecgeeg
taaaggccag
agctctggec
aaacagtgag
taggaaagct
gactggceteg
cgtgaataga
ccagtaaatg
cteettteta
agataacgtt
aaagccactg
ttegtgeaca
cgtggaaatt

getggttgeg

gaccgaaaca
gtaaaaagaa
caactgccat
tgtgctcagt
atccacgetg
atttaattac
gcagctacce
gatacccagg
gcecteccga

acggacacce

gcaagcctge
tggactgctc
ggataccagt
gagcgtgect
gactgtgacc
ccagtcgtec
actatgggaa
tacgcccgag
aaaggaaatc
tggccgacaa
gcacttaagg
tgccatcteg
ggtcgggetg
ccccaccegge
cecgegactge
ccectatgee
cttcgcaaaa

cttggettga

gcagttataa
atcgaaaaag
aactcgaggce
accgccaata
tgtaaaaatt
aggegggggc
gcegtaatte
agatcctcga
agtcgatceg

tggccgecet

135

cgagcgecge
cagggegtge
taaaagcgge
acaccgtege
gccagacgga
ctgetegtea
gacgtggegg
cacagcgaga
gcttgaccat
tcaatgaage
tctgegggea
taggcagaaa
attgctettg
tegectegta
cttegegaag
aagcttettt
atcgtcccct

ccgac

ggcatgaage
accgttttgt
tattgacgac
tttctecett
ttacaaaaag
aacceegect
agcccectte
ttacctggge
ccaggcaggce

gegtgettac

12900

12960

13020

13080

13140

13200

13260

13320

13380

13440

13500

13560

13620

13680

13740

13800

13860

13915

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600



gctgacaaga
ccggeegtga
taccagcegg
caggacctga
gecegaggecg
gtgctgetgg
gctgegggta
gagggcecgeg
cgegacctgt
tgtgacctge
gteggctecg
atctecctgea
gatgccgagg
cgcgacaagg
ttectacgegg
cgegegaceg
ttecttegaca
ctgegegeeg
atctetgteg
tcecgcecacceg
gceggegtge
acttccgaga
gatcgtacga
gagccgatca
cagggetgge
gccaaggttt
atccaccget
teegegecacg
aagaatgccg
ggcgagcaga
caggtgcgeg

gctaacctga

acgtgcagaa
ttegecgeaa
aaatctccca
ceggectgee
tgcagctgat
attecctcecct
tcececggtgga
agaacctegt
ccggtcetgat
tggctcaggt
cccagegett
ccgaggetcet
gcacecccggce
ccaccagtaa
tctggcacgg
ccctggeegt
ccgtcacegt
cagccgagge
gcgagtccac
gcgaggtcaa
tgegegegga
cccagatgat
tgatcceget
cctggectgg
tggagctcat
cegtecagee
accaccagtce
gcaccaacgce
aagacggctce
ccgecgeecat
acgtctgecca

acgeccectggt

gcagcagcetg
cgtggtggag
ggggcgecte
agtggccggt
ggctegegge
gcaccagcag
ggtcgtggac
cggegtggtg
ctctgeggeg
tetggtgace
cggegtgecyg
gcagegtaag
ctaccgettg
catetgtace
cccageegge
tgccectgtee
tgacgtgtct
aggctacaac
cacggacgag
ctecegegage
ggacgaggag
gegctacatg
gggctectge
cttegeagge
cgaggacctg
gaacgeggge
cegeggegac
tgecctetgea
catcgacgtg
catgetgace
gaaggttcac

cggcctggece
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atcggcaacg
aacccgggcet
gaggccctge
gettecgetgt
aatgcgaagg
tccatecaceg
ctggacggcg
ctttccaacc
aaggagaccg
teceeggget
ctattctteg
ctgeccecgggee
getctgeaga
gctcaggcetce
ctgegegeca
gaggctggee
ggttcttcte
ctgcgcecagg
gacattgcca
ttecgacgteca
attctgacce
cgcaagctgg
accatgaage
atccacccge
gaggagegee
tececcagggeg
gatcagcgtg
gcgctggegg
ceggacctgg
taccecteca
gacgctggeg

cageegggeg

gttacttcga
ggtacaccge
tgaacttceca
tagacgaagce
ctgccaagaa
taaccctgge
aagatgctac
ccggctccac
gcgectctggt
cccaaggtge
gtggcccgca
gcatcgtggg
ccegtgagea
tgctggecegt
tcgecgaggg
tgacgetgge
ttggtgacge
ttaacgattce
agctgatcga
ccgecggeec
acccgatctt
ccgaccgega
tgaacgegge
acgtcecegge
tggcgaagat
agttcgecgg
acatcgttct
gcctgaaggt
aggccaagcet
cccacggegt
gccaggtgta

agttcggcgg
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cacgatcact
ctacaccccee
gacgatggtg
caccgecagtg
gggcggegtg
gcgegetgag
cgcegegttt
cggeegegte
gacggtcget
cgacattgcet
cgegggette
cgtgtcegtg
gcacattege
cgttgceggt
ggtgcacgee
gcacgatacc
ccccacggcet
cttegtegae
ggtgectggge
gctgggegag
caccgcecate
cctggegetg
cgtcteccatg
cgagcaggceg
caccggcetac
cctgetggeg
gatcceggece
cgtggetgtg
ggagaagtac
gttcgaggag
cgtegacgge

cgacgtatcc

660

720

780

840

200

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



cacctgaace
ccggtgtgeg
atcgagggeg
gctggegtge
gaggcctceece
taceccgacge
cgtgaactca
tteggettec
accgagtcgg
ggggagatcc
gcgeegttta
cacttcagecce
accccecgtge
ccectggaag
agagaagaag
gagaagttgg
agtgagcetgg
atgggtgagg
tcgaagetgt
ggtggecatca
ccgaacgegg
gacgtggagg
gccgegeagg
gegggegaga
gttgecgeag
gagctgatcg
gcgeagetgg
ggcatgeege
ggcattettg
gccaaggaaa
gcccgtgggg
tceggtgeac

gcagtgtcct

tgcacaagac
tggcagagca
atgetgecct
tgccgatcac
gcatggccct
tgtacaaggg
cgaaggcecte
acgecccegac
aggacaagga
aggaagttat
ccgectatte
gtgccaagge
gtcgtatcga
acttegecaat
gagaacaaga
gcgegegatt
acgagcacca
ttcgegtgac
cggcagtgaa
tcegacgacct
gcaacgtgga
ttaacaacga
cgatgctgga
cegttgecga
gtcagcecgt
tggctaacga
gtggectgee
tgtacggcaa
cggegacgaa
agggtaccca
gatacgaggt
tgtegecgac

ceggegegge

cttecaccate
cctgatceceg
gecagtecegge
ctaggtecctac
ggtgaacgce
cgacaccgge
cggecatcace
cttggecette
agagctggac
cgacggcaag
tgttgtgegg
cgcataccceg
caacgcctat
taacgaggac
catgaccgaa
taccgactte
cgetgtacge
cggccecgcag
ggtcggeaag
gatcacctac
caacgtggte
gteccgatgeg
gatcgtggag
ggctatcgag
getggtggee
tggtgcggag
gtgtggectg
cgagctateg
gtctaaggac
gcaggtactt
gtttgccggt
getgggecac

egetgagggt

ES 2517394 T3

cegeacggtg
ttcecctgecca
cagceggtet
atcgcacaga
aactacgttt
ctggtegece
gccgaggacg
ceggtegeeg
cgcttcateg
gtcaccgeceg
gacgactteg
gtggctagece
ggcgaccgca
tagggtcege
cttaagaaga
ggeggetggyg
aatgcegtgg
gcageggagt
gcgaagtact
cgectgggeg
tecgeactge
acctccatga
aacgtcgtgg
gggctgggtt
cgcacaggcet
accgtgtgga
gectgeegeg
ctgaagctca
tctttegttg
atcgggctag
gacggcgaga
cecggtggeat

gcgacegtgg

gtggeggece
ccgaccegaa
ceggegegea
tgggcgacga
cccgcaaget
acgagtgcat
tatccaageg
gcaccctgat
aagcgatgat
aacagtccgt
aggaagctgt
tgcgacacac
atctegtgtg
tggagctaag
cecgegetgea
acatgectet
gcgtattega
tcctggacca
cgatgatctg
acaacgagtt
agggccgcac
tcgeegtaca
atgcacccga
actacgegge
ataccggega
ccaaggctat
acaccctgeg
ceceggtega
gtegtgacge
cgggcgaggg
aggccatcgg
tggcatacgt

aggtagacat

137

gggegttgge
cgccgacgtt
gtacggctce
aggcctgact
ggaggactac
cctggacctg
cctgatggac
gatggageccce
caccatccac
tctgegecac
atccggtggt
caagtactte
cacctgecccg
ggcgtcacaa
cctggtgeac
gaagtacage
ccteteccac
cgcgetgatt
caccgaatce
cctgategtg
cgagggcettt
ggggcccaag
ggcatccgge
attcagecggt
ggacggttte
ggaccaggct
cctggagget
tgctgggetg
categtttce
tegeegeget
tgccgtgace
cgcgaagtce

ccgeggcaag

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



cgctttgaat
taacgaaaag
cacacaaggt
actccgaaga
tgggcattac
aggttggcte
tttccgacat
acaacgctgg
tgaccgaggce
agaccctatg
cgtgtggtta
ggagggcttt
gctccatate
agggccctta
aatgcgcagg
actttteecga
gtcaccacct
acgccagegg
gcagccacca
accatgggat
gacggggcaa
gacctgggca
cgegecgaag
gccggcaage
gaccgeggag
aagctggeeg
cagacttgtg
tggctgectg
ggcatccgeg
atggagtatt
accgaggagce

ctcgttgatg

acaaggttgt
ggttgtctge
ttcacaagag
gcacgagtgg
ccacatcgece
cgaggttgag
ctacgcaceg
cctgatcaac
cggegagetg
gteggtteca
ctcctgegag
tctttteceg
cgectetggyg
aatgtcggaa
tcaaggggct
cattaagegg
ggcatatcta
gacctcacee
gcteccacca
tccagcaagg
ccaccccace
ccgtggacta
aaaaaatcce
gcacccagga
gccgeatcac
acccggtgga
aagatcttgg
cgggegteat
tgacgecgegyg
acgaccacat
tggggcgega

ctttgaacgg

ggcgetgecg
ccgetggtgt
aggcttaaaa
gttaacacct
getgaggege
gecggegagg
gtttctggeg
gaagatccat
atggaggctg
tgttcgeatt
caaaagatag
gtatttcagt
ctcteccace
aagttgcaat
tttgggaaag
ccttcaggaa
gcaccatcag
agcgggacag
gcacccagca
cagcatccge
agccaacacc
cgaggacact
agacaccatc
ttccgacege
ctggcatgga
cgtggtegat
cctgeacgge
taatggcgag
cgtgaccatg
tgtgecttgt
tgttagtgtt

cgacttgeeg
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ttctactcece
aaggtttggg
caatgactgce
ccgetgttgt
tgggtgacat
ctttcggcga
aggttgtgge
acggtgaggg
aggcttacca
aatcctegge
caceggatcc
agcteggggg
cegcaccaaa
ttgttaatge
tggaaaccaa
gtgccaaaca
aagcttcage
aacccagcgg
gcgecaaggce
aaagcaaaca
agcaccccag
tggcacctcc
ctcctactee
cctaccaacg
cccggecagt
tatgtecegee
aceggecgeg
ctcaageceg
cacggagtgg
gggctggegg
tctgacgect

gtgcattcct

gcgagaagta
cagacaacca
actgccaact
tgagggcgag
cgtgttegte
ggttgagtcc
tgtcaacgag
ctggctgtac
ggcggctaac
ttggccetgt
gccctecege
cgtctcatte
atctctegeg
tactggtttt
tcecegatttg
ccggaggcac
ctcactacag
aacttggcge
accactggag
tgggcacaac
ccgtagacat
aggcaaatct
agcatccgcece
gcctgecagt
tggtcgcata
gcctggagea
tagaggggcg
cacgtaagat
ccctcaactg
atgcgggtgt
actcatcecct

aggggaaaac

138

acgcaagaag
cagaagtaac
gacttecctgt
accgtgcgeg
gagctgecgg
accaagtccg
gecgetggaag
gaggtcaagg
gagtaaaaca
tgggccttge
acgetttgeg
agcaaaccta
agaggcctte
caaatatgca
aagaattgca
cagcatcaac
gceggaacctg
cagecggaacce
tatcategece
cggcactaac
cgacgtcege
cgeegeccag
gacgtacacc
agtcgacgte
tecececatcecate
ggcgctaatce
ttcgggegtg
agccgegate
cgataacace
cacgacgctce
cgcccacaac

ccgaggtgga

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

53940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420



ttcctatacg
atgctacgca
cgcacgaccg
ggcctgecaca
cgcgaggcga
attaagtceg
gtcegegaga
gatgagggcg
acgggtgtgg
ttecgattecce
cgecatcegee
tacggcctgg
cgcgeggeta
ctgegecegt
gagcactccg
cgttcctett
attccggaga
tctacactge
tageteggeg
aaggataaaa
cgggctgecta
ggatgaatgt
aggtagcettg
gcgaaccgga
actggatgge
agacaggatg
cegettgggt
atgccgeegt
tgtccggtge
cgggegttee
tattgggcga
tatccatcat

tcgaccacca

gcaccecageg
tcgaggecgaa
cgaaggtcgg
ccgtgtgeca
cgttectcat
gecgecegte
tgggtctgeg
cgtggctgta
agaatctgac
agccggaggt
cggectttaa
tgacgaagtc
tcaaggacct
cttecatgea
acgcagecta
accgegecgg
acctgaagca
tggagcgceta
gggcacttte
aggacgtaag
aaggaagcgg
cagctactgg
cagtgggctt
attgccaget
tttecttgecg
aggatcgttt
ggagaggcta
gttccggetg
cctgaatgaa
ttgcgcaget
agtgccgggg
ggctgatgea

agcgaaacat

taggctagte
gaatgccgaa
ccecggagtat
agaggctgge
cggeggtgat
cccgetggat
ctacgeccace
tgcecgaggtt
gccagatttt
gtttgceccac
gtacgaccgt
caacctgate
ggcagacgcee
ccacccgatt
cgagetggge
ccgectgtac
cttggaggag
cggegetteg
gececgeett
ggtcaaggaa
aacacgtaga
gctatctgga
acatggcgat
ggggegeecet
ccaaggatct
cgcatgattg
ttcggctatg
tcagcgcagg
ctgecaggacyg
gtgctcgacg
caggatctcc
atgeggegge

cgecatcgage
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ggcatgagtg
acccccateg
cgggatatta
tgceccegaata
acgtgttcce
atggacgagce
atcacecggeg
gtgaagaaga
tcecaaccgec
aacctggaga
tcecctggagg
ctgggecatgg
ggcaccgaca
gagegttggg
atcaaggctg
gcgecaggcea
actctegatt
gaggacacgc
tattcatgcece
gagaagaagg
aagccagtee
caagggaaaa
agctagactg
ctggtaaggt
gatggcgeag
aacaagatgg
actgggcaca
ggcegeceggt
aggeagegeg
ttgtcactga
tgtcatctca
tgcatacget

gagcacgtac

tgaccgcaga
agtcgaagec
agaatcgegt
tcaacgagtg
gecegttgega
cacgccgegt
tgacgcgcga
ttecacgaget
cggagctget
cagttccgeg
tecattcagge
gtgagaagaa
ttctgacgat
tgaagccgga
ttatgtcegg
agcaggegeg
ccaccacgte
cggtcactge
ttattgttga
cagctaagge
gcagaaacgg
cgcaagegca
ggcggtttta
tgggaagecce
gggatcaaga
attgcacgca
acagacaatc
tetttttate
getategtgg
agcgggaagg
ccttgetect
tgatcegget

tcggatggaa
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tggacgcegg
teggtggatce
gaagggeget
ctgggaggac
cttetgecag
ggcggagaat
tgacctggat
gaacecgaac
gaaggtcgte
catctttaag
agctcacgat
ggaagaggtc
tacccagtac
ggagttcatg
ccecgttggtg
cggegagget
gcaggaggcece
gtcgegecge
atccatggeg
aaatcgcetag
tgetgaceee
aagagaaagce
tggacagcaa
tgcaaagtaa
tctgatcaag
ggttctecgg
ggctgctcetg
aagaccgacc
ctggecacga
gactggctagce
gccgagaaag
acctgeccat

gceggtettg

€480

6540

6600

6660

6720

€780

€840

€900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

79280

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400



tcgatcagga
ggctcaaggce
tgecgaatat
gtgtggcgga
geggegaatg
gcatcgectt
gaccgaccaa
tgaaaggttg
ggatctecatg
taactgceggg
ggctccaagg
gggaattgat
ttggggacce
gcataacggg
atcgcagatc
attttttece
gcagecatege
ggtgttcaat
ttacatgetg
caaaaactcg
tggacagttt
ttgatgette
agtatgttcet
tcatgettac
gcagttaaag
atggttgttg
agatccattt
ttatcaacca
acccattggt
aattcatcaa
aataaccact

ttatatttta

tgatctggac
gcgcatgece
catggtggaa
ccgctatcag
ggctgacege
ctatecgectt
gcgacgecea
ggctteggaa
ctggagttct
tcaaggatct
atcgggcctt
ceggtggatg
tagaggtcce
ttttgctgee
cggettecagg
cacgggaggce
ctgtttecagg
ttcatgttet
ttecatctgtt
taaaagctct
tecectttgat
actgatagat
ctagtgtggt
tttgcatgtce
catcgtgtag
gtattttgtce
gtctatctag
ccaatttcat
taagcetttt
ggctaatctc
cataaatcct

tgaatttttt

gaagagcatc
gacggcgagg
aatggccget
gacatagcgt
ttectegtge
cttgacgagt
acctgcecate
tegtttteeg
tegeccacge
ggatttegat
gatgttacce
accttttgaa
cttttttatt
cgcaaacggg
tttgeegget
gtcactgget
ctgtetatgt
agttgetttg
acattgtcga
gatgtatcta
atctaacggt
acaagagcca
tegttgtttt
actcaaaaat
tgtttttett
accattcatt
ttcaacttgg
attgctgtaa
aaactcatgg
tatatttgce
catagagtat

taactggaaa
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aggggctcge
atctegtegt
tttctggatt
tggctaceceg
tttacggtat
tcecttetgage
acgagatttce
ggacgecgge
tagtttaaac
cacggcacga
gagagcttgg
tgacctttaa
ttaaaaattt
ctgttctggt
gaaagcgcta
ccegtgttgt
gtgactgttg
ttttactggt
tctgttcatg
tettttttac
gaacagttgt
taagaaccte
tgecgtgagee
tttgectcaa
agtccgttac
tttatctggt
aaaatcaacg
gtgtttaaat
tagttatttt
ttgtgagttt
ttgttttcaa

agataaggca

gccagcecgaa
gacccatgge
catcgactgt
tgatattgcet
cgecgeteee
gggactctgg
gattccacecg
tggatgatcc
tgcggatcag
tcategtgeg
cacccagect
tagattatat
tttcacaaaa
gttgctagtt
tttecttecag
cggcagettt
agctgtaaca
ttcacctgtt
gtgaacagct
accgttttea
tctacttttg
agatccttce
atgagaacga
aactggtgag
gtaggtagga
tgttctéaag
tatcagtcag
ctttacttat
caagcattaa
tcttttgtgt
aagacttaac

atatctette
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ctgttegeca
gatgectget
ggccggetgg
gaagagcttg
gattegcage
ggttcgaaat
cegectteta
tccagegegg
tgagggtttg
ggagggcaag
gcgecgageag
tactaattaa
cggtttacaa
tgttatcaga
aattgccatg
gattcgataa
agttgtctca
ctattaggtg
ttaaatgcac
tctgtgeata
tttgttagte
gtatttagcc
accattgaga
ctgaattttt
atctgatgta
ttecggttacg
gcggectege
tggtttcaaa
catgaactta
tagttetttt
atgttccaga

actaaaaact

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320



aattctaatt
ttaaccaaag
aatacaccat
aacgataccg
cagcataaaa
tttgetttga
ctataccaat
ggtatctgta
gtaaattceg
agaataaaga
ctactttagt
caaaacagac
ctgaatatte
tcagttcget
tttatggatt
agggegtttt
cetgecctet
tggctaatge
cecegettegt
gttataatgg
tggatctcte
cggtgatcgg
ccagtgeege
tgegtgetcg
actgeggtgg
cagatgegtyg
tggaggegge
tggtcgtcac
gcatgacaaa
gecgecacca
caagaagcga
cacagggegt

geggattcac

tttcgettga
gattcctgat
aagcatttte
tcegttettt
ttagcttggt
aaacaactaa
tgagatggge
aattctgeta
ctagaccttt
aagaataaaa
cagttccgea
cttaaaacce
cttttgtete
gegetcacgg
catgcaagga
atggegggte
gattttccag
acccagtaag
gaaaatttte
tgtcatgace
tgatgtcgeg
atttttcega
gagegaccta
gccagegeca
cctgattect
tegtgeegea
taggtcgcaa
agagctggaa
catcgtaaat
cctgeacega
taagctgcac
cggctaacce

gagacattga

gaacttggceca
ttccacagtt
cctactgatg
ccttgtaggg
ttcatgetee
ttcagacata
tagtcaatga
gacctttgcect
gtgtgttttt
aaagataaaa
gtattacaaa
taaaggetta
cgaccatcag
ctctggcagt
aactacccat
tgctatgtgg
tctgaccact
gcagcggtat
gtgeccgegtg
ttcacgacga
ctggagtccg
getetegata
gaaactetceg
ggaggacgea
cecceggectg
gccagecgeg
atggegcetgg
gcggcagega
geegegttte
atcggcagca
gaatacctga
ccagtccaaa

cacaceggec
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tagtttgtce
ctcgtecatca
ttecatcatet
ttttcaatceg
gttaagtcat
catctcaatt
taattactag
ggaaaacttg
tttgtttata
agaatagatc
aggatgtcgce
agtagcacce
gcacctgagt
gaatgggggt
aatacaagaa
tgctatctga
tcggattate
catcaacagg
attttecegee
agtactaaaa
acgegcectega
cgacggacgce
tggcggatet
cagtagtgga
acccgcgagyg
agecgegcecaa
aagtgcgtce
gaattatcge
gtgtgeegtg
gcegtegegeg
aaaatgttga
cetgggagaa

tggaaatttt

actggaaaat
gectctetggt
gagcgtattyg
tggggttgag
agcgactaat
ggtctaggtg
tectttteet
taaattctgc
ttcaagtggt
ccagecetgt
aaacgctgtt
tcgeaagete
cgctgtettt
aaatggcact
aagceccgtcea
ctttttgetg
cegtgacagg
cttagtttaa
aaaaacttta
ttggcccgaa
tgctgecgte
gccagcatca
tgaggagcetg
ggatgcaatc
acggcgcegea
caaacgccac
ceccgagegaa
gatcgtggeg
gecgeccagg
tcgaaaaage
acgcccegtg
agcgctcaaa

cegetgatet
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ctcaaagect
tgctttaget
gttataagtg
tagtgccaca
cgctagttca
attttaatca
ttgagttgtg
tagaccctct
tataatttat
gtataactca
tgctecteta
gggcaaatceg
ttegtgacat
acaggcgect
cgggcettete
ttcagcagtt
tcattcagac
accgcaaagt
acgaacgttce
tcatcagcta
gatttaaaaa
cgagactggg
gcetgacgage
agttgcgect
aaatattgcet
gecgaggage
attttggecca
gtgccegeag
acgtgtcage
gcacaggcgg
agcggtaact
aatgactcta

gttegacace

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10980

11040

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11460

11520

11580

11640

11700

11760

11820

11880

11940

12000

12060

12120

12180

12240

12300



catceccgage
gectcacctgg
atcaaagacc
ttgececeggtag
acattgatgt
acgcgatttt
cactgagcgg
tgagcagcce
gcgctgacca
agccgtacceg
ttgectegeat
gcggacggge
cgettgaage
gtgtcctetg
tgactgtggg
gagcctacga
tgcegecgga
aaggccagcece
ctctggeccac
acagtgagta
ggaaagctaa
ctggctegtyg
tgaatagagce
agtaaatgtg
cetttetagg
ataacgttec
agecactgec
cgtgcacace
tggaaattct
tggttgeget

<210> 38

<211> 11872

<212> ADN

tcgegetgeg
gcagagaaaa
cggacacgga
ccagtatgtt
gccgagccac
ggagcgetgg
gaaatgccag
gaatatgcege
ggcttttteca
ctggcatgee
gatctcagge
acgtatcgaa
aagcctgecyg
gactgctcca
ataccagtta
gegtgectac
ctgtgaccge
agtegteect
tatgggaaga
cgccegagea
aggaaatcge
gccgacaatc
acttaaggtc
ccatctegta
tegggetgat
ccaccggete
gcgactgect
cctatgccaa
tecgcaaaaat

tggcttgace

<213> artificial

<220>

<223> Plasmido pOM627

<400> 38

atcacgtgge
tttccaggge
gaaacacagc
gctectgacge
caggecggeg
gcacgcctgg
ctcatctgge
ctgetggetg
cataggctga
cagcacaatc
acagaaaaac
gcggcaagaa
agcgecgetg
gggegtgeeg
aaagecggctg
accgtegete
cagacggatt
gctegtecaga
cgtggeggta
cagcgagaaa
ttgaccattg
aatgaagcta
tgcgggcatt
ggcagaaaac
tgectcttgaa
gcctegtaag
tegegaagec
gcttetttea
cgteceectga

gac
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tggacgagcg
agcaagaccc
cgaagttata
acgcgcagca
ggaaaatcga
aaaaagcgcc
tcattgatcc
caacgaccga
gcegtggeca
gegtggateg
ctaaaaaacg
aagccactge
aagcgtctgg
cecegtgatga
gtgagcgect
aggcggtcgg
ggcegegacg
cagagacgca
aaaaggccgce
aactagctaa
caggttggtt
tgtctgaatt
gaacttccac
ggttcceeceg
gctctctagg
cgcacaagga
ttgcccegeg
ccctaaatte

tegeecettge

aagaccgccg
gcgacttege
ccgagttggt
cgcagcegtg
gcacgtaaac
agcttggatc
ggtgtatgec
ggaaatgacc
ctgcactcte
cctagectgat
ctatgagcag
ggaagcaaaa
agagctgatc
gacggetttt
aaaagacacc
aggaggccgt
tgtgegegge
gagccagecg
agaacgctgg
gtccagtcaa
tatgactgtt
tagcgtgtca
gaggacgceg
tagggtctet
ggggctcaca
ctgctecccaa
gaaatttcct
gagagattgg

gacgttggeg
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cgaatteccte
cagcgettgg
tcaaaatcge
cttgtectgg
cccgaggtcet
ggcgtgaatc
gcagcaggca
cgegtttteg
cgacgatcce
cttatggagg
gagtttteta
gcacttgeca
gacggegtce
cgccacgett
aagggtcatc
gagcctgatc
tacgtcgcecta
aggcgaaaaqg
aaagacccaa
cgacaagcta
gagggagaga
cgtcagaccg
aaagcttceccee
ctettggeet
ccataggcag
agatcttcaa
ccaccgagtt
attcttacceg

teggtgeege

12360

12420

12480

12540

12600

12660

12720

12780

12840

12900

12960

13020

13080

13140

13200

13260

13320

13380

13440

13500

13560

13620

13680

13740

13800

13860

13920

13980

14040

14063



ggatcggegg
cacccaagtt
cttgcctgaa
gtgtggggaa
agattgtcat
ggatattccg
ctgtategte
agtcctcgeg
taaggaacag
agettgtcega
ctgtgactgt
cttttaacca
accaaaactg
tagaagagat
gtgtaataat
tgtcttctge
accaggccga
cecgacgatge
tggatgagac
agcagctgat
tggtggagaa
ggcgectega
tggceggtge
ctegeggeaa
accagcagtc
tegtggacct
gcgtggtget
ctgcggegaa
tggtgacctc

gegtgecget

ccagggccct
ctggaacagg
gagcaaatcc
gaaatcgagg
ttetgeteac
aatctggttg
gecgeagtea
attcactctg
gtggatcgce
ccgaaacage
aaaaagaaat
actgccataa
tgctcagtac
ccacgctgtg
ttaattacag
agctaccege
tacccaggag
cctececgaag
ggacaccctg
cggcaacggt
ccegggetgg
ggccctgetyg
ttcegetgtta
tgcgaagget
catcaccgta
ggacggcgaa
ttecaacccee
ggagaccggce
ccegggetec

attctteggt

catggatgac
gaattggcct
cagacttgat
tcgagggcat
agtctgggtt
aagccgctaa
aggggcctga
aagttgaaat
tecgetgetge
agttataagg
cgaaaaagac
ctcgaggeta
cgccaatatt
taaaaatttt
gecgggggeaa
cgtaattcag
atcctcgatt
tegatecegee
gccgeectge
tacttcgaca
tacaccgect
aacttccaga
gacgaagcca
gccaagaagg
accctggege
gatgctaccg
ggctccacceqg
gctcectggtga

caaggtgccg

ggccegeacyg
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catccececgge
taatcagcag
ggaattagce
tatttececete
gtttgaateg
acagaccgca
tgagaggctce
tgaagtcgca
cggegtgeac
catgaagctg
cgttttgtgt
ttgacgacag
teteccettga
acaaaaaggt
ceceegectgt
cccecttegt
acctgggcta
aggcaggccce
gtgcttacge
cgatcactce
acacccccta
cgatggtgca
ccgcagtgge
geggegtggt
gegetgagge
cegegtttga
gecegegtecg
cggtegettyg
acattgcetgt

cgggetteat

accatccttg
cagttgatgg
caccaggtte
aaaactggeg
ceggtgegtt
aaaactggeg
atgacccagce
gcatcgateg
cgctagegge
tceggttttt
gaaaacggtc
ctatggttca
ggggtacaaa
attgacttte
tctagaagga
tcagegccac
tgaatcttcc
gatcecggectg
tgacaagaac
ggccgtgatt
ccagccggaa
ggacctgacc
cgaggcegtg
gctgetggat
tgcgggtate
gggccgcgag
cgacctgtee
tgacctgetg
cggctecegec

ctectgeace
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acaccgcccg
aggttctcac
ggttgaagtg
gttgecctga
cggtgtgget
ctaccgaatt
tggaggaagc
gaacgttaaa
cgcttegega
gcaaaagtgg
tttttgttte
ctgtecacca
gaggtgtcce
cctacagggt
ggtgatagta
atcggcccaa
geegegetgg
ccggaggcac
gtgcagaage
cgecgcaacg
atctcccagg
ggcctgecag
cagctgatgg
tecctecectge
ccggtggagg
aacctegteg
ggtctgatct
gctcaggtte
cagcgetteg

gaggctetge

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

260

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800



agegtaaget
accgettgge
tctgtacege
cagceggect
cecctgtecga
acgtgtctgg
gctacaacct
cggacgagga
ccgegagett
acgaggagat
gctacatgcg
gctectgeac
tcgcaggcat
aggacctgga
acgcgggetc
gcggegacga
cctetgecage
tcgacgtgec
tgctgaccta
aggttcacga
gcctggeeca
tcaccatcece
tgatcccegtt
agtceggeca
ggtcctacat
tgaacgccaa
acaccggect
gecatcaccge
tggecttece
agectggacceg
acggcaaggt

ttgtgcggga

gcecgggecge
tctgecagace
tcaggctctg
gcgegecate
ggctggeetyg
ttettetett
gcgeccaggtt
cattgccaag
cgacgtecace
tctgacccac
caagctggec
catgaagctg
ccaccecgcac
ggagcgectg
ccagggcgag
tecagegtgac
gctggeggge
ggacctggag
ccectecace
cgctggegge
gcecgggegag
gcacggtggt
cctgeccace
gceggtetee
cgcacagatg
ctacgtttecc
ggtcgecccac
cgaggacgta
ggtcgecgge
cttcatcgaa
caccgccgaa

cgacttcgag

atcgtgggcg
cgtgagcage
ctggeegteg
gcegaggggyg
acgctggege
ggtgacgece
aacgattcct
ctgatcgagg
geccggeccge
ccgatcttca
gaccgcgace
aacgcggecg
gtcceggecg
gcgaagatca
ttcgecggee
atcgttetga
ctgaaggtcg
gccaagetgg
cacggegtgt
caggtgtacg
tteggeggeg
gdcggcecgg
gacccgaacg
ggcgcgeagt
ggcgacgaag
cgcaagetgg
gagtgcatce
tecaagcgec
accctgatga
gegatgatca
cagtecegtte

gaagctgtat
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tgtccgtgga
acattecgeeg
ttgceggttt
tgcacgcceg
acgatacctt
ccacggctct
tcgtcggeat
tgctgggcte
tgggegagge
cegecatcac
tggcgctgga
tectecatgga
agcaggcgca
ccggctacge
tgctggegat
tececeggecte
tggctgtgaa
agaagtacgg
tcgaggagceca
tcgacggege
acgtatccca
gegttggecc
ccgacgttat
acggcteccge
gcectgactga
aggactacta
tggacctgcg
tgatggactt
tggagcccac
ccatccacgg
tgegeccacge

ccggtggtca

tgccgaggge
cgacaaggcece
ctacgeggte
cgcgaccgee
cttecgacacc
gcgegecgea
ctctgtegge
ccgcaccegge
cggegtgetg
ttecgagace
tcgtacgatg
gcegatcecacce
gggctggetg
caaggtttcc
ccaccgcetac
cgegecacggce
gaatgccgaa
cgagcagacc
ggtgcgegac
taacctgaac
cctgaacctg
ggtgtgcegtg
cgagggcegat
tggegtgetg
ggccteccege
cccgacgcetg
tgaactcacg
cggcttecac
cgagtcggag
ggagatccag
gccegtttace

cttecagecegt

144

accecggect
accagtaaca
tggcacggcce
ctggcegttag
gtcacegttyg
geccgaggeag
gagtccacca
gaggtcaact
cgcgeggagyg
cagatgatge
atccegetgg
tggcctgget
gagctcatcg
gtccagccga
caccagtcce
accaacgctg
gacggctcca
gcegecatca
gtetgecaga
gcectggteg
cacaagacct
gcagagcacc
gctgecectge
ccgatcacct
atggeccctgg
tacaagggcg
aaggcctceg
gececccgaccet
gacaaggaag
gaagttatcg
gectattctg

gccaaggeeg

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



catacccggt
acgectatgg
acgaggacta
tgaccgaact
ccgacttegg
ctgtacgecaa
gccecgeagge
tcggcaaggce
tecacctaceg
acgtggtcte
ccgatgecgac
tegtggagaa
ctatecgaggg
tggtggcccg
gtgeggagac
gtggectgge
agctatcget
ctaaggactc
aggtacttat
ttgeeggtga
tgggccacce
ctgagggtge
cgetgeegtt
gctggtgtaa
gcttaaaaca
taacacctec
tgaggegetg
cggcgagget
ttectggegag
agatccatac
ggaggctgag
ttcgeattaa

aaagatagca

ggctagcectg
cgaccgcaat
gggtcegety
taagaagacc
cggetgggac
tgeccegtggge
agcggagtte
gaagtactcg
cctgggegac
cgecactgecag
cteccatgatc
cgtegtggat
gctgggttac
cacaggctat

cgtgtggace

ctgccgegac

gaagctcace
tttegttggt
cgggetggeg
cggegagaag
aggtggecattg
gaccgtggag
ctacteecge
ggtttgggea
atgactgcac
getgttgttg
ggtgacatcg
ttcggegagg
gttgtggetg
ggtgaggget
gcttaccagg
tecteggett

ccggatecge

cgacacacca
ctegtgtgea
gagctaaggg
gcegetgeace
atgectetga
gtattcgace
ctggaccacg
atgatctgca
aacgagttce
ggccgcacceg
gccgtacagg
gcacccgagqg
tacgeggeat
accggegagg
aaggctatgg
accetgegece
ccggtcegatg
cgtgacgcca
ggcgagggte
gccateggtg
gcatacgtceg
gtagacatcc
gagaagtaac
gacaaccaca
tgccaactga
agggcgagac
tgttegtega
ttgagtccac
tecaacgaggce
ggctgtacga
cggctaacga
ggcectgttg

ccteecgeaa
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agtacttcac
cctgecegee
cgtcacaaag
tggtgcacga
agtacagcag
tcteccacat
cgctgattte
ccgaatccgg
tgategtgee
agggctttga
ggcccaagge
catccggege
tcagcggtgt
acggtttcga
accaggctge
tggaggctgg
ctgggetggg
tegtttecge
gcegegetge
cegtgaccte
cgaagtcege
gcggeaageg
gcaagaagta
gaagtaacca
cttectgtac
cgtgegegtg
gctgecggag
caagtcegtt
gctggaagac
ggtcaaggtg
gtaaaacaag
ggccttgeeg

agcgtgeggg

ceccgtgegt
cctggaagac
agaagaagga
gaagttggge
tgagcetggac
gggtgaggtt
gaagctgtcg
tggcatcatc
gaacgeggge
cgtggaggtt
cgcgcaggcg
gggcegagace
tgecgecaggt
gctgategtg
gcagetgggt
catgccgcetg
cattcttgeg
caaggaaaag
ccgtggggga
cggtgecactg
agtgtcctee
ctttgaatac
acgaaaaggg
cacaaggttt
tcecgaagage
ggcattacce
gttggctecg
tccgacatct
aacgctggee
accgaggecg
accctatggt
tgtggttact

agggeggtac
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cgtatcgaca
ttcgecaatta
gaacaagaca
gegegattta
gagcaccacqg
cgcgtgaccg
gcagtgaagyg
gacgacctga
aacgtggaca
aacaacgagt
atgctggaga
gttgecgagg
cagcccegtge
gctaacgatg
ggcctgeegt
tacggcaacg
gcgacgaagt
ggtacccage
tacgaggtgt
tecgecgacge
ggcgeggcecg
aaggttgtgg
ttgtcetgece
cacaagagag
acgagtgggt
acatcgecge
aggttgagge
acgcaccggt
tgatcaacga
gcgagcetgat
cggtteccatg
cctgegagea

ctgcgegtte

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



ctatttcect
ggtggcagaa
agagcagcgce
gaactteccett
tgacgctcetg
tgctggeggt
catcaatgcg
cctcgacatg
ggatttaaat
aaacggtgct
agcgcaaaga
gttttatgga
aagcectgea
tcaagatctg
cacgcaggtt
acaatcgget
tttgtcaaga
tcegtggetgg
ggaagggact
gctectgecg
ccggetacct
atggaagccg
gccgaactgt
catggcgatg
gactgtggcc
attgectgaag
gctcccgatt
ctectggggtt
ccaccgecge
tgatccteca
gatcagtgag

cgtgcgggag

gaagttgtca
gctggaatgg
gcegagtttg
gatcectegee
cgectetattg
cgcgagctga
atgatcgtcg
atggatecgtc
cgctageggg
gaccceggat
gaaagcaggt
cagcaagcga
aagtaaactg
atcaagagac
cteecggecge
gctctgatge
ccgacctgte
ccacgacggg
ggctgctatt
agaaagtatc
gcccattega
gtcttgtega
tecgecagget
cctgettgee
ggctgggtgt
agcttggegg
cgecagegeat
cgaaatgacc
cttctatgaa
gcgeggggat
ggtttgtaac

ggcaagggct

ccactcatac
aagtctgtte
cegtgecagcet
cgggcaccce
gtgegtteeg
ctttgggcga
gaaactacct
tccagctgee
ctgctaaagg
gaatgtcage
agcttgecagt
accggaattg
gatggcttte
aggatgagga
ttgggtggag
cgcegtgtte
cggtgcectg
cgttecttge
gggcgaagtg
catcatggct
ccaccaagcg
tcaggatgat
caaggcgcege
gaatatcatg
ggcggaccge
cgaatgggcet
cgeccttetat
gaccaagcga
aggttgggct
ctcatgetgg
tgcgggtcaa

ccaaggatcg
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atgggaagag
cggcggaatc
ggcggagett
atttgeccegat
ccttgegatg
caagggttcc
gactacgctc
catcaaagtc
aagcggaaca
tactgggcta
gggcttacat
ccagetgggg
ttgccgccaa
tegtttegea
aggctatteg
cggctgtcag
aatgaactgc
gecagctgtge
ceggggcagg
gatgcaatgc
aaacatcgca
ctggacgaag
atgceccgacg
gtggaaaatg
tatcaggaca
gaccgettee
cgecttettg
cgcccaaccet
teggaategt
agttettege
ggatctggat

ggccttgatg

cgccgcgaaa
ttaggaatgg
gatcegeacg
agggaattga
cctecacacca
gagcaagccc
ggccgceccaa
cttaataagg
cgtagaaagc
tctggacaag
ggcgataget
cgecctetgg
ggatctgatg
tgattgaaca
gctatgactg
cgcaggggceg
aggacgagge
tcgacgttgt
atctectgte
ggcggctgeca
tcgagcgage
agcatcaggg
gcgaggatct
geegetttte
tagegttgge
tegtgettta
acgagttctt
gccatcacga
tttecgggac
ccacgctagt
ttegatcacg

ttacccgaga
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ctttgcgeet
gcgaaacttt
aagteccccat
tggacagccg
tgcttegttt
tcectgggagg
tggaagatga
acgcgtccecg
cagtccgecag
ggaaaacgca
agactgggeg
taaggttggg
gcgcagggga
agatggattg
ggcacaacag
cccggttctt
agcgeggeta
cactgaagceg
atctcacctt
tacgcttgat
acgtactcgg
gctecgegeca
cgtcgtgacce
tggattcatc
tacccgtgat
cggtategee
ctgagcggga
gatttcgatt
gecggetgga
ttaaactgcg
gcacgatcat

gecttggcace

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

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620



cagectgege
ttatattact
acaaaacggt
ctagtttgtt
tteccagaatt
agctttgatt
gtaacaagtt
cctgttetat
acagctttaa
ttttcatctg
cttttgtttg
ccttcecgtat
gaacgaacca
ggtgagctga
gtaggaatct
ctcaagtteg
agtcgggcegg
acttattggt
cattaacatg
ttgtgttagt
cttaacatgt
ctcttcacta
gaaaatctca
tctggttgct
étattggtta
gttgagtagt
actaatcgcet
taggtgattt
tttcctttga
ttctgctaga
agtggttata
cecctgtgtat

gctgtttget

gagecagggga
aattaattgg
ttacaagcat
atcagaatcg
gccatgattt
cgataagcag
gtctcaggtyg
taggtgttac
atgcaccaaa
tgcatatgga
ttagtcttga
ttagccagta
ttgagatcat
atttttgecag
gatgtaatgg
gttacgagat
cctegettat
ttcaaaacce
aacttaaatt
tcttttaata
tccagattat
aaaactaatt
aagcctttaa
ttagctaata
taagtgaacg
gccacacage
agttcatttg
taatcactat
gttgtgggta
ccectetgtaa
atttatagaa
aactcactac

cctetacaaa

attgatccgg
ggaccctaga
aacgggtttt
cagatcegge
tttceccacg
catecgectgt
ttcaatttca
atgetgttca
aactcgtaaa
cagttttece
tgcttcactg
tgttctctag
gcttactttg
ttaaagcatce
ttgttggtat
ccatttgtet
caaccaccaa
attggttaag
catcaaggct
accactcata
attttatgaa
ctaattttte
ccaaaggatt
caccataagc
ataccgtecg
ataaaattag
ctttgaaaac
accaattgag
tctgtaaatt
attcegetag
taaagaaaga
tttagtcagt

acagacctta
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tggatgacct
ggtccccttt
gctgecegea
ttcaggtttg
ggaggcgtca
ttcaggetgt
tgttctagtt
tctgttacat
agctctgatg
tttgatatet
atagatacaa
tgtggttcegt
catgtecactc
gtgtagtgtt
tttgtcaceca
atctagttcea
tttcatattg
ccttttaaac
aatctctata
aatcctcecata
tttttttaac
gettgagaac
cetgatttee
attttcccta
ttetttectt
cttggtttca
aactaatteca
atgggctagt
ctgectagace
acctttgtgt
ataaaaaaag
tececgeagtat

aaaccctaaa

tttgaatgac
tttattttaa
aacgggctgt
ccggetgaaa
ctggctcececeg
ctatgtgtga
gectttgtttt
tgtcgatctg
tatctatcett
aacggtgaac
gagccataag
tgtttttgeg
aaaaattttg
tttcttagte
tteattttta
acttggaaaa
ctgtaagtgt
tcatggtagt
tttgccttgt
gagtatttgt
tggaaaagat
ttggecatagt
acagttcteg
ctgatgttca
gtagggtttt
tgctecegtta
gacatacate
caatgataat
tttgctggaa
gttttttttg
ataaaaagaa
tacaaaagga

ggcttaagta
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ctttaataga
aaattttttce
tctggtgttg
gcgctattte
tgttgtegge
ctgttgagcet
actggtttca
ttcatggtga
ttttacaccyg
agttgtteta
aacctcagat
tgagccatga
cctcaaaact
cgttacgtag
tetggttgtt
tcaacgtate
ttaaatcttt
tattttcaag
gagttttctt
tttcaaaaga
aaggcaatat
ttgtcecactg
tcatcagete
tcatctgage
caatcgtggg
agtcatagcg
tecaattggte
tactagtect
aacttgtaaa
tttatattca
tagatcccag
tgtcgcaaac

gcaccctege

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600



aagctcgggce
gtcettttteg
ggcactacag
ccgtecacggyg
ttgetgttea
gacaggtcat
gtttaaaccc
tcaaggatgc
ggcgcaaacg
acgacattgt
ttaggatcaa
gttaaagaat
gtcatttttg
ttegegegtt
ttcagtgtgt
gtgegttttt
ttgccatagt
gtgtttgett
agegtatggt
tacgttttte
gagctgtetg
ttaccggaga
cctgaccatt
tctttaaaga
tagaacatgt
atgtggtage
caaacgtcca
acttgatatt
tgggaaatgce
gttgegecte
tttttgatgt
ccagccctce
tgtaaggggt
ttatcagtaa
gattgcaact
ctacgggect
gtttetgttg

tctcattteca

aaatcgctga
tgacattcag
gegectttta
cttctcaggg
gcagttecctg
tcagactgge
atcggcattt
tgtctttgac
ttgattgttt
ttectttege
gatccatttt
tagaaacata
atccgeggga
caatttcate
aatcatcgtt
tatcgetttg
atgctttgtt
caaatactaa
tgtcegectga
cgtcaccegte
atgctgatac
aatcagtgta
cttgtgtttg
cgeggecage
aaatcgatgt
cgtgatagtt
ggccttttge
tttcattttt
cgtatgttte
ctgcecagecag
tcatcgttca
tgtttgaaga
gacgccaaag
caaacccgeg
ggtctatttt
aaagaactaa
catgggcata

ctaaataata

atattcecttt
ttecgetgege
tggattcatg
cgttttatgg
cecctetgatt
taatgcacce
tettttgegt
aacagatgtt
gtctgegtag
ttgaggtaca
taacacaagg
accaagecatg
gtcagtgaac
tgttactgtg
tagctcaatce
cagaagtttt
aaataaagat
gtatttgtgg
gctgtagttg
aaagattgat
gttaacttgt
gaataaacgg
gtettttagg
gtttttecag
gtcatccgea
tgcgacagtg
agaagagata
ttgetgttea
cttatatgge
tgecggtagta
tgtcteettt
tggcaagtta
tatacacttt
cgatttactt
cctettttgt
aaaatctatc
aagttgectt

gtgaacggea
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tgtctecgac
tecacggetet
caaggaaact
cgggtetget
ttccagtctg
agtaaggcag
ttttatttgt
ttcttgectt
aatcctctgt
gcgaagtgtg
ccagttttgt
taaatatcgt
aggtaccatt
ttagatgcaa
ataccgagag
tgactttett
tcttegeett
cctttatcett
ccttecatcga
ttataatcct
gcagttgtea
atttttccgt
atagaatcat
ctgtcaatag
tttttaggat
ccgtcagegt
tttttaattg
gggatttgceca
ttttggttceg
aaggttaata
tttatgtact
gttacgcaca
gcectttaca
ttecgacctea
ttgatagaaa
tgtttctttt

tttaatcaca

ggtatatgtg

catcaggcac
ggcagtgaat
acccataata
atgtggtget
accacttcgg
cggtatcatce
taactgttaa
tgatgttcag
ttgtcatata
agtaagtaaa
tcageggctt
tagacgtaat
tgcegtteat
tcageggttt
cgeegtttge
gacggaagaa
ggtagccatce
ctacgtagtg
tgaactgctg
ctacaccgtt
gtgtttgttt
cagatgtaaa
ttgcatcgaa
aagtttcgee
ctceggetaa
tttgtaatgg
tggacgaatc
gecatatcatg
tttetttege
ctgttgettg
gtgttagecgg
ataaaaaaag
cattttaggt
ttctattaga
atcataaaag
cattctctgt
attcagaaaa

atgggttaaa
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ctgagteget
gggggtaaat
caagaaaagc
atctgacttt
attatccegt
aacaggctta
ttgtecttgt
caggaagctc
gcttgtaate
ggttacatcg
gtatgggcca
geegtcaate
tttaaagacg
catcactttt
taactcagec
tgatgtgett
ttcagttcca
aggatctcte
tacattttga
gatgttcaaa
gcegtaatgt
tgtggctgaa
tttgtecgetg
gactttttga
tgcaaagacg
ccagctgtec
aaattcagaa
gegtgtaata
aaacgcttga
ttttgcaaac
tctgcttett
acctaaaata
cttgecetget
ctctegtttg
gatttgcaga
attttttata
tatcataata

aa

9660

9720

9780

9840

9900

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10980

11040

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11460

11520

11580

11640

11700

11760

11820

11872



<210> 39
<211> 9206
<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> Plasmido pOM180

<400> 39

ggatcggegg
atggagtgtt
ggtcggcaat
acaccatgag
acaaactcct
cggtctcagt
cggaacgaac
tgagegtgtg
agattttecge
tgcgcageat
tccaaggege
ggtcgetgtg
gagtgctgge
cegegacgac
ggtgatagta
actaacgacg
gteccgegace
geecagegeg
tacaccgeeg
gacgtcgace
atcatcaagce

ctaatccaga

ccagggecct
tttgacgetg
tcatggacac
tcacgtcatg
caatctcact
ggaggtegee
aaaactcctc
cgacccagaa
ccecegeccea
ggaattgctt
tggaggcatg
tcgaccttaa
actctegggg
ggctgtgetg
tgggtttcca
gggcaaccac
tgggcaccegt
ccgaagaaaa
gcaagcgecac
gcggaggceceg
tggcegacce

cttgtgaaga

catgggccgg
gaagatggca
ggacacccce
tttggeggac
ggaaattcct
atcaaaatgg
acctggeggt
aatggcatgce
ccagtteggg
atcgacgaga
cgegeggecyg
agtttggctg
gtagagtgce
gaaacccaca
gcaaggcage
cccaccagcc
ggactacgag
aatceccagac
ccaggattce
catcacctgg

ggtggacgtg

tettggecetg
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gegtgegeaa
geaccgtgat
gactgaaagce
taacccacga
ttgaccacgt
cactgcagge
ccggctacca
atagecctctg
ggtcategee
cegteteege
cacagcgatce
ccatgtgaat
aaataggttg
accggcacac
atcecgcaaag
aacaccagca
gacacttgge
accatectece
gaccgececta
catggaccceg
gtcgattatg

cacggcaceg

tagactegtce
tgacgcgatg
tgccgeccaa
gccegecatt
cttttattec
ctecaaagga
cggagacaca
gaaaggcaca
gcaggcgatt
aatcatcatc
ccagaggaaa
ttttagcacc
tttgacacac
acaaaatttt
caaacatggg
ccceagecegt
acctccagge
tactccagea
ccaacggect
gccagttggt
tcegeegeet

gecgegtaga
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accaaaaccg
agctcctggt
aaacaaatcg
aagctcacce
gattcgggcet
caaggccacc
ttcacegega
cteeccegage
tcegagtace
gaaccgateg
tatcctetgg
ctcaacagtt
agttgttcac
tctagaagga
cacaaccgge
agacatcgac
aaatctegec
tcegecgacyg
gccagtagtc
cgcatatcce
ggagcaggeg

ggggegtteg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320



ggcgtgtgge
gcgatcggea
aacaccatgg
acgctcaccg
cacaaccteg
ggtggattcc
cgecggatge
tggatccgea
ggcgetggec
gaggaccgeg
tgccagatta
gagaatgtcce
ctggatgatg
ccgaacacgg
gtegtetteg
tttaagcgeca
cacgattacg
gaggtccgeg
cagtacctge
ttecatggage
ttggtgegtt
gaggctatte
gaggcctcta
cgecgetage
atggcgaagg
getttgeggg
acagccgttt
gtccaaaccg
attgctggag
cgagaggggg
gacccagatce

gatttecaccce

tgcctgeggg
teegegtgac
agtattacga
aggagctggg
ttgatgcttt
tatacggcac
tacgcatcga
cgaccgcgaa
tgcacaccegt
aggcgacgtt
agtccggecg
gcgagatggg
agggcegegtg
gtgtggagaa
attcccagec
tcegecegge
gcectggtgac
cggctatcaa
geccegtette
actcegacge
cctettaceg
cggagaacct
cactgctgga
teggegggge
ataaaaagga
agggetttte
tggttcgata
gtgaacttcce
aggaatttge
tcgagccaat
gcatcattgt

tggcagatgt

cgtcattaat
gegeggegtg
ccacattgtg
gcgcgatgtt
gaacggcgac
ccagegtagg
ggcgaagaat
ggtcggeceg
gtgccaagag
cctecategge
cccgteceeg
tetgegetac
gctgtatgece
tetgacgeca
ggaggtgttt
ctttaagtac
gaagtccaac
ggacctggca
catgcaccac
agcctacgag
cgeeggecge
gaagcacttg
gegctacgge
actttcgece
cgtaagggtc
ttttacecggt
cttagcecgat
aggegaggga
tegtttcaaa
acagtttgat
ggtggagggc

tgccteceget
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ggcgagctca
accatgcacg
cettgtggge
agtgtttctg
ttgeceggtge
ctagtcggea
gccgaaacce
gagtatcggg
gctggctgee
ggtgatacgt
ctggatatgg
geccaccatceca
gaggttgtga
gatttttcca
gcccacaacc
gaccgttcee
ctgatcctgg
gacgceggea
ccgattgage
ctgggcatca
ctgtacgege
gaggagactc
getteggagg
cgcctttatt
aaggaagaga
accggaactg
caaggacacg
gacatcttta
gaccctettg
cagattatct
gctggtggec

ttgaatgcac

agcccegcacyg
gagtggcccet
tggcggatge
acgcctacte
attcctaggg
tgagtgtgac
ccatcgagte
atattaagaa
cgaatatcaa
gttcecegecyg
acgagccacg
ceggegtgac
agaagattca
accgceccgga
tggagacagt
tggaggtcat
gcatgggtga
ccgacattcet
gttgggtgaa
aggctgttat
aggccaagca
tcgattccac
acacgccggt
catgccttat
agtgatcecge
gggttgggaa
atgttctgec
acattgaacg
cgccaaatct
cgtggcttcg
tgctggtcag

ccttagtgat
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taagatagce
caactgegat
gggtgtcacg
atcecctegee
gaaaacccga
cgcagatgga
gaagcctegg
tcgegtgaag
cgagtgetgg
ttgecgactte
cegegtggeg
gegegatgac
cgagctgaac
gctgetgaag
tcegegeate
tecaggcagcet
gaagaaggaa
gacgattace
gecggaggag
gtccggeecg
ggegegegge
cacgtcgeag
cactgcgtcg
tgttgaatce
ccteecgeac
aaccttetece
cgtaaagcta
cttgactgga
ggcagccega
tggttttgac
attaggggaa

tgtgacaagc

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



accggattgg
ctcacagtgt
cttaateteg
gggttgtcac
aagaaaccge
aaggaagcgg
cagctactgg
cagtgggctt
attgccagcect
tttettgeeg
aggatcgttt
ggagaggcta
gttccggetg
cctgaatgaa
ttgcgecaget
agtgcecgggg
ggctgatgca
agcgaaacat
tgatctggac
gegeatgece
catggtggaa
cegetatcag
ggetgaccge
ctatcgectt
gcgacgccca
ggctteggaa
ctggagttet
tcaaggatct
ategggectt
ccggtggatg
tagaggtccc
ttttgetgee

cggettcagg

gaagcctcaa
tgggagtcct
aagaatttga
gggtagaggg
cggcaaggct
aacacgtaga
gctatctgga
acatggegat
ggggegecct
ccaaggatct
cgcatgattg
tteggctatg
tcagcgeagg
ctgcaggacyg
gtgctcgacg
caggatctce
atgcggegge
cgcatcgage
gaagagcatce
gacggcgagg
aatggceget
gacatagcegt
ttectegtge
cttgacgagt
acctgccatce
tegttttecg
tegeccacge
ggatttcegat
gatgttacce
accttttgaa
cttttttatt
cgcaaacggg

tttgcegget

cgetgctgaa
cggeggtteg
gagagtcace
gttcgtcgaa
cccaacgegt
aageccagtce
caagggaaaa
agctagactg
ctggtaaggt
gatggcgcag
aacaagatgg
actgggcaca
ggegeceggt
aggcagegceg
ttgtcactga
tgtcatetca
tgcatacgct
gagcacgtac
aggggcetege
atctcgtegt
tttetggatt
tggctaccceg
tttacggtat
tcttcetgage
acgagatttc
ggacgeegge
tagtttaaac
cacggcacga
gagagcttgg
tgacctttaa
ttaaaaattt
ctgttctggt

gaaagegceta
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ttaagcegttg
atccctcaaa
ggcegtgecect
aagcaatctt
ceccgggattt
gcagaaacgg
cgcaagcgea
ggcggtttta
tgggaagcee
gggatcaaga
attgcacgca
acagacaatc
tetttttgte
gctatcegtgg
agegggaagg
ccttgetect
tgatccgget
tcggatggaa
gccagecgaa
gacccatgge
catcgactgt
tgatattget
cgeegeteec
gggactctgg
gattccaccg
tggatgatcc
tgeggatcag
tcatcgtgeg
cacccagect
tagattatat
tttcacaaaa
gttgetagtt

tttcttcecag

aggcagcaaa
atcctgatct
tttggggage
ttceggecct
aaatcgctag
tgctgaccec
aagagaaagc
tggacagcaa
tgcaaagtaa
tctgatcaag
ggttctccgg
ggctgetetg
aagaccgace
ctggccacga
gactggctge
gccgagaaag
acctgcccat
gceceggtettg
ctgttcgeca
gatgectget
ggceggetgg
gaagagcttg
gattegcage
ggttcgaaat
cecgectteta
tccagegegyg
tgagggtttg
ggagggcaag
gegegageag
tactaattaa
cggtttacaa
tgttatcaga

aattgccatg
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ccgecgagga
agctacgatg
tttgceggaa
tgatgcecttt
cgggctgeta
ggatgaatgt
aggtagcttg
gcgaaccgga
actggatgge
agacaggatg
cecgettgggt
atgecgeegt
tgtceggtge
cgggcegttce
tattgggcga
tatccatcat
tegaccacca
tcgatcagga
ggctcaaggce
tgcegaatat
gtgtggcgga
gcggcgaatg
gcatcegectt
gaccgaccaa
tgaaaggttg
ggatctcatg
taactgeggg
ggctccaagg
gggaattgat
ttggggacce
gcataacggg
ategecagatc

attttttccece

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



cacgggaggc
ctgtttcagg
ttcatgttct
ttcatctgtt
taaaagctct
teecctttgat
actgatagat
ctagtgtggt
tttgcatgte
categtgtag
gtattttgte
gtctatctag
ccaatttecat
taagcetttt
ggctaatcte
cataaatcct
tgaatttttt
tttegettga
gattecctgat
aagcattttce
tecegttettt
ttagcttggt
aaacaactaa
tgagatgggce
aattctgceta
ctagaccttt
aagaataaaa
cagttccgea
cttaaaacce
cttttgtete
gecgetcacgg

catgcaagga

gtcactggcet
ctgtctatgt
agttgetttg
acattgtcga
gatgtatcta
atctaacggt
acaagagcca
tcgttgtttt
actcaaaaat
tgtttttett
accattcatt
ttcaacttgg
attgctgtaa
aaactcatgg
tatatttgee
catagagtat
taactggaaa
gaacttggca
ttccacagtt
cctactgatg
ccttgtaggg
ttcatgetce
ttcagacata
tagtcaatga
gacctttget
gtgtgttttt
aaagataaaa
gtattacaaa
taaaggctta
cgaccatcag

ctetggeagt

aactacccat

cecgtgttgt
gtgactgttg
ttttactggt
tetgtteatg
tettttttac
gaacagttgt
taagaacctce
tgcgtgagee
tttgecctcaa
agtececgttac
tttatctggt
aaaatcaacg
gtgtttaaat
tagttatttt
ttgtgagttt
ttgttttcaa
agataaggca
tagtttgtee
ctegtecatcea
ttecatcatct
ttttcaatcg
gttaagtcat
catctcaatt
taattactag
ggaaaacttg
tttgtttata
agaatagatc
aggatgtcge
agtagcaccce
gcacctgagt
gaatgggggt

aatacaagaa
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cggcagcecttt
agctgtaaca
ttecacctgtt
gtgaacagct
accgtttteca
tctacttttg
agatccttec
atgagaacga
aactggtgag
gtaggtagga
tgttctcaag
tatcagtcgg
ctttacttat
caagcattaa
tcttttgtgt
aagacttaac
atatctettce
actggaaaat
gctctetggt
gagcgtattg
tggggttgag
agcgactaat
ggtctaggtg
tececttttect
taaattctgc
ttcaagtggt
ccagcectgt
aaacgctgtt
tegcaagete
cgctgtettt
aaatggcact

aagceccgtca

gattcgataa
agttgtctca
ctattaggtg
ttaaatgcac
tctgtgcata
tttgttagte
gtatttagcec
accattgaga
ctgaattttt
atctgatgta
tteggttacg
geggectege
tggtttcaaa
catgaactta
tagttetttt
atgttccaga
actaaaaact
ctcaaagcct
tgctttaget
gttataagtg
tagtgccaca
cgctagttca
attttaatca
ttgagttgtg
tagaccctct
tataatttat
gtataactca
tgctcctcta
gggcaaateg
ttcgtgacat
acaggcgcct

cgggettctce
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gcagcatcge
ggtgttcaat
ttacatgcetg
caaaaactcg
tggacagttt
ttgatgctte
agtatgttct
tcatgcttac
gcagttaaag
atggttgttg
agatccattt
ttatcaacca
acccattggt
aattcatcaa
aataaccact
ttatatttta
aattctaatt
ttaaccaaag
aatacaccat
aacgataccg
cagcataaaa
tttgctttga
ctataccaat
ggtatctgta
gtaaattccg
agaataaaga
ctactttagt
caaaacagac
ctgaatattc
tcagtteget
tttatggatt

agggegtttt

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

7080

7140



atggegggtc
gattttccag
acccagtaag
gcgtttttat
tgttttcttg
gtagaatcect
tacagcgaag
aaggccagtt
catgtaaata
gaacaggtac
tgtgttagat
aatcataccg
tttttgactt
agattcttcg
gtggccttta
gttgecttea
tgatttataa
ttgtgcagtt
acggattttt
taggatagaa
ccagcetgtcea
cgecattttta
agtgeccgtea
gatattttta
ttcagggatt
tggecttttgg
agtaaaggtt
cttttttatg
gttagttacg
ctttgecctt
acttttegac
ttgtttgata

tatctgttte

cctttttaat cacaattcag aaaatatcat aatatctcat ttcactaaat aatagtgaac

tgctatgtgg
tctgaccact
gcageggtat
ttgttaactg
cctttgatgt
ctgtttgtca
tgtgagtaag
ttgttcageg
tegttagacg
catttgcegt
gcaatcageg
agagcgecgt
tcttgacgga
ccttggtage
tecttctacgt
tcgatgaact
tcetctacac
gtcagtgttt
cegtecagatg
tcatttgeat
atagaagttt
ggatcteegg
gegttttgta
attgtggacg
tgcagcatat
ttcgtttett
aatactgttg
tactgtgtta
cacaataaaa
tacacatttt
ctcattctat
gaaaatcata

ttttcattet

tgctatetga
tcggattatc
catcaacagg
ttaattgtce
tcagcaggaa
tatagcttgt
taaaggttac
gcttgtatgg
taatgccgte
tcattttaaa
gtttcatcac
ttgctaacte
agaatgatgt
catctteagt
agtgaggatc
getgtacatt
cgttgatgtt
gtttgcegta
taaatgtgge
cgaatttgte
cgecgacttt
ctaatgcaaa
atggccagcet
aatcaaattce
catggcgtgt
tcgecaaacge
cttgttttge
gcggtctget
aaagacctaa
aggtcttgce
tagactctcg
aaaggatttg

ctgtattttt

ggcaggtata tgtgatgggt taaaaa

<210> 40
<211> 10003
<212> ADN

<213> artificial
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ctttttgctg
cecgtgacagg
cttagtttaa
ttgttcaagg
gctecggegea
aatcacgaca
atcgttagga
gccagttaaa
aatcgtcatt
gacgttcgeg
ttttttcagt
agcegtgegt
gecttttgeca
tecagtgttt
tctcagegta
ttgatacgtt
caaagagctg
atgtttaccg
tgaacctgac
gctgtcttta
ttgatagaac
gacgatgtgg
gtcccaaacg
agaaacttga
aatatgggaa
ttgagttgeg
aaactttttg
tettecagee
aatatgtaag
tgctttateca
tttggattge
cagactacgg

tatagtttet

ttcagcagtt
tcattcagac
acccategge
atgctgtcett
aacgttgatt
ttgttteectt
tcaagatcca
gaattagaaa
tttgatccge
cgttcaattt
gtgtaatcat
tttttatcge
tagtatgctt
gcttcaaata
tggttgtege
tttecgtcac
tetgatgctg
gagaaatcag
cattcettgtg
aagacgcgge
atgtaaateg
tagccgtgat
tccaggcectt
tatttttcat
atgcegtatg
ccteetgeca
atgttcatceg
ctectgtttg
gggtgacgee
gtaacaaacc
aactggtcta
gcctaaagaa

gttgcatggg
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cctgeectcet
tggctaatge
attttctttt
tgacaacaga
gtttgtctge
tegettgagg
tttttaacac
cataaccaag
gggagtcagt
catctgttac
cgtttagete
tttgcagaag
tgttaaataa
ctaagtattt
ctgagctgta
cgtcaaagat
atacgttaac
tgtagaataa
tttggtettt
cagegttttt
atgtgtcate
agtttgcgac
ttgcagaaga
ttttttgetg
tttecttata
geagtgeggt
ttcatgtcte
aagatggcaa
aaagtataca
cgegegattt
ttttcctett
ctaaaaaatce

cataaagttg

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
8880
8940
9000
9060
9120

9180

9206



<220>

<223> Plasmido pOM331

<400> 40

ggatcggegg
ccttggacac
cgctaccaaa
taacaacgac
taagcatgag
cgatggcetat
cggtgaactc
acggttctecc
cgegtecgtt
ggaagacaac
tttctgtgat
tegtttgtee
getggtggac
cacggtcatg
cctcaaggca
gtgtaggggt
taaacgcggt
tcaatgagcc
ctacttgatg
attctgcagt
tggggtcget
gttgagtget
cacccgegac
ggaggagaaa

gcaggttact

ccagggccct
gcacgaaaag
aaagctgetg
gatgtggcaa
ctegecacteg
gaagatgcca
aagcacggcg
aagaaggacg
gaattgttgy
atcatcttgg
gatctcegeg
atgcgtactg
aacaagggatg
attttgggtg
acgatgggge
gaaaacccga
tagagtcgaa
agaaccgcat
caaacatcaa
cttctgtaga
gtgtcgacct
ggcactcteg
gacggetgtg
acatgtccac

ccgectgectt

catgagatga
gectcatget
acaagggaca
gtttctteca
agcgagaaat
ttgctgecea
cagaagtgac
gttceccettg
tettecaacaa
ccaaggcaca
ttccagagcet
atcagtgcac
aatctgatgt
atcacttaag
caggcatcct
atgatgaata
tgagagtttg
caggaccact
gcgttctaac
tgacctgegg
taaagtttgg
ggggtagagt
ctggaaacce
tgaaatcaaa

cegttgeget
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gtetttgate
ggtcettegaa
atttgatcte
gatcaccgtt
gctgggtctg
ggttgataca
cgtgggtgge
ggcgattgte
ggtgtattee
catcteccatt
tgggccagga
catgtccaac
gtacctcaat
agtcaaccga
cggttaatca
aaattcecggg
atactttctt
cacgttggtt
ggtgagattg
cegecacageqg
ctgccatgtg
gccaaatagg
acaaccggca

actcaggteg

gatttaggtec

aagggtggcg
gatgcegttg
tttgcagett
cctgatg#cg
tatgtttctg
gcactgacca
attatctctg
accattgaag
atcgttggat
cgagatgatc
aacgggcaag
attgccaagce
ttgatcgatg
tcecgecaagtt
catcacactg
tgcagtgace
tcgactttta
ccttgecceg
gggaggagga
atcccagagg
aatttttage
ttgtttgaca
cacacaaaat

tggtacttgg

tggaaaccgt
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cttttgactc
attcegtcat
tecgactegga
aatgggaccyg
gacacccact
ccattgttge
gtgtggatcg
atcacaacgg
ccatgattgt
gtatgagecct
gacttccget
tcaagcaggt
gggataactc
tgatgggcga
ggattaccce
gtaggtgagg
gattggattt
tacceccagag
attcttccag
aaatatcctce
accctcaaca
cacagttgtt
ttttctagaa

ggcaggecee

aatcgtagaa

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



cgttacaaca
ctgecacgtag
ggcgaaccga
ctgacecggtg
ggtaaattca
aacttcgaca
catgaagatc
cgeetgetgg
ctgggttcac
gacatcgtta
aaagttaccg
gcacccgetg
ggtaaaaacc
gttgacaaac
caaccgatge
ggtaagaaac
gttgcatggg
gccaccttcee
accaagctga
aacggceggeg
gacatcgcac
gaagtgttceg
ttegtttgee
ctgcaattta
gagggcggta
cagaggtcgg
tatgggaaga
ccatcaacge
ttgttggcece
cccagatege
aactgttcta
ttecttecagg

aagcgtcgac

cecttggegg
caaaagttat
aaaccgatat
gtectggetgg
ccggggetaa
acgcgatcecat
cgegtatcetg
taatgggatgg
agattgacgt
aagtcttcac
ccgttgaage
aaccgcagcg
tcgacgcagg
agctgcgtac
tggcacacaa
actacttcga
téggtctgac
cgtgggetge
ttttcgacaa
agetgetggg
tgaccatcca
aaggtagcat
ggaacatccg
cctttecagt
ccaggtcact
tggcttetee
aaacaagctt
tgtggagecac
tgagaacgtc
atgggcaaag
agctagacaa
aaaattatct

gttgatgcca

tgtttgectg
cgaagaagcc
cgacaagatt
tatggcgaaa
caccctggaa
tgcagegggt
ggactccact
cggtateate
ggttgaaatg
caagegtate
gaaagaagac
ttacgacgce
caaagcagge
caacgtaceg
aggtgttcac
tcegaaagtt
tgagaaagaa
ttectggtegt
agaatctcac
tgaaatcgge
cgegecacceg
taccgacctg
gcaattaaaa
cttcttgctc
gacatcccat
ttcgaaggceg
cctgaagget
ccacgectgg
attgcegtcca
ctggagtcce
cgagggttge
gaaggaacaa

aactgggtga
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aacgtegget
aaagecgcetgg
cgtacctgga
ggccgcaaag
gttgaaggtg
tetegeeega
gacgcgetgg
ggtctggaaa
ttegaccagg
agcaagaaat
ggcatttatg
gtgctggtag
gtggaagttg
cacatctttg
gaaggtcacg
atccegteca
gcgaaagaga
gctatcegett
cgtgtgatcg
ctggcaatcg
actctgcacg
ccgaaccega
aagcggctaa
cacggatccg
taeggtgacat
catctecteg
ctgttatcta
ttgctgateg
ctgactgtgg
tagtagaggg
tagtctaagce
tagcegetea

gcatgtcacg

gtatccectte
ctgaacacgg
aagagaaagt
tcaaagtggt
agaacggcaa
tccaactgee
aactgaaaga
tgggcaccgt
ttatccegge
tcaacctgat
tgacgatgga
cgattggtcg
acgaccgtgg
ctatcggcga
ttgeegetga
tegectatac
aaggcatcag
ccgactgege
gtggtgcgat
aaatgggttg
agtctgtggg
aagcgaagaa
ccacgecget
cccteccegea
cattggtgag
tcacgcacac
cectggtgtt
tategttcag
tectgggcgga
cgectegeatt
agcaaaatga
ttttatgteca

cagagtctge
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taaagcactg
tatcgtette
gatcaatcag
caacggtctg
aaccgtgate
gtttattceg
agtaccagaa
ttaccacgeg
agctgacaaa
gctggaaace
aggcaaaaaa
tgtgccgaac
ttteatcege
tatcgtcggt
agttategec
cgaaccagaa
ctatgaaacc
agacggtatg
tgtcggtact
tgatgctgaa
cctggeggea
gaagtaattt
ttttttacgt
cgctttgegg
atcctgegeg
gagtggcegtg
gtgtctecact
ttegecaage
cgtctgeatt
gcatcaaagg
gcggctgttg
gtgtgctttt

ttgaacgatg

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



ggtcgacggt
cctgecagtac
ctggecattte
catcgetggt
tgagcattga
catcatcatc
aggactgagc
gggtcaaagt
actatggaaa
agtgccacaa
gttggaaata
ccatgagtga
tgattegtge
cteccattgeca
tcgctagegg
tgaccecegga
agaaagcagg
acagcaagcg
aaagtaaact
gatcaagaga
tectceggecg
tgctctgatg
accgacctgt
gccacgacgg
tggctgcectat
gagaaagtat
tgcccatteg
ggtcttgteg
ttegecagge
gcctgettge
cggctgggtg

gagcttggcg

caccatgaaqg
cgcaaaagga
ggacaaccga
gtctttgeccg
gctgecttea
aaggatctgt
ctgggcaact
acttcgacge
caagatagaa
ccacagtatt
aaacctatge
aacatacgtg
cgecgacatt
gtattgecct
gctgetaaag
tgaatgtcag
tagcttgceag
aaccggaatt
ggatggcttt
caggatgagg
cttgggtgga
ccgecgtgtt
ceggtgecct
gcgtteettyg
tgggcgaagt
ccatcatgge
accaccaagc
atcaggatga
tcaaggegceg
cgaatatcat
tggcggaceg

gcgaatggge

gatgctgegg
atggcaagce
tcgatcagtg
gaggagctca
gagcetgectg
gatgaggtga
ggagtgaaca
aaagacaaaa
gattggatag
ggctagaaaa
caaagtaggt
tctgagaaaa
caaacggcgce
cgtctttetg
gaagcggaac
ctactggget
tgggecttaca
gccagetggg
cttgecgeca
atcgtttege
gaggctattc
ccggetgtcea
gaatgaactg
cgcagctgtg
geecggggeag
tgatgcaatg
gaaacatcge
tctggacgaa
catgeccecgac
ggtggaaaat
ctatcaggac

tgaccgette
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tggaagcaag
attctggtgg
cttgectgetce
agcttgggge
gecaggttte
tgttgtctga
cggacaatge
cttttetect
cgaaagctat
caatctatag
gcaattctag
gtccaggagt
aggcacgaat
agatcgagcet
acgtagaaag
atctggacaa
tggcgatage
gegecctetg
aggatctgat
atgattgaac
ggctatgact
gcgcaggggce
caggacgagg
ctcgacgttg
gatctcctgt
cggcggetge
atcgagcgag
gagcatcagg
ggcgaggate
ggccgetttt
atagegttgg

ctcgtgettt

agtggtgatt
ggagacaatg
ttcegetgatt
cgcaggaatg
gtttccateg
gagctgtgtc
cacagcgcett
ggcaataaat
ccteaacteg
cattgttcta
gagaagatta
gatggctage
ttccteegte
cacgegtcce
ccagtcegea
gggaaaacgce
tagactggge
gtaaggttgg
ggcgcagggg
aagatggatt
gggcacaaca
gceeggttet
cagecgeggcet
tcactgaagce
catctcacct
atacgettga
cacgtacteg
ggctegegec
tegtcegtgac
ctggattcat
ctaccegtga

acggtatcgc
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gcgagcaate
gaaccaatca
tcatcgtcat
tegecattge
actggattte
agtgcgtcag
gctgtaacaa
atgeggattt
tggaaagtgt
caaagagctt

cactagtcaa

ggagcggage

attgcaccaa
gggatttaaa
gaaacggtge
aagcgcaaag
ggttttatgg
gaagccctge
atcaagatct
gcacgcaggt
gacaatcgge
ttttgtcaag
atcgtggctg
gggaagggac
tgctectgec
tceggetace
gatggaagce
agccgaactg
ccatggegat
cgactgtgge
tattgctgaa

cgctcccgat

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



tcgecagegea
tcgaaatgac
ccttcetatga
agcgegggga
gggtttgtaa
gggcaaggge
cgagcagggyg
taattaattg
tttacaagca
tatcagaatc
tgccatgatt
tcgataagea
tgtctcaggt
ttaggtgtta
aatgcaccaa
gtgcatatgg
gttagtettg
tttagccagt
attgagatca
aatttttgeca
tgatgtaatg
ggttacgaga
gcctegetta
tttcaaaacc
gaacttaaat
ttcttttaat
ttccagatta
aaaaactaat
aaageccttta
tttagctaat
ataagtgaac
tgccacacag

tagttcattt

tegectteta
cgaccaagceg
aaggttggge
tctcatgctg
ctgcgggtca
tccaaggatc
aattgatccg
gggaccctag
taacgggttt
gcagatccgg
ttttcececac
gcatcgectg
gttcaatttc
catgctgtte
aaactcgtaa
acagttttce
atgcttcact
atgttctcta
tgettacttt
gttaaagcat
gttgttggta
tccatttgte
tcaaccacca
cattggttaa
tcatcaagge
aaccactcat
tattttatga
tctaattttt
accaaaggat
acaccataag
gataccgtcc
cataaaatta

gctttgaaaa

tegecttett
acgeccaace
ttcggaateg
gagttctteg
aggatctgga
gggccttgat
gtggatgace
aggtccectt
tgctgéccgc
cttcaggttt
gggaggegtce
tttecaggetg
atgttctagt
atctgttaca
aagctctgat
ctttgatate
gatagataca
gtgtggttcg
gcatgtcact
cgtgtagtgt
ttttgtcace
tatctagtte
atttcatatt
gecttttaaa
taatctctat
aaatcctcat
atttttttaa
cgettgagaa
tectgattte
catttteccct
gttctttect
gettggttte

caactaatte
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gacgagttct
tgccatcacg
tttteecggga
ccecacgetag
tttcgatcac
gttaccecgag
ttttgaatga
ttttatttta
aaacgggctg
gcecggctgaa
actggcteee
tctatgtgtg
tgctttgttt
ttgtegatet
gtatctatct
taacggtgaa
agagccataa
ttgtttttge
caaaaatttt
ttttettagt
attcattttt
aacttggaaa
gctgtaagtg
ctcatggtag
atttgeettg
agagtatttg
ctggaaaaga
cttggcatag
cacagttcte
actgatgtte
tgtagggttt
atgcteegtt

agacatacat

tctgagcggg
agatttcgat
cgeeggetgg
tttaaactgce
ggcacgatca
agcttggcac
cctttaatag
aaaatttttt
téctggtgtt
agcgctattt
gtgttgtegg
actgttgage
tactggttte
gttcatggtg
tttttacace
cagttgttet
gaacctcaga
gtgagccatg
gcctcaaaac
cegttacgta
atctggttgt
atcaacgtat
tttaaatctt
ttattttcaa
tgagttttet
ttttcaaaag
taaggcaata
tttgtccact
gtcatcaget
atcatctgag
tcaatcgtgg
aagtcatage

ctcaattggt
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actctggggt
tccaccgecg
atgatcctee
ggatcagtga
tcgtgeggga
ccagectgeg
attatattac
cacaaaacgg
getagtttagt
cttccagaat
cagctttgat
tgtaacaagt
acctgttcta
aacagcttta
gttttcatct
acttttgttt
tccttcegta
agaacgaacc
tggtgagetg
ggtaggaatc
tectcaagtte
cagtegggeg
tacttattgg
gecattaacat
tttgtgttag
acttaacatg
tetecttcact
ggaaaatcte
ctetggttge
cgtattggtt
ggttgagtag
gactaatcge

ctaggtgatt

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

7260

7320

7380



ttaatcacta
agttgtgggt
accctetgta
aatttataga
taactcacta
tcctctacaa
caaatcgcetg
gtgacattca
ggegectttt
gcttetcagg
agcagttect
ttcagactgg
catcggeatt
ctgtectttga
gttgattgtt
tttccttteg
agatccattt
ttagaaacat
gatccgeggg
tcaatttcat
taatcategt
ttatcgettt
tatgetttgt
tcaaatacta
ttgtegectg
cegtecacegt
gatgctgata
aaatcagtgt
tettgtgttt
acgcggccag
taaatcgatg

ccgtgatagt

taccaattga
atctgtaaat
aattccgceta
ataaagaaag
ctttagtcag
aacagacctt
aatattcctt
gttegetgeg
atggattcat
gegttttatg
gcectetgat
ctaatgeace
ttettttgeg
caacagatgt
tgtctgegta
cttgaggtac
ttaacacaag
aaccaagcat
agtcagtgaa
ctgttactgt
ttagctcaat
gcagaagttt
taaataaaga
agtatttgtg
agctgtagtt
caaagattga
cgttaacttg
agaataaacg
ggtcttttag
cgtttttceca
tgtecatcege

ttgcgacagt

gatgggctag
tetgctagac
gacctttgtg
aataaaaaaa
ttcecgecagta
aaaaccctaa
ttgtcteega
ctcacggete
gcaaggaaac
gegggtetge
tttecagtet
cagtaaggca
tttttatttg
tttettgect
gaatcctetg
agcgaagtgt
gccagttttg
gtaaatatcg
caggtaccat
gttagatgca
cataccgaga
ttgactttet
ttcttegect
gcectttatet
gecttecateg
tttataatce
tgcagttgte
gatttttecg
gatagaatca
gctgtcaata
atttttagga

gcegtcageg
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tcaatgataa
ctttgctgga
tgtttttttt
gataaaaaga
ttacaaaagg
aggcttaagt
ccatcaggca
tggcagtgaa
tacccataat
tatgtggtge
gaccactteg
gcggtatcat
ttaactgtta
ttgatgttca
tttgtcatat
gagtaagtaa
ttcagcgget
ttagacgtaa
ttgeecgttea
atcagcggtt
gegeegtttyg
tgacggaaga
tggtagccat
tetacgtagt
atgaactgct
tctacaccgt
agtgtttgtt
tcagatgtaa
tttgcatcga
gaagtttcge
tetceggeta

ttttgtaatg

ttactagtcce
aaacttgtaa
gtttatattc
atagatcceca
atgtcgcaaa
agcacccteg
cctgagtege
tgggggtaaa
acaagaaaag
tatctgactt
gattatcceg
caacaggctt
attgtecttg
gcaggaagcet
agcttgtaat
aggttacatc
tgtatgggcece
tgcegtcaat
ttttaaagac
tcatcacttt
ctaactcage
atgatgtgcet
cttecagttee
gaggatctct
gtacattttg
tgatgttcaa
tgcegtaatg
atgtggetga
atttgteget
cgactttttg
atgcaaagac

gccagctgte
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ttttectttyg
attctgectag
aagtggttat
gcectgtgta
cgetgtttge
caagcteggg
tgtectttttc
tggcactaca
ccegtecacgg
tttgetgtte
tgacaggtca
agtttaaacc
ttcaaggatg
cggcgcaaac
cacgacattg
gttaggatca
agttaaagaa
cgtcattttt
gttcgegegt
tttcagtgtg
cgtgegtttt
tttgecatag
agtgtttgcet
cagcgtatgg
atacgttttt
agagctgtcet
tttaccggag
acctgaccat
gtctttaaag
atagaacatg
gatgtggtag

ccaaacgtece

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

© 8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300



aggecttttg
ttttecatttt
ccgtatgttt
cctgccagca
ttcatcgtte
ctgtttgaag
tgacgccaaa
acaaacccgce
tggtctattt
taaagaacta
gcatgggcat
actaaataat
<210> 41
<211> 11325
<212> ADN

cagaagagat
tttgctgtte
ccttatatgg
gtgcggtagt
atgtctectt
atggcaagtt
gtatacactt
gcgatttact
tectettttg
aaaaatctat
aaagttgect

agtgaacgge

<213> artificial

<220>

<223> Plasmido pOM344

<400> 41

ttgatcagcg
ttaaagtttg
gggggtagag
gctggaaace
gcagaccect
ctggatgatg
tgecggaatg
ggagtttctg
cctttacteg
ctttactgaa
ctggattacc
catgattgce
ccagcgtcag
tattgeccace
agcggecgat

gegtgacacg

gccgcacage
gctgecatgt
tgccaaatag
cacaaccggc
ttgtacgaac
cegetgeatt
tttgatgtgt
cgttatetge
gggatgttga
gatttecttece
caacacgcetg
gtgcaaggge
gcggtggaag
actggttata
ttctggegtg

ctgegtetgg

atttttaatt
agggatttge
cttttggtte
aaaggttaat
ttttatgtac
agttacgcac
tgccctttac
tttecgaccte
tttgatagaa
ctgtttettt
ttttaatcac

aggtatatgt

gatcccagag
gaatttttag
gttgtttgac
acacacaaaa
aacacacgct
acggttegeca
cacatatgac
tggcgaacga
atgcctctgg
gectegttgt
aacctttegg
cgaatgegea
ggatgaaacc
ccggtgaage
cgetggtgga

aagegggeat
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gtggacgaat
agcatatcat
gtttcttteg
actgttgctt
tgtgttageg
aataaaaaaa
acattttagg
attctattag
aatcataaaa
tcattctctg
aattcagaaa

gatgggttaa

gaaatatcct
caccctcecaac
acacagttgt
tttttctaga
ttgeggeget
aatcgacgaa
catcgtcgat
tgtggcgaag
cggtgtgata
taactcegee
catcgaaatt
ggcaaaagct
gttctttgge
gggctatgaa
agcgggtatt

gaatctttat

caaattcaga
ggcgtgtaat
caaacgcttg
gttttgcaaa
gtetgettet
gacctaaaat
tcttgectge
actctegttt
ggatttgcag
tattttttat
atatcataat

aaa

ctggggtcge
agttgagtgc
tcaccegega
ggaggtgaaa
cgcatggtgg
catcatgcgg
cttegeggeca
ctcaccaaaa
gatgacctca
acccgcgaaa
accgttegtg
gccacactgt
gtgcaggegg
attgegetge
aagccatgtg

ggtcaggaga
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aacttgatat
atgggaaatg
agttgecgect
ctttttgatg
teccageccte
atgtaagggg
tttatcagta
ggattgcaac
actacgggce
agtttetgtt

atctcattte

tgtgtcgace
tggcactcte
cgacggetgt
gtatggcaca
attteccacgg
tacgtaccga
gccgcacceg
gcggcaaage
tegtctacta
aagacctcte
atgaccttte
ttaatgacge
gcgatctgtt
ccaatgaaaa
gettgggege

tggacgaaac

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900

9960

10003

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

960



catctcteet
ctttatecggt
tctggtgatg
gcagggcaac
cagcattgeg
caaccgtgaa
cgecgtgattt
agcaaagaac
gaacatgctce
acggttageg
tatgcgccag
ctggtgaaca
agcgaactgg
cggctttatt
actctetteg
gacacagacg
ggacgccgeg
gaccggccag
ggcgaccgaa
cacgtcttac
catgctggaa
gggccgectt
tatggecctct
gaaacgcgte
gcaaacgctg
tgacgcgcaa
cactaccggt
tgtggtcage
gggcgeggat
cccacacgceg
tatcggtgta

cgagcaacat

ttagccgeca
cgtgaagece
accgaaaaag
cagcatgaag
ctggegegeg
atgceggtta
acttttttgg
acgaatggct
aggagctgtt
cgggegatga
taagcggtga
gcgaaccgta
aatcactgct
cctettetge
taaggagaga
ttaagccage
caacagcaag
attgtgecga
tacgccgcac
atcggcatgg
aatccggget
gaagcactge
gcttetette
agcaaactga
gatgtggtce
aaagtgcteg
gaaattcacg
gttgccgecg
attgtttttg
gcattctttg
tcgaaagatg

atccgecegtg

acatgggctg
tggaagtgea
gegtgetgeg
gcattatcac
tgccggaagg
aagtgacaaa
agattgattg
gcgtaaagaa
aggcgatatg
ctgegeggtt
aatcgtggeg
tgcaggeggce
ggatgcgace
gggagaggat
ggttcacaat
ttgaaaacag
aaatgctgaa
aagatattca
tggcagaact
gttacaccgce
ggtataccge
tecaactteca
tggacgagge
aaaatgccaa
gtactcgtge
accatcagga
actacactge
atattatgge
gtteggegea
cggcgaaaga
cagctggcaa

agaaagcgaa
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gaccatcgece
gcgtgagcat
taatgaactg
cagcggtact
tattggcgaa
acctgttttt
atgagcaacg
gccgacggea
gtgtttgttg
gecgaatcgg
gtaaacgacg
tggatcttta
gcatacgaag
cagggtgagg
tcactgcacg
cggegetttt
tgcegttggt
acttgcgaca
caaggctatt
cgtgcagcta
gtacactecg
gcaggtaacg
caccgetgece
ccgettette
cgaaaccttt
cgtcttegge
gcttattage
gctggtgetg
acgettegge
tgaatacaaa
taccgcegetg

ctccaacatt

tgggaaccgg
ggtacagaaa
ccggtacget
ttcteecega
acggcgattyg
gtgcgtaacg
taccagcaga
cttacacegt
acctgecgga
taaaagcgge
cactgagcga
aaatcaaagce
cattgttaga
aaaatttatg
tttcaggaac
attgaacgcc
gcacaatcgt
ccaccgcagg
gccagtegea
ccgeeggtta
tatcaacctg
ctggatttga
gccgaagcaa
gtggcttecg
ggttttgaag
gtgectgttac
gaactgaaat
ttaactgege
gtgccgatgg
cgctcaatge
cgcatggega

tgtacttccc
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cagatcgtga
aactggttgg
ttaccgatge
cgetgggtta
tgcaaattcg
gcaaagcegt
actgaaatac
tggtattacc
agtgggcgea
gtcagacatt
ttececggaa
cagcgatgaa
agacgagtaa
cctcacccte
catcgctcat
atatcggacc
taaacgeget
ttggcgecace
ataaacgcett
tecctgegtaa
aagtctccca
ctggactgga
tggcgatgge
atgtgcatcce
tgattgtcga
agcaggtagg
cacgcaaaat
cgggtaaaca
gctacggtgg
cgggccgtat
tgcagactcg

aggtactgcet

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



ggcaaacatc
taaccgceatt
actgcgcecat
actgacgcgt
gatcaccctt
gggcgataac
ctctateccag
ctaccacage
getgaatcag
gatgatccca
ggccgaaggt
ttacgacgee
ggcgattegt
ggcttetgeg
tgtggegtgt
ggegggegat
agaaacgatc
tggcegegaac
ttcacacctt
gggaccgatce
aatcgaaggce
tatcctgeca
aagccaggtg
ggtgetgtat
gctgaaagaa
tttecacgeg
atctgaaage
aattgaccag
gcacattcag
attececeggea
cggcgaccgt
ttegactatt

gctcagacag

gccagectgt
caccgtctga
gcgcactatt
gccgaagegg
gatgaaacaa
cacggecctgg
cctgegatge
gaaaccgaaa
gcgatgatee
atcacctgge
tatcagcaga
gtttgtatge
cattatcatg
cacggaacta
gataaaaacg
aacctctect
cgtgaagtgt
atgaacgcce
aacctacata
ggcgtgaaag
atgttaacce
atcagetgga
gcaatcctca
accggtegeg
gaaaccggca
ccgacgatgt
aaagtggaac
gtgaaagceg
agcgaactgg
ggtgtggcag
aacctgttct
ttctaaagge

tcecectegee

atgeccgttta
ccgatatcct
tcgacacctt
ctgaaatcaa
ccacgcegtga
acatcgacac
tgecgcgacga
tgatgcgecta
cgetgggtte
cggaatttgce
tgattgegceca
agccgaacte
aaagccgcaa
accecegette
gcaacatcga
gtatcatggt
gtgaagtegt
aggttggcat
aaactttetg
cgecatttgge
gtcagggege
tgtacateccg
acgccaacta
acggtcgegt
tcagecgaget
cgttcceggt
tggatcgett
gtgtctggee
tegecgagtg
acaaatactg
gctectgegt
getteggege

ggatcecgece
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tcacggecceg
ggcggcggge
gtgtgtggaa
cectgegtage
aaacgtaatg
gctggacaaa
cgaaatcctce
tatgcacteg
ctgcaccatg
cgaactgcac
gectggctgac
tggcgcacag
cgaagggcat
tgcacatatg
tctgactgat
gacttatcct
gcatcagtte
cacctegeeg
cattcecegeac
accgtttgta
ggtttctgeg

catgatggge

tattgccagc

ggcgcacgaa
ggatattgce
ggcgggtacyg
tatcgacgeg
gctggaagat
ggegcatceg
gccgacagtg
accgattagce
ctttttagte

tcecegeacge

gttggectga
ctgcaacaaa
gtggeegaca
gatattctga
cagcttttea
gacgtggcte
acccatcecgg
ctggagecgta
aaactgaacg
ccgttctgee
tggctggtga
ggcgaatacg
cgegatatct
gcaggaatge
ctgegegega
tctacccacg
ggceggtcagg
ggctttattg
ggeggtggtg
cegggteata
gcaccgtteg
gcagaaggge
cgectgcagg
tgtattcteg
aagcgectga
ctgatggttg
atgctggceta
aacccgetgg
tacageegtg
aaacgtctgg
gaataccagt
agatgacaaa

tttgcgggag
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aacgtatcge
aaggtctgaa
aagegggegt
acgeggttgg
acgtgctgcet
acgacagccg
tgtttaatcg
aagatctgge
ccgcagacga
cgccggagca
aactgaccgg
cgggectget
gectgatcce
aggtggtggt
aagcggaaca
gegtgtatga
tttaccttga
gtgcggacgt
gtecgggtat
gegtggtgeca
gtagegecte
tgaaaaaage
atgccttcce
atattegece
tcgactacgg
aaccgactga
teccgegeaga
tgaacgcgee
aagttgeggt
atgatgttta
aattcactga
gtacaaaagt

ggcttttett

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



ttecccggtat
ccgcagaaac
aacgcaagceg
tgggcggttt
gttgggaage
aggggatcaa
ggattgcacg
caacagacaa
gttctttttg
cggctategt
gaagcgggaa
caccttgcte
cttgatecegg
actcggatgg
gcgccagecg
gtgacccatg
ttcatecgact
cgtgatattg
atcgecgete
gcgggactct
tcgattccac
gctggatgat
actgeggatce
gatcatcgtg
ggcacccagce
aatagattat
tttttecacaa
gtgttgctag
tatttettec
gtcggecaget
tgagectgtaa

gtttcacctg

ttaaatcget
ggtgctgace
caaagagaaa
tatggacagc
cctgcaaagt
gatctgatca
caggttctce
tcggetgete
tcaagaccga
ggetggecac
gggactggcet
ctgccgagaa
ctacctgcce
aagccggtct
aactgttcge
gcgatgectg
gtggcegget
ctgaagagcet
ccgattegeca
ggggttegaa
cgecgectte
cctecagege
agtgagggtt
cgggagggca
ctgecgegage
attactaatt
aacggtttac
tttgttatca
agaattgcca
ttgattegat
caagttgtct

ttctattagg

agcgggctge
ceggatgaat
gcaggtagct
aagcgaaccg
aaactggatg
agagacagga
ggccgettgg
tgatgcegee
cetgtceeggt
gacgggegtt
gctattggge
agtatccate
attcgaccac
tgtcgatcag
caggctcaag
Ettgccgaat
gagtgtggeg
tggcggegaa
gegcatcegee
atgaccgacc
tatgaaaggt
ggggatctca
tgtaactgeg
agggctccaa
aggggaattg
aattggggac
aagcataacg
gaatcgcaga
tgatttttte
aagcagcatc
caggtgttca

tgttacatgc
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taaaggaagc
gtcagctact
tgcagtggge
gaattgceccag
getttettge
tgaggatcgt
gtggagaggce
gtgttecegge
gccctgaatg
ccttgegeag
gaagtgecgg
atggctgatg
caagcgaaac
gatgatctgg
gegegecatge
atcatggtgg
gaccgctatc
tgggctgace
ttctatcgee
aagcgacgcc
tgggcttcgg
tgctggagtt
ggtcaaggat
ggatcgggec
atccggtgga
cctagaggte
ggttttgetg
tececggettca
cccacgggag
gectgtttea
atttcatgtt

tgttcatctg

ggaacacgta
gggctatctg
ttacatggcg
ctggggegee
cgccaaggat
ttcgcatgat
tattcggcta
tgtcagcgeca
aactgcagga
ctgtgctcga
ggcaggatct
caatgcggceg
atcgcatcga
acgaagagca
ccgacggcga
aaaatggccg
aggacatage
gcttectegt
ttettgacga
caacctgeeca
aatcgttttce
cttegeccac
ctggatttcg
ttgatgttac
tgaccttttg
cectttttta
cccgcaaacg
ggtttgecgg
gcgtcactgg
ggctgtctat
ctagttgctt

ttacattgtc
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gaaagccagt
gacaagggaa
atagctagac
ctctggtaag
ctgatggege
tgaacaagat
tgactgggca
ggggegeccyg
cgaggcagcg
cgttgtcact
cctgtcatct
gctgcatacg
gcgagcacgt
tcaggggcte
ggatctegte
cttttetgga
gttggctace
gctttacggt
gttcttctga
tcacgagatt
cgggacgecg
gctagtttaa
atcacggcac
ccgagagett
aatgaccttt
ttttaaaaat
ggctgttctg
ctgaaagcge
ctecegtgtt
gtgtgactgt
tgttttactg

gatctgttca

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780



tggtgaacag
acaccgtttt
gttctacttt
tcagatecctt
ccatgagaac
aaaactggtg
acgtaggtag
gttgttcteca
cgtatcagtce
atctttactt
ttecaagecatt
tttettttgt
aaaagactta
caatatctet
ccactggaaa
cagctectetg
ctgagcegtat
cgtggggttg
atagcgacta
ttggtctagg
agtcctttte
tgtaaattet
tattcaagtg
tcccageecet
gcaaacgctg
cctegcaage
gtecgctgtet
gtaaatggca
aaaagccegt
gactttttge
tccegtgaca
ggcttagttt

ccaaaaactt

ctttaaatge
catctgtgca
tgtttgttag
ccgtatttag
gaaccattga
agctgaattt
gaatctgatg
agttceggtta
gggeggecte
attggtttca
aacatgaact
gttagttett
acatgttcca
tcactaaaaa
atctcaaagce
gttgctttag
tggttataag
agtagtgcca
atcgctagtt
tgattttaat
ctttgagttg
gcetagacect
gttataattt
gtgtataact
tttgctecte
tcgggcaaat
ttttegtgac
ctacaggcege
cacgggette
tgttcagcag
ggtcattcag
aaaccgcaaa

taacgaacgt

accaaaaact
tatggacagt
tettgatget
ccagtatgtt
gatcatgcett
ttgecagttaa
taatggttgt
cgagatccat
gcttatcaac
aaacccattg
taaattecate
ttaataacca
gattatattt
ctaattctaa
ctttaaccaa
ctaatacace
tgaacgatac
cacagcataa
catttgettt
cactatacca
tgggtatetg
ctgtaaatte
atagaataaa
cactacttta
tacaaaacag
cgctgaatat
attcagtteg
cttttatgga
tcagggegtt
ttcetgecet
actggctaat
gtecccgette

tcgttataat
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cgtaaaaget
tttccctttg
tcactgatag
ctctagtgtg
actttgcecatg
agcategtgt
tggtattttg
ttgtctatct
caccaattte
gttaagcectt
aaggctaatce
ctcataaatc
tatgaatttt
tttttegett
aggattcctg
ataagcattt
cgteegttet
aattagcttg
gaaaacaact
attgagatgg
taaattctge
cgctagacct
gaaagaataa
gtcagttceg
accttaaaac
tecttttgte
ctgegcetcac
ttcatgcaag
ttatggeggg
ctgattttee
gcacccagta
gtgaaaattt

ggtgtcatga

ctgatgtate
atatctaacg
atacaagage
gttegttgtt
tcactcaaaa
agtgttttte
tcaccattca
agttcaactt
atattgctgt
ttaaactcat
tctatatttg
ctcatagagt
tttaactgga
gagaacttgg
atttccacag
tecectactga
ttecttgtag
gtttcatget
aattcagaca
getagtcaat
tagacctttg
ttgtgtgttt
aaaaagataa
cagtattaca
cctaaagget
tcegaccate
ggctctggea
gaaactacce
tetgetatgt
agtctgacca
aggcagcggt
tegtgcegeg

ccttecacgac
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tatctttttt
gtgaacagtt
cataagaacc
tttgegtgag
attttgccte
ttagtcegtt
tttttatetyg
ggaaaatcaa
aagtgtttaa
ggtagttatt
ccttgtgagt
atttgtttte
aaagataagg
catagtttgt
ttctegteat
tgttecatcat
ggttttcaat
ccegttaagtce
tacatctcaa
gataattact
ctggaaaact
tttttgttta
aaagaataga
aaaggatgtc
taagtagcac
aggcacctga
gtgaatgggg
ataatacaag
ggtgetatet
ctteggatta
atcatcaaca
tgatttteeg

gaagtactaa

€840

€900

€960

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



aattggccecceg
gatgetgecyg
gecgcecageat
cttgaggagce
gaggatgcaa
ggacggegeg
aacaaacgce
ccccegageg
gegategtag
tggcecgecca
cgtcgaaaaa
gaacgccecg
aaagcgctca
ttcegetgat
cgaagaccgc
cegegactte
taccgagttg
cacgcagecg
gagcacgtaa
ccagcttgga
ccggtgtatg
gaggaaatga
cactgcactc
cgectagetg
cgetatgage
gcggaagcaa
ggagagctga
gagacggctt
ctaaaagaca
ggaggaggec
cgtgtgegeg

cagagccagc

aatcatcagc
tcgatttaaa
cacgagactg
tggctgacga
tcagttgege
caaaatattg
acgccgagga
aaattttgge
cggtgcecege
ggacgtgtca
gcgcacaggce
tgagcggtaa
aaaatgactc
ctgttecgaca
cgcgaattce
gccagcegett
gttcaaaatce
tgettgtect
acccecgaggt
teggegtgaa
ccgcagcagg
ccegegtttt
teccgacgate
atcttatgga
aggagttttc
aagcacttge
tcgacggegt
ttecgecacge
ccaagggtca
gtgagcctga
gctacgtege

cgaggcgaaa

tatggatctc
aacggtgatc
ggccagtgee
getgegtget
ctactgeggt
ctcagatgcg
gctggaggeg
catggtcgte
aggcatgaca
gegeecgecac
ggcaagaage
ctcacaggge
tageggattce
cccatececga
tegetcacct
ggatcaaaga
gettgecegg
ggacattgat
ctacgecgatt
tccactgage
catgagcagc
cggegetgac
ccagcegtac
ggttgctege
tagcggacgg
cacgettgaa
cegtgtecte
tttgactgtg
tegagectac
tctgecgecg
taaaggccag

agctctggee
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tctgatgteg
ggatttttee
gegagegace
cggccagege
ggectgattce
tgtegtgeeg
gctaggtcge
acagagctgg
aacatcgtaa
cacctgecacc
gataagctge
gtcggcectaac
acgagacatt
gctcgegetg
gggcagagaa
cccggacacqg
tgccagtatg
gtgccgagec
ttggageget
gggaaatgcc
ccgaatatge
caggettttt
cgetggeatg
atgatctcag
gcacgtatcg
gcaagcctge
tggactgctc
ggataccagt
gagcgtgect
gactgtgacc
ccagtegtec

actatgggaa

cgectggagtce
gagctctcga
tagaaactct
caggaggacg
ctecceceggee
cagccagecg
aaatggecget
aagcggcagce
atgccgegtt
gaatcggcag
acgaatacct
ccccagteca
gacacaccgg
cgatcacgtg
aatttccagg
gagaaacaca
ttgctctgac
accaggcegg
gggcacgect
agctcatctg
gectgetgge
cacataggct
cccagcacaa
gcacagaaaa
aagcggcaag
cgagegecge
cagggcegtge
taaaagecggce
acaccgtege
gccagacgga
ctgctegtea

gacgtggcgg
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cgacgcgcete
tacgacggac
cgtggcggat
cacagtagtg
tgacccgega
cgagegegec
ggaagtgegt
gagaattatc
tegtgtgecg
cagcgtegeg
gaaaaatgtt
aacctgggag
cctggaaatt
gctggacgag
gcagcaagac
gccgaagtta
gcacgcgeag
cgggaaaatce
ggaaaaagcg
gctcattgat
tgcaacgace
gagccgtgge
tegegtggat
acctaaaaaa
aaaagccact
tgaagcgtct
cgecegtgat
tggtgagcge
tcaggeggte
ttggecgega
gacagagacg

taaaaaggcc

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680



10

15

gcagaacget
aagtccagtce
tttatgactg
tttagcgtgt
acgaggacgc
cgtagggtet
ggggggctea
gactgctece
cggaaatttc
tcgagagatt
gcgacgttgg
<210> 42

<211> 200

<212> ADN

ggaaagaccc
aacgacaagc
ttgagggaga
cacgtcagac
cgaaagcttce
ctetettgge
caccataggc
aaagatcttc
ctccaccgag
ggattcttac

cgteggtgee

<213> artificial

<220>

<223> Promotor P15

<400> 42

tegaggctat tgacgacage
gccaatattt ctceccttgag
aaaaatttta caaaaaggta

cgggggcaac ccegectgtt

<210> 43
<211> 5666
<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> Plasmido pHF96

<400> 43

tcgagaggce
gaatcctaga
aggattgccc
tecgggtcgaa
gcegttcaaa
gttaaatggc
gtacgagacc

ctggtttage

tgacgtcggg
aatgggatcc
aaagtagtcg
aaatgaactc
gtgttgecta
gcgaaatgga
agacacacgt

tctggttegg

aaacagtgag
taggaaagct
gactggctcg
cgtgaataga
ccagtaaatg
ctcectttcta
agataacgtt
aaagccactg
ttegtgecaca
cgtggaaatt

gctggttgeg
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tacgcecgag
aaaggaaatc
tggccgacaa
gcacttaagg
tgcecatcteg
ggtcgggetg
ccccacegge
ccgcgactge
cecctatgee
cttcgcaaaa

cttggcttga

cacagcgaga
gcttgaccat
tcaatgaagc
tctgegggea
taggcagaaa
attgctcettg
tcgectegta
cttcgcgaag
aagcttcettt
atcgtccect

cegac

aaaactagct
tgcaggttgg
tatgtctgaa
ttgaacttce
acggttcecce
aagctcetcta
agcgcacaag
ccttgeceey
caccctaaat

gatcgeectt

tatggttcac tgtccaccaa ccaaaactgt gectcagtace

gggtacaaag aggtgtccct agaagagatc cacgcetgtgt

ttgactttce ctacagggtg tgtaataatt taattacagg

ceceggtacca
gtgggcatte
aatttccagt
ggaatcggta
tacaaacaca
aaacgcctcg
gacaaaaaat

gacgggegtg

cgegtettte
gtgtctggtt
tcgtgggcat
aaaagtgacce
tgttctgact
tggcctggat
cctgaaaagt

gaatggaggc

gaccaaacca
taacggectt
gtgtgtttgg
tcacagaate
gccegacete
ggagcgttag
ggaatcattg

agtgcaccga

165

cactgeccecac
gaaaccggac
tcaggtttag
gcttctaagg
ttaaaatggce
tacgagacca
tecacgectgt

gaccttgace

10740

10800

10860

10920

10980

11040

11100

11160

11220

11280

11325

60

120

180

200

60

120

180

240

300

360

420

480



cgecggccega
attcgcaget
gtaaatctca
atgtttctag
ctgttgtaga
tgcttgaacc
ttaatacagt
aaccatgccg
gtcaggtgat
gtggctgega
tattgtggeg
ceccgactggt
ggaggegctg
cgegtttgat
gcecgeaggag
agttacgccc
tgatgcagct
cgtagaaagc
tetggacaag
ggcgataget
cgccctctgg
ggatctgatg
tgattgaaca
gctatgactg
cgcaggggcg
aggacgaggc
tcgacgttgt
atctecectgte
ggeggetgea
tecgagegage
agcatcaggg

gcgaggatct

caagccaaaa
cattccatca
cagcatgaat
tcgecacgcca
cggacattcc
gcecttceecat
tttaaaggta
cctgegacge
gccattgttg
gctcaagega
attaactctg
ctgacaacgg
ccgattggeg
ggcgecatcg
cgcggcgcaa
gtgcgagtag
tctagacceg
cagtccgecag
ggaaaacgca
agactgggeg
taaggttggg
gegeagggga
agatggattg
ggcacaacag
cceggttett
agcgeggcta
cactgaagecg
atctcacctt
tacgcttgat
acgtactcgg
gctecgegeca

cgtcgtgace

gtccccaaaa
gecgtaaacge
ctctgggtta
aaacceggeg
tagtttttce
ctttgaatte
gatttgggag
tgttcaatgt
tegagtctge
cgtgggtggg
cccatgatge
tgcttaagge
atggcctcag
acctcacteg
tgctcaacat
ctaactggtt
ggatttaaat
aaacggtget
agcgcaaaga

gttttatgga

aagccctgea

tcaagatctg
cacgcaggtt
acaatcggcet
tttgtcaaga
tegtggetgg
ggaagggact
gectectgecyg
ccggctacct
atggaageccg
gccgaactgt

catggcgatg
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caaacccacc
agctttttge
gatgactttec
tggacacgtce
aggagtaact
attcaaggtg
agaagatttc
tttgacttca
ccatttcaca
ggagttgagt
acgggcaacg
ggataagggt
cgaggctcag
tgagtttcat
taagcttgtce
catggatcag
cgctageggg
gaccccggat
gaaagcaggt
cagcaagcga
aagtaaactg
atcaagagac
cteecggecge
gctctgatge
ccgacctgte
ccacgacggg
ggctgctatt
agaaagtatc
gecccattega
gtcttgtega
tegecaggcet

cctgettgee

ccgecggaga
atggtgagac
tgggtggggg
tgcagcegac
tgatatctta
gtaaggcggt
ccttaagaaa
gctggacttg
ttgacgttca
gcgteggatt
ccgaagatga
cagttgcagg
ttggeggggt
gcactttacce
gacgecctece
ggggtggagg
ctgctaaagg
gaatgtcage
agettgecagt
accggaattg
gatggettte
aggatgagga
ttgggtggag
cgceegtgtte
cggtgccetg
cgttecettge
gggcgaagtg
catcatgget
ccaccaagcg
tcaggatgat
caaggegcge

gaatatcatg
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cgtgaataaa
acctttgggg
agggtttaga
geggtegtge
gagatccatt
tttcgetett
ggttcttaac
accctcacca
cgtgggatga
atgtgecgttce
tgttggatge
cgtttgecgt
ttgtggetge
cggagegete
cctctcaaac
aagttcctta
aagcggaaca
tactgggcta
gggcttacat
ccagetgggg
ttgcegecaa
tegtttegea
aggctatteg
cggctgtcag
aétgaactgc
gcagctgtge
ccggggcagg
gatgcaatgce
aaacatcgca
ctggacgaag
atgcccgacg

gtggaaaatg

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



gccgetttte
tagcgttgge
tcgtgettta
acgagttcett
gccatcacga
tttecgggac
ccacgcectage
aataccgcat
ggetgeggeg
gggataacge
aggccgegtt
gacgctcaag
ctggaagcte
cctttctecee
cggtgtaggt
gectgegecett
cactggcage
agttcttgaa
ctctgectgaa
ccacegetgg
gatctcaaga
cacgttaagg
aggecggecg
gteccttgtte
ggaagctcgg
ttgtaatcac
ttacatcegtt
atgggccagt
cgtcaategt
taaagacgtt
tcactttttt
actcagecegt

atgtgetttt

tggattecate
tacccgtgat
cggtategec
ctgagecggga
gatttcgatt
geeggetgga
ggcgcgecgg
caggcgetet
agcggtatca
aggaaagaac
gectggegttt
tcagaggtgg
cctegtgege
ttegggaage
cgttegetee
atccggtaac
agccactggt
gtggtggect
gcecagttace
tagecggtggt
agatcctttg
gattttggte
cggeegecat
aaggatgctg
cgcaaacgtt
gacattgttt
aggatcaaga
taaagaatta
catttttgat
cgegegttea
cagtgtgtaa
gegtttttta

gcecatagtat

gactgtggece
attgctgaag
gctccegatt
ctctggggtt
ccaccgecge
tgatccteca
ceggeeeggt
tcegettect
gctcactecaa
atgtgagcaa
ttccatagge
cgaaacecga
tctectgtte
gtggecgettt
aagctgggcet
tategtettg
aacaggatta
aactacggcet
ttcggaaaaa
ttttttgttt
atctttteta
atgagattat
cggeatttte
tctttgacaa
gattgtttgt
cctttegett
tccattttta
gaaacataac
cegegggagt
atttcatctg
tcatcgttta
tcgetttgea

gctttgttaa
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ggctgggtgt
agettggegg
cgcagegeat
cgaaatgacc
cttctatgaa
gcgeggggat
gtgaaatacc
cgctcactga
aggeggtaat
aaggccagea
tecegececeee
caggactata
cgaccectgee
ctcatagctc
gtgtgcacga
agtccaaccce
gcagagcgag
acactagaag
gagttggtag
gcaagcagea
cggggtctga
caaaaaggat
ttttgegttt
cagatgtttt
ctgegtagaa
gaggtacagc
acacaaggcce
caagcatgta
cagtgaacag
ttactgtgtt
gctcaatcat
gaagtttttg

ataaagattc

ggcggaccge
cgaatgggcet
cgecttetat
gaccaagcga
aggttggget
ctcatgctgg
gcacagatgce
ctecgectgege
acggttatce
aaaggccagg
tgacgagcat
aagataccag
gcttacecgga
acgctgtagg
accceccegtt
ggtaagacac
gtatgtaggce
gacagtattt
ctcttgatcce
gattacgege
cgctcagtgg
cttcacctag
ttatttgtta
cttgectttyg
tcctetgttt
gaagtgtgag
agttttgtte
aatatcgtta
gtaccatttg
agatgcaatc
accgagagcg
actttcttga

ttegecttygg
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tatcaggaca
gacegcttec
cgeettettyg
cgceccaacct
tcggaategt
agttcttege
gtaaggagaa
tcggtcgttc
acagaatcag
aaccgtaaaa
cacaaaaatc
gegtttecce
tacctgtceg
tatctcagtt
cagcccgace
gacttatcge
ggtgctacag
ggtatctgeg
ggcaaacaaa
agaaaaaaagqg
aacgaaaact
atccttttaa
actgttaatt
atgttcagea
gtcatatage
taagtaaagg
agcggettgt
gacgtaatgc
cegtteattt
agcggtttca
ccgtttgecta
cggaagaatg

tagccatcett

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
1020
4080
4140
4200
4260
4320

4380
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15

cagttccagt
gatctctecag
cattttgata
tgttcaaaga
cgtaatgttt
tggctgaacce
tgtcgetgte
ctttttgata
caaagacgat
agctgtecca
attcagaaac
gtgtaatatg
acgcttgagt
ttgcaaactt
tgettcttee
ctaaaatatg
tgecctgettt
ctegtttgga
tttgcagact
tttttatagt
tcataatatc
ggatcggegg
<210> 44
<211>40
<212> ADN

gtttgcttca
cgtatggttg
cgtttttecg
gctgtctgat
accggagaaa
tgaccattct
tttaaagacg
gaacatgtaa
gtggtagceg
aacgtccagg
ttgatatttt
ggaaatgccg
tgcgectect
tttgatgtte
agccctectg
taaggggtga
atcagtaaca
ttgcaactgg
acgggcectaa
ttetgttgea
tecatttcact

cegetcgatt

<213> artificial

<220>

<223> Plasmido HS1304

<400> 44

tacgaaagga ttttttaccc atgactaact cttctgcaac

<210> 45
<211> 32
<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> HS1305

<400> 45

aatactaagt
tegectgage
tcaccgtcaa
gctgatacgt
tcagtgtaga
tgtgtttggt
cggccagegt
atcgatgtgt
tgatagtttg
cettttgecag
tcattttttt
tatgtttect
gccagcagtg
atcgttcatg
tttgaagatg
cgccaaagta
aaccegegeqg
tetattttee
agaactaaaa
tgggcataaa
aaataatagt

taaatc
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atttgtggcecce
tgtagttgee
agattgattt
taacttgtge
ataaacggat
cttttaggat
ttttccaget
catccgeatt
cgacagtgee
aagagatatt
getgttcagg
tatatggett
cggtagtaaa
tetecettttt
gcaagttagt
tacactttgce
atttactttt
tettttgttt
aatctatctg

gttgecetttt

gaacggcagg

tttatcttcet
ttcatcgatg
ataatectet
agttgtcagt
ttttcegtca
agaatcattt
gtcaatagaa
tttaggatct
gtcagegttt
tttaattgtg
gatttgecage
ttggttegtt
ggttaatact
tatgtactgt
tacgcacaat
cctttacaca
cgaccteatt
gatagaaaat
tttettttea
taatcacaat

tatatgtgat

40

168

acgtagtgag
aactgctgta
acacegttga
gtttgtttge
gatgtaaatg
gcatcgaatt
gtttcgeecga
ceggctaatg
tgtaatggee
gacgaatcaa
atatcatgge
tetttegeaa
gttgettgtt
gttageggte
aaaaaaagac
ttttaggtct
ctattagact
cataaaagga
ttetetgtat
tcagaaaata

gggttaaaaa

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5666



10

15

20

agcgcgtcta gattagaaca gccccgagat aa
<210> 46

<211> 32

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> HS1302

<400> 46

gctagaacgc gtgagctgcc aattattccg gg
<210> 47

<211> 40

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> HS1303

<400> 47

gttgcagaag agttagtcat gggtaaaaaa tcctttcgta

<210> 48

<211> 6965

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> Plasmido pH655
<400> 48

ES 2517394 T3

32

32

40

169



ctagagttct
gggcactaga
aagccagtcce
caagggaaaa
agctagactg
ctggtaaggt
gatggcgcag
aacaagatgg
actgggcaca
ggegeceggt
aggcagcgeg
ttgtcactga
tgtcatctcea

tgcatacget

gtgaaaaaca
cccgggattt
gcagaaacgg
cgcaagegea
ggcggtttta
tgggaagcce
gggatcaaga
attgcacgca
acagacaatc
tetttttgte
gctatcgtgg
agcgggaagyg
ccttgetect

tgatecgget

cegtggggea
aaatcgetag
tgctgaccece
aagagaaagc
tggacagcaa
tgcaaagtaa
tctgatcaag
ggttetecgg
ggctgcectetg
aagaccgace
ctggeccacga
gactggctge
gccgagaaag

acctgeecat
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gtttctgett
cgggctgceta
ggétgaatgt
aggtagettg
gcgaaccgga
actggatggce
agacaggatg
ccgettgggt
atgecegeegt
tgtceggtge
cgggegttec
tattgggcga
tatccatcat

tcgaccacea

cgeggtgttt
aaggaagcgg
cagctactgg
cagtgggctt
attgccaget
tttcttgceg
aggatcgttt
ggagaggcta
gttceggetg
cctgaatgaa
ttgegecaget
agtgccgggg
ggctgatgeca

agcgaaacat
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tttatttgtg
aacacgtaga
gctatctgga
acatggcgat
ggggcgeect
ccaaggatct
cgcatgattyg
ttecggctatg
tcagegeagg
ctgecaggacg
gtgctegacg
caggatctece
atgcggegge

cgcatcgage

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840



gagcacgtac
aggggctege
atctegtegt
tttctggatt
tggctacceg
tttacggtat
tcttctgage
acgagatttc
ggacgccgge
tageggegeg
géatcaggcg
ggcgagaggt
acgcaggaaa
cgttgetgge
caagtcagag
gctcectegt
tececctteggg
aggtegtteg
ccttatcegg
cagcagccac
tgaagtggtg
tgaagccagt
ctggtagegg
aagaagatcc
aagggatttt
gccgeggecg
aaactttaac
ggcccgaate
ctgecegtega
cagcatcacg
aggagctggce

atgcaatcag

tecggatggaa
gccagccegaa
gacccatggce
catcgactgt
tgatattgcet
cgeegetece
gggactctgg
gattccaccg
tggatgatcc
ceggecggec
ctctteeget
atcagectcac
gaacatgtga
gtttttecat
gtggcgaaac
gcgctctect
aagegtggeg
ctecaagetg
taactatcgt
tggtaacagg
gectaactac
taccttegga
tggttttttt
tttgatettt
ggtcatgaga
cgcaaagtce
gaacgttegt
atcagctatg
tttaaaaacg
agactgggcc
tgacgagctg

ttgcgectac

geeggtettg
ctgttegeeca
gatgcctgcet
ggccggetgg
gaagagcttg
gattcgcage
ggttcgaaat
cegectteta
teccagegegg
cggtgtgaaa
tectegetea
tcaaaggcgg
gcaaaaggcc
aggctcegee
ccgacaggac
gtteccgaccee
ctttctecata
ggctgtgtge
cttgagtcca
attagcagag
ggctacacta
aaaagagttg
gtttgcaage
tctacggggt
ttatcaaaaa
cgettegtga
tataatggtg
gatctctectg
gtgatcggat
agtgccgega
cgtgetegge

tgcggtggee
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tcgatcagga
ggctcaagge
tgccgaatat
gtgtggcgga
geggegaatg
gcatcgcctt
gaccgaccaa
tgaaaggttg
ggatctcatg
taccgcacag
ctgactcget
taatacggtt
agcaaaaggc
cccctgacga
tataaagata
tgececgcttac
gctcacgetg
acgaacccce
acccggtaag
cgaggtatgt
gaaggacagt
gtagetcettg
agcagattac
ctgacgctea
ggatcttcac
aaattttegt
tcatgacctt
atgtcgeget
ttttcecgage
gcgacctaga
cagcgcecagg

tgattcctee

tgatctggac
gcgcatgecce
catggtggaa
ccgctatcag
ggctgacege
ctatcgectt
gcgacgccca
ggcttcggaa
ctggagttcet
atgegtaagg
gcgeteggte
atccacagaa
caggaaccgt
gcatcacaaa
ccaggegttt
cggatacctg
taggtatctc
cgttcagcce
acacgactta
aggeggtgcet
atttggtatc
atccggcaaa
gcgcagaaaa
gtggaacgaa
ctagatcctt
gccgegtgat
cacgacgaag
ggagtccgac
tctegatacg
aactctegtg
aggacgcaca

cecggectgac

171

gaagagcatc
gacggcgagg
aatggeeget
gacatagegt
ttectegtge
cttgacgagt
acctgccate
tcgttttecg
tegeccacge
agaaaatacc
gtteggetge
tcaggggata
aaaaaggccg
aatcgacgcet
ccecctggaa
tecegecttte
agtteggtgt
gaccgetgeg
tcgecactgg
acagagttct
tgcgetcetge
caaaccacceqg
aaaggatctc
aactcacgtt
ttaaaggceceg
tttecgecaa
tactaaaatt
gcgetegatg
acggacgege
gecggatcettg
gtagtggagg

ccgecgaggac

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



ggcgegcaaa
aacgccacge
cgagcegaaat
tegtggeggt
cgcccaggac
gaaaaagcgce
geccegtgag
cgctcaaaaa
gctgatetgt
gaccgcecgceg
gacttcgeca
gagttggtte
cagecegtget
acgtaaacce
cttggategg
tgtatgecge
aaatgacccg
gcactctccg
tagctgatet
atgagcagga
aagcaaaagc
agctgatcga
cggctttteg
aagacaccaa
gaggccgtga
tgegeggceta
gccagccgag
aacgctggaa
ccagtcaacg
tgactgttga
gegtgtcacg
ggacgccgaa

gggtctctet

atattgctca
cgaggagctg
tttggcececatg
gccegecagge
gtgtcagcge
acaggecggca
cggtaactca
tgactctage
tcgacaccca
aattcctecge
gcgcttggat
aaaatcgctt
tgtcctggac
cgaggtctac
cgtgaatcca
agcaggcatg
cgttttegge
acgatcccag
tatggaggtt
gttttctage
acttgecacg
cggegtecegt
ccacgctttg
gggtcatcga
gcctgatetg
cgtegctaaa
gcgaaaagcet
agacccaaac
acaagcetagg
gggagagact
tcagaccgtg
agcttcecag

cttggectee

gatgcegtgte
gaggeggcta
gtcgtcacag
atgacaaaca
cgcecaccace
agaagcgata
cagggcgtceg
ggattcacga
tcececgagete
tcacctggge
caaagacccg
gceceggtgee
attgatgtgce
gegattttgg
ctgagcggga
agcagecccga
getgaccagg
ccgtaccget
getegeatga
ggacgggeac
cttgaagcaa
gtectetgga
actgtgggat
gcctacgage
cegecggact
ggccagecag
ctggccacta
agtgagtacg
aaagctaaag
ggctegtgge
aatagagcac
taaatgtgee

tttctaggte
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gtgecegecage
ggtcgcaaat
agctggaage
tcgtaaatge
tgcaccgaat
agcetgecacga
gctaacccee
gacattgaca
gecgetgegat
agagaaaatt
gacacggaga
agtatgttge
cgagccacca
agcgctggge
aatgccaget
atatgegeet
ctttttcaca
ggcatgccca
tetcaggcac
gtatcgaage
gectgecgag
ctgetecagg
accagttaaa
gtgectacac
gtgaccgcea
tegtecctge
tgggaagacg
ceagageaca
gaaatcgett
cgacaatcaa
ttaaggtctg
atctcegtagg

gggctgattg

cagcegegag
ggegetggaa
ggcagcgaga
cgegtttegt
cggcagcagc
atacctgaaa
agtccaaace
caccggectg
cacgtggctg
tccagggcag
aacacagceg
tetgacgeac
ggccQQGQQQ
acgcctggaa
catctggete
getggetgea
taggctgage
gcacaatcge
agaaaaacct
ggcaagaaaa
cgecgetgaa
gegtgeegee
agcggetggt
cgtegetcag
gacggattgg
tegtcagaca
tggcggtaaa
gcgagaaaaa
gaccattgea
tgaagctatg
cgggcattga
cagaaaacgg

ctcttgaage
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cgcgecaaca
gtgegtecce
attatcgega
gtgccgtgge
gtcgcegegte
aatgttgaac
tgggagaaag
gaaattttee
gacgagcgaa
caagacccgce
aagttatacc
gcgcagcacqg
aaaatcgagce
aaagcgccag
attgatcecgg
acgaccgagg
cgtggecact
gtggatcgcc
aaaaaacget
gccactgegg
gegtetggag
cgtgatgaga
gagcgcctaa
geggteggag
ccgegacgtg
gagacgcaga
aaggeccgcag
ctagctaagt
ggttggttta
tctgaattta
acttccacga
ttececegta

tctetagggg

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



ggctcacacc
gctcccaaag
aatttectcc
gagattggat
cgttggegte
tttaaatctc
gggcttgtga
aaaaaggcct
attttcaaaa
taactcttct
cctggagecc
ctacggeegt
caataaaaag
caagtccacg
ggtggegate
cggcggttat
gcacgecate
cggcaatgcet
cgacegeteg
cgagggcgga
cgacctggag
tecgaccagtce
cgcgatcaac
gectttegee
tctatcagaa
cttecgacate
catcegtteg
gcgecacgte
tagctccgat
gcgegtggtg
tgcggtgetg
gatctatcag
cggcgeggeg
caacggetgg
ccccagegeg
catcggegece
gaagaaaccc

ctaat

ataggcagat
atcttcaaag
accgagtteg
tcttacegtg
ggtgecegetg
gagaggcctg
ccecgetaccee
atcattggga
gatgtatatg
gcaaccagca
atcaccacga
acaaaggcca
ggcaagctcg
gtgctgatceg
cgcgagecegt
gcgcagateg
accgccgcga
ctgggcatcg
ctgecgecatg
ttecgatatca
gatctaaaga
acegegggeg
ccgaacctgg
aacatcgege
gttgtgetga
aagtcecegeg
ctgaagcaca
agtaacatcc
accgccgegg
gagtgcagcg
gaggtcgttg
ccegtegatg
gatgtgcagt
gacaagctge
ctgggcgege
ggattcgtgg

gcagccgagce

aacgttccce
ccactgeege
tgecacaccce
gaaattctte
gttgcgettg
acgtegggee
gataaatagg
ggtgtegcac
cteggtgegg
atccccaace
tcegeggageg
agatcgacgt
tgctcegtgac
gcttggegga
cccaggggcec
tgcegatgga
cgaacactct
accegeggeg
tagtcacagg
cggcggccag
agcegeategg
acctgaagtg
tgcagacccet
acggctgtaa
ccgaggetgg
ctggegaccet
acggcgatte
gcaagttcgg
agcgctctat
tgtgggctga
atggtgttte
gcgtggaage
teggcoccgea
cagtgtgcgt
cgagcggceca
tggctctcac

gtattgatgt
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accggctcge
gactgectte
tatgccaage
gcaaaaatceg
gecttgaccga
cggtaccacg
tcggctgaaa
caagtacttt
aaacctacga
cagcgacgte
cgceeggeate
tceegetetg
cgcaatgagc
cgeggtgege
agtcatgggc
agacatcaac
ggcggegatg
ggtgacgtgg
cctaggeggt
cgagatcatg
gegeategtyg
cgegggeget
gggeggcact
ctctetgate
tttcggcage
cgacgtegee
cgtgttgaag
cgtggaaccce
ggtecgecgat
gggcggtgee
tgatgaggac
caccctgcac
ggctctgaag
gtcgaagaca
caccctgecat
cggcgacgtg

gaacgcgcag

ctegtaageg
gcgaagecett
ttettteace
tccectgate
cttgatcagce
cgtgagetge
aatttcgttg
tgcgaagcge
aaggattttt
gaaatcgcac
ccggaggcecg
cgggcggage
ccgacccecg
acggcagggce
atcaagggcg
ctgcactteca
gtggacaacc
cgacgetgee
cctggtcagg
gctatectet
gtgggecaga
atcaccgcce’
ccegecctgg
gcaaccacca
gacctgggtg
gcaacggttg
gceggtetgg
gtggtggege
tggggcgage
ggcgeggegyg
gcctecaget
acacttgcca
gacctggegt
cagtactcct
gtccgcgage
atgactctgc

ggggttatct
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cacaaggact
gccccegegga
ctaaattcga
gceccttgega
ggcegetcga
caattattcc
caatatcaac
catctgacgg
tacccatgac
aggcccacac
ctttgattce
gtgagggegt
cgggtgaagg
gccagacgat
gecgetgetgg
caggegacat
acgtgcagca
ttgacgtcaa
gcacgecccg
gtctggecac
cctacgaceg
tgctgegega
tgcacggegg
cggegetgga
cggagaagtt
tggtggecac
ccaacctgga
tgaacctgtt
agttcggtgt
atctggecac
ccagccacca
cggaaatcta
ttctgaagga
tcagcgatga
tggtgccacg
cgggtctgec

cggggctgtt

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

6965



<210> 49
<211> 6132
<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> Plasmido pH657

<400> 49

cgegtgaget
aaaatttcgt
tttgegaage
gaaaggattt
tecgaaatege
tccecggagge
tgcgggegga
gcccgacece
gcacggcagg
gcatcaaggg
acctgecactt
tggtggacaa
ggeggegetg
gcectggtca
tggctatect
tggtgggcca
ctatcacege
cceeegeact
tcgcaaccac
gcgacctggg
ccgeaacggt

aggcecggttt

gccaattatt
tgcaatatca
gccatetgac
tttacccatg
acaggcccac
cgetttgatt
gegtgaggge
cgcgggtgaa
gcgccagacg
cggegetget
cacaggcgac
ccacgtgcag
cctggacgte
gggcacgccc
ctgtetggee
aacttatgat
cctgetgege
ggtgcacggt
cacggcgetyg
tgcggagaag
cgtggtggec

ggccaacctg

cegggettgt
acaaaaaggc
ggattttcaa
actaactctt
tecctggage
ccctacggece
gtcaatagaa
ggcaagtcca
atggtggcga
ggeggeggtt
atgcacgcca
cacggcaatg
aacgaccgct
cgcgagggeg
accgacectgg
cgcaagccag
gatgcgatca
gggeettteg

gacctgtegg

‘ttettegaca

accatceget

gagegecacg
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gaccegetac
ctatcattgg
aagatgtata
ctgcaaccag
ccatcaccac
gcacaaaggc
agggcaagct
cggtgctgat
teecgegagece
atgcgcagat
tcacegecge
ctetgggeat
cgetgegeca
gattcgatat
aagatctaaa
tcaccgeggg
acccgaacct
ccaacatcge
aggttgtgcet
tcaagtcccg
cgctaaagca

tcagcaacat

ccgataaata
gaggtgtcge
tgcteggtge
caatccccaa
gatcgeggag
caagatcgac
cgtgctegtyg
cggettggeg
gtcccagggg
cgtgecgatg
gacgaacact
cgaccegegg
tgtggtcaca
cacggeggec
gaagcgcatce
cgacctgaag
agtgcagacc
gcacggatge
gaccgaggec
cgccggtgge
caacggcgat

tcgcaagtte
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ggtcggetga
accaagtact
ggaaacctac
cccagegacyg
cgegecggea
gtteccegete
accgcaatga
gacgeggtge
ceggtcatgg
gaagacatta
ctggcggega
cgggtgacgt
ggcctaggceg
agcgagatca
gggegeateg
tgcgegggeg
ctgggtggca
aactcgetga
ggctteggea
ctegacgteg
tcegtactaa

ggcgtggaac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320



cecgtggtcge
actggggega
ccggegegac
acgcccccag
gcacacttge
aggacctgge
cgcagtactc
acgtccgcega
tgatgactct
agggggttat
taaaggaagc
gtcagctact
tgecagtggge
gaattgccag
gctttettge
tgaggatcgt
gtggagaggce
gtgtteegge
gccctgaatg
ccttgegeag
gaagtgcegg
atggctgatg
caagcgaaac
gatgatctgg
gegegeatge
atcatggtgg
gaccgctatce
tgggctgace
ttetategec
aagcgacgcc
tgggcttcgg

tgctggagtt

gctaaacctg
gecagttcgge
cgatctggee
ctececagecac
cacggagatc
gtttctgaag
cttcagcgat
gctggtacca
gceegggectg

cteggggety

ggaacacgta
gggctatctg
ttacatggcg
ctggggcgece
cgccaaggat
ttcgcatgat
tatteggeta
tgtcagegea
aactgcagga
ctgtgctega
ggcaggatct
caatgcggeg
atcgcecatega
acgaagagca
cecgacggcga
aaaatggccg
aggacatage
gcttectegt
ttcttgacga
caacctgeca
aatecgtttte

cttcgeccac

tttaactctg
gtcegegtgg
tetgeggtge
cagatctatc
tacggegegg
gataacggct
gaccctageg
cgtatcggtg
ccgaagaaac
ttctaatcta
gaaagccagt
gacaagggaa
atagctagac
ctctggtaag
ctgatggege
tgaacaagat
tgactgggca
ggggegeecg
cgaggcagcg
cgttgtcact
cctgtcatet
gctgecatacg
gcgagcacgt
tcaggggctc
ggatctcgte
cttttetgga
gttggctace
getttacggt
gttcttetga
tcacgagatt
cgggacgccg

gctagcggeg
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acaccgccac
tggagtgcaa
tggaggtcgt
agccggtcga
cggacgtaca
gggacaagct
cgctgggege
ceggattegt
ccgecggecga
gaccegggat
ccgcagaaac
aacgcaagcg
tgggeggttt
gttgggaage
aggggatcaa
ggattgcacg
caacagacaa
gttetttttg
cggctatcgt
gaagcgggaa
caccttgcte
cttgatccgg
actcggatgg
gegecagecg
gtgacccatg
ttcatecgact
cgtgatattg
atcgecegetce
gegggactet
tcgattceccac
getggatgat

cgcecggecgg

cgagcgegcet
cgtgtgggee
tgatggtgtt
tggtgtggaa
gtteggeceg
gccggtgtge
gccaagcggce
ggtggcacte
gcgeattgat
ttaaatcget
ggtgctgacc
caaagagaaa
tatggacagc
cctgcaaagt
gatctgatca
caggttctec
teggetgete
tcaagaccga
ggctggecac
gggactggcet
ctgccgagaa
ctacctgecce
aagccggtet
aactgttcge
gcgatgectg
gtggcegget
ctgaagagct
ccgattcegea
ggggttcgaa
cgcegectte
cctccagege

cccggtgtga
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caggtcgccg
gagggeggtg
tctgatgagg
gccaccttge
caggctctga
gtgtcgaaga
cacaccctge
accggcgatg
gtgaacgcge
agcgggctge
ccggatgaat
gcaggtaget
aagcgaaccqg
aaactggatg
agagacagga
ggecgettgg
tgatgcegee
cctgtecggt
gacgggegtt
gctattggge
agtatccate
attecgaccac
tgtegatcag
caggctcaag
cttgccgaat
gggtgtggeg
tggcggegaa
gcgcategee
atgaccgace
tatgaaaggt
ggggatctca

aataccgcac

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



agatgcgtaa
ctgegctcgg
ttatccacag
gcecaggaace
gagcatcaca
taccaggegt
accggatacce
tgtaggtate
cecgttcage
agacacgact
gtaggcggtg
gtatttggta
tgatcecggea
acgegcagaa
cagtggaacg
acctagatcc
ttgttaactg
cctttgatgt
ctgtttgtca
tgtgagtaag
ttgttecageg
tegttagacg
catttgecegt
gcaatcagcg
agagcgcegt
tettgacgga
ccttggtage
tettctacgt
tcgatgaact
tectetacac
gtcagtgttt
cegtcagatg

tcatttgeat

ggagaaaata
tcgtteggcet
aatcagggga
gtaaaaaggc
aaaatcgacg
ttecececctgg
tgtcegectt
tcagtteggt
ccgaccgetg
tategecact
ctacagagtt
tctgegetet
aacaaaccac
aaaaaggatc
aaaactcacg
ttttaaagge
ttaattgtce
tcagcaggaa
tatagcttgt
taaaggttac
gcttgtatgg
taatgeecgtce
tcattttaaa
gtttcatcac
ttgctaacte
agaatgatgt
catcttecagt
agtgaggatc
gctgtacatt
cgttgatgtt
gtttgcegta
taaatgtgge

cgaatttgtce

ccgecatcagg
geggegageg
taacgcagga
cgcgttgctg
ctcaagtcag
aagctceecte
tecteectteg
gtaggtcgtt
cgecttatce
ggcagecagee
cttgaagtgg
gctgaageca
cgetggtage
tcaagaagat
ttaagggatt
cggecgegge
ttgttcaagg
geteggegea
aatcacgaca
atcgttagga
gccagttaaa
aatcgtcatt
gacgttegeg
ttttttcagt
agccgtgegt
gettttgeca
teccagtgttt
tectecagegta
ttgatacgtt
caaagagctg
atgtttaccg
tgaacctgac

getgtcettta
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cgctctteceg
gtatcagctc
aagaacatgt
gcgtttttce
aggtggcgaa
gtgegetete
ggaagcgtgg
cgctccaage
ggtaactatc
actggtaaca
tggcectaact
gttacctteg
ggtggttttt
cctttgatct
ttggtcatga
cgecategge
atgctgtctt
aacgttgatt
ttgtttcctt
tcaagatceca
gaattagaaa
tttgatccge
cgttcaattt
gtgtaatcat
tttttatege
tagtatgett
gettcaaata
tggttgtege
ttteegtcac
tctgatgetg
gagaaatcag
cattcttgtg

aagacgegge

cttecteget
actcaaaggce
gagcaaaagg
ﬁtaggctccg
acccgacagg
ctgttccgac
cgetttetcea
tgggctgtgt
gtcettgagte
ggattagcag
acggctacac
gaaaaagagt
ttgtttgcaa
tttectacggg
gattatcaaa
attttetttt
tgacaacaga
gtttgtctge
tcgcttgagg
tttttaacac
cataaccaag
gggagtcagt
catctgttac
cgtttagcte
tttgcagaag
tgttaaataa
ctaagtattt
ctgagctgta
cgtcaaagat
atacgttaac
tgtagaataa
tttggtettt

cagegttttt

176

cactgactcg
ggtaatacgg
ccagcaaaag
cccecctgac
actataaaga
cctgeegett
tagctecacge
gcacgaaccec
caacceggta
agcgaggtat
tagaaggaca
tggtagctct
geagcagatt
gtectgacget
aaggatctte
gegtttttat
tgttttcttg
gtagaatcct
tacagcgaag
aaggccagtt
catgtaaata
gaacaggtac
tgtgttagat
aatcataccg
tttttgactt
agattctteg
gtggecttta
gttgecttea
tgatttataa
ttgtgcagtt
acggattttt
taggatagaa

ccagctgtea

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



atagaagttt
ggatcteegg
gcgttttgta
attgtggacg
tgcagcatat
ttegtttett
aatactgttg
tactgtgtta
cacaataaaa
tacacatttt
ctcattctat
gaaaatcata
ttttecattet
cacaattcag
tgtgatgggt
ggeccggtac
<210> 50

<211> 5288
<212> ADN

cgecgacttt
ctaatgcaaa
atggccagcet
aatcaaattc
catggegtgt
tegecaaacge
cttgttttge
geggtetget
aaagacctaa
aggtcttgece
tagactcteg
aaaggatttg
ctgtattttt
aaaatatcat
taaaaaggat

ca

<213> artificial

<220>

ttgatagaac
gacgatgtgg
gtcccaaacg
agaaacttga
aatatgggaa
ttgagttgeg
aaactttttg
tcttccagee
aatatgtaag
tgctttatca
tttggattge
cagactacgg
tatagtttet

aatatctcat

cggeggeege
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atgtaaatcg
tagcegtgat
teccaggeett
tatttttecat
atgccgtatg
cctectgeca
atgttcatcg
ctcctgtttg
gggtgacgec
gtaacaaacc
aactggtcta
gcctaaagaa
gttgcatggg
ttcactaaat

tcgatttaaa

<223> Plasmido pH670 int sacB delta desformilasa

<400> 50

ategtecttga
acaggattag
actacggcta
tcggaaaaag
tttttgtttg
tecttttectac
tgagattatc
ggcattttet
ctttgacaac
attgtttgte

ctttcgettg

gtccaacceg
cagagcegagg
cactagaagg
agttggtage
caagcagcag
ggggtctgac
aaaaaggatc
tttgegtttt
agatgttttc
tgegtagaat

aggtacagcg

gtaagacacg
tatgtaggeg
acagtatttg
tettgatceg
attacgegea
gctcagtgga
ttcacctaga
tatttgttaa
ttgcctttga
cetetgtttg

aagtgtgagt

acttatecgec
gtgctacaga
gtatctgege
gcaaacaaac
gaaaaaaagg
acgaaaactc
tceccttttaaa
ctgttaattg
tgttcagecag
teatataget

aagtaaaggt

atgtgtcatc
agtttgcecgac
ttgcagaaga
ttttttgetg
tttecttata
gcagtgceggt
ttcatgtctc
aagatggcaa
aaagtataca
cgegegattt
ttttectett
ctaaaaaatc
cataaagttg
aatagtgaac

tctcgagagg

actggcagca
gttcttgaag
tctgetgaag
caccgetggt
atctcaagaa
acgttaaggg
ggecggeege
tecttgttea
gaagctegge
tgtaatcacg

tacatcgtta

177

cgcattttta
agtgecegteca
gatattttta
ttcagggatt
tggcttttgg
agtaaaggtt
cttttttatg
gttagttacg
ctttgecett
acttttegac
ttgtttgata
tatctgtttce
cctttttaat
ggcaggtata

cctgacgteg

gccactggta
tggtggcecta
ccagttacct
agcggtggtt
gatcctttga
attttggtca
ggcegecate
aggatgctgt
gcaaacgttg
acattgttte

ggatcaagat

5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120

6132

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660



ccatttttaa
aaacataacc
cgegggagte
tttcatctgt
categtttag
cgetttgeag
ctttgttaaa
atactaagta
cgcctgaget
caccgtcecaaa
ctgatacgtt
cagtgtagaa
gtgtttggte
ggccagegtt
tcgatgtgte
gatagtttge
cttttgcaga
catttttttg
atgtttcctt
ccagcagtge
tcgtteatgt
ttgaagatgg
gccaaagtat
acccgecgega
ctattttect
gaactaaaaa
gggcataaag
aataatagtg
aaatctcgag
aattgcttca
aacagcctce
taccgcaata

tteggegget

cacaaggcca
aagcatgtaa
agtgaacagg

tactgtgtta

ctcaatcata
aagtttttga
taaagattct
tttgtggect
gtagttgcct
gattgattta
aacttgtgca
taaacggatt
ttttaggata
tttccagetg
atcegeattt
gacagtgeceg
agagatattt
ctgttcaggg
atatggecttt
ggtagtaaag
cteectttttt
caagttagtt
acactttgee
tttacttttc
cttttgtttg
atctatctgt
ttgecttttt
aacggcaggt
aggectgacg
tcactcacaa
ctgattgcca
tccaaaacaa

ttcaccaacg

gttttgttca
atatcgttag
taccatttge
gatgcaatca
ccgagagcge
ctttettgac
tcgecttggt
ttatectteta
tcatcgatga
taatecctcta
gttgtcagtg
ttteccgtecag
gaatcatttg
tcaatagaag
ttaggatcte
tcagegtttt
ttaattgtgg
atttgcagca
tggttcgttt
gttaatactg
atgtactgtg
acgcacaata
ctttacacat
gacctcattc
atagaaaatc
ttcttttecat
aatcacaatt
atatgtgatg
tcgggcecgg
cagetgttte
caatttcctg
catctactte

cgggggtttt
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gcggettgta
acgtaatgcc
cgttcatttt
gcggtttcat
cgtttgctaa
ggaagaatga
agccatctte
cgtagtgagg
actgctgtac
caccgttgat
tttgtttgee
atgtaaatgt
catecgaattt
tttegecgac
cggetaatge
gtaatggceca
acgaatcaaa
tatcatggeg
ctttcgcaaa
ttgcttgttt
ttageggtet
aaaaaagacc
tttaggtett
tattagactc
ataaaaggat
tctetgtatt
cagaaaatat
ggttaaaaag
taccacgegt
gaggatgaat
cagcaaccta
ggaagctceg

gcegtgeggg

tgggccagtt
gtcaatcgtc
aaagacgttc
cacttttttc
ctcagcegtyg
tgtgecttttg
agtteccagtg
atctctecage
attttgatac
gttecaaagag
gtaatgttta
ggctgaacct
gtcgetgtet
tttttgatag
aaagacgatg
getgteccaa
ttcagaaact
tgtaatatgg
cgcttgagtt
tgcaaacttt
gettcecttcca
taaaatatgt
gectgettta
tcgtttggat
ttgcagacta
ttttatagtt
cataatatet
gatcggegge
aacgcattca
ttcagcacca
ttggcatctc
gactgtacgg

aatcctgcga

178

aaagaattag
atttttgatc
gcgegttcaa
agtgtgtaat
cgttttttat
ccatagtatg
tttgcttcaa
gtatggttgt
gtttttcegt
ctgtetgatg
ccggagaaat
gaccattctt
ttaaagacge
aacatgtaaa
tggtagecegt
acgtccagge
tgatattttt
gaaatgcegt
gcgectcectg
ttgatgttca
gccectectgt
aaggggtgac
tcagtaacaa
tgcaactggt
cgggcectaaa
tctgttgeat
cattteacta
cgetegattt
ctgcagtcac
caggagatgg
cctctttecac
caaggegege

cggtggeccac

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



tcgaattcca
cgtgeccgact
ttetggtcecg
atccatacce
ggctttttge
ttgttttgtg
agaagcagcg
ttgtaggaac
gtcaattecgt
agttgtgcca
atgccaccga
geggttgegg
tgecatggcta
agacccggga
tcecgcagaaa
aaacgcaagc
ctgggceggtt
ggttgggaag
caggggatca
tggattgcac
acaacagaca
ggttcttttt
geggetateg
tgaagcggga
tcaccttgcet
gcttgatcecg
tactcggatg
cgegecagece
cgtgacccat
attcatecgac
ccgtgatatt

tatcgceget

gcttettggg
cccagctcaa
aggagggtgt
tacttagacc
ttttegacge
tttagtetgt
cgatgcegat
cggcgaacge
tggagtccag
tggetgetgg
ccagcgegga
atccgaccac
gaccgtcgac
tttaaatcge
cggtgetgac
gcaaagagaa
ttatggacag
ccctgeaaag
agatctgatc
geaggttete
atcggetget
gtcaagaccg
tggctggeca
agggactgge
cctgecgaga
gctacctgee
gaagccggte
gaactgtteg
ggcgatgect
tgtggecegge
gctgaagage

cccgattcge

cttttgecagt
ttgeggaate
agtcaaggat
tgacttagtg
gaccctaaac
ggtggttteg
cagtggcatce
atcgtggagce
tecgecttgg
cattctttcet
teccgagtgag
cgeggttgge
atcgatgcte
tagcgggetg
cccggatgaa
agcaggtagc
caagcgaacce
taaactggat
aagagacagqg
cggcegettg
ctgatgccge
acctgteegg
cgacgggegt
tgctattggg
aagtatccat
cattcgacca
ttgtcgatca
ccaggctcaa
gettgecgaa
tgggtgtgge
ttggecggega

agcgcatege
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taggttgacce
tataaatgeg
ttgggccatg
tgggaaaatt
aaatgagacc
cgtagttttt
atcacgtaga
gecggttggea
gctgccatgg
teccatgaggg
gaaccgattt
agggtgttcet
ttctgegtta
ctaaaggaag
tgtcagctac
ttgcagtggg
ggaattgcca
ggctttettg
atgaggatcg
ggtggagagg
cgtgttcecgg
tgccctgaat
tcettgegea
cgaagtgccg
catggctgat
ccaagcgaaa
ggatgatctg
ggegegeatg
tatcatggtg
ggaccgctat
atgggctgac

cttctatege

atgetgttgg
gccagttegg
gtggagcggg
tccagggtag
taccegaggg
cttgecttaat
acactgggat
attgattgac
cggcttgtte
ttececcaagtt
gacggaagaa
gaacgatcag
attaacaatt
cggaacacgt
tgggctatct
cttacatgge
gctggggege
ccgecaagga
tttegecatga
ctattegget
ctgtcagege
gaactgcagg
gctgtgeteg
gggcaggatc
gcaatgegge
catcgcatcg
gacgaagagc
cccgacggeg
gaaaatggcc
caggacatag
cgctteeteg

cttcttgacg

179

ggacacagat
agttggttac
aaatcgtcat
aatgcaacga
taggtctcat
aaacagcaag
gagtgegtcg
gattgccgge
ttctggtgaa
gccaacgaac
gttgttcaca
gaccagaacc
gggatcctct
agaaagccag
ggacaaggga
gatagctaga
cctctggtaa
tctgatggeg
ttgaacaaga
atgactgggce
aggggegecc
acgaggcagc
acgttgtcac
tcctgtcate
ggctgecatac
agcgagcacg
atcaggggct
aggatctcgt
gettttetgg
cgttggctac
tgctttacgg

agttcttcetg

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



agcgggactce
ttcgattcceca
ggctggatga
gcgecggecg
gegetettee
ggtatcagcet
aaagaacatg
ggegttttte
gaggtggcga
cgtgcgetet
gggaagcgtg
tcgctccaag
cggtaact

<210> 51

<211> 1689
<212> ADN

tggggttcga
ccgecgectt
tcctecageg
gcccggtgtg
gettectege
cactcaaagg
tgagcaaaag
cataggctcce
aacccgacag
cetgttecga
gcgetttete

ctgggctgtyg

aatgaccgac
ctatgaaagg
cggggatcte
aaataccgceca
tcactgacte
cggtaatacg
gccagcaaaa
gccccectga
gactataaag
cectgeeget
atagctcacg

tgcacgaacce

<213> Corynebacterium jeikeium

<400> 51

atgactaact
cactecectgg
attcectacg
ggcgtcaata
gaaggcaagt
acgatggtgg
getggeggeg
gacatgcacg
cagcacggca
gtcaacgacc
cceecgegagg
gccaccgacce
gategcaage
cgegatgega
ggtgggectt

ctggacctgt

cttctgeaac
agcccatcac
gcecgeacaaa
gaaagggcaa
ccacggtgct
cgatccgega
gttatgcgeca
ccatcacege
atgctetggg
gectegetgeg
gcggattcga
tggaagatct
cagtcaccge
tcaacccgaa
tcgecaacat

cggaggttgt

cagcaatccc
cacgatecgeg
ggccaagate
gctegtgete
gatcggettg
gccgtceccag
gatcgtgceg
cgcgacgaac
catcgacceg
ccatgtggte
tatcacggeg
aaagaagcgc
gggcgacctg
cctagtgcag
cgcgcacgga

getgaccgag
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caagcgacgc
ttgggctteg
atgctggagt
cagatgcgta
getgegeteqg
gttatccaca
ggccaggaac
cgagcatcac
ataccaggcg
taccggatac
ctgtaggtat

ccecegttcag

caacccageg
gagcgcegecg
gacgttceeg
gtgaccgcaa
gcggacgegyg
gggceggtcea
atggaagaca
actctggegyg
cggcgggtga
acaggecctag
gccagcgaga
atcgggcgca
aagtgcgegg
accctgggtg
tgcaactecge

gecggetteg

ccaacctgcc
gaatcegtttt
tcttegecca
aggagaaaat
gtegttegge
gaatcagggg

cgtaaaaagg

aaaaatcgac
tttcecccctg
ctgtccgect
ctcagttcgg

cccgaceget

acgtcgaaat
gcatcccgga
ctetgeggge
tgagceccgac
tgcgecacgge
tgggcatcaa
ttaacctgea
cgatggtgga
cgtggeggeg
geggeectgg
tcatggctat
tegtggtggg
gegetatecac
gcacceccege
tgatcgcaac

gcagcgacct

180

atcacgagat
ccgggacgcce
cgctagegge
accgcatcag
tgeggegage
ataacgcagg
cegegttget
gctcaagtca
gaagcteccet
ttcteccette
tgtaggtcgt

gegecttate

cgcacaggec
ggccgetttg
ggagcgtgag
cccegegggt
agggegceag
gggeggeget
cttcacagge
caaccacgtg
ctgecctggac
tcagggcacg
cctctgtetg
ccaaacttat
cgecectgetg
actggtgcac
caccacggceqg

gggtgcggag

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5288

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

9200

960



aagttctteg
gccaccatcee
ctggagegee
ctgtttaact
ggegtecgeg
gectetgegg
caccagatct
atctacggeg
aaggataacg
gatgacccta
ccacgtatcg
ctgccgaaga
ctgttctaa
<210> 52
<211> 562
<212> PRT

acatcaagtc
gctcgcectaaa
acgtcagcaa
ctgacaccge
tggtggagtg
tgctggaggt
atcagceggt
cggcggacgt
gctgggacaa
gcgegetggg
gtgcecggatt

aacecegegge

ccgegeeggt
gcacaacggc
cattcgcaag
caccgagcgce
caacgtgtgg
cgttgatggt
cgatggtgtg
acagttegge
gctgecggtg
cgcgccaagce
cgtggtggca

cgagegcatt

<213> Corynebacterium jeikeium

<400> 52

Met Thr Asn

1

Ile Ala

Ala Gly

35

Ile
50

Lys

Lys
65

Gly
Glu Gly
Ala

Gly

Val Met

Gln

Ile

Asp

Lys

Lys

Arg

Gly

Ser Ser

Ala
20

His

Glu

Pro

Vval

Pro

Leu Val

Ala

Ser

Ala

Ala

Leu

Thr Ser

Leu Glu

Ala Leu

40

Leu
55

Arg

Val Thr

70

Thr
85

Ser

Gln
100

Thr

Ile Lys

115

Val

Met

Gly

Leu Ile

Val

Ala

Ala
120

Gly
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ggcctcgacg
gattcegtac
tteggegtgg
gctcaggteg
gccgagggeg
gtttcetgatg
gaagccacct
ccgcaggctce
tgcgtgtcga
ggccacacee
ctcaccggeg

gatgtgaacg

Pro Gln
10

Asn

Pro Ile Thr

25

Ile Pro Tyr

Ala

Glu

Ser
75

Ala Met

Gly Ala

Ile Glu

105

Arg

Ala Gly Gly

tcgecgcaac
taaaggeccgg
aacccgtggt
ccgactgggg
gtgeeggege
aggacgcccce
tgcgeacact
tgaaggacct
agacgcagta
tgcacgtceg
atgtgatgac

cgcagggggt

Pro Ser

Thr Ile

30

Gly Arg

45

Glu
60

Gly
Pro Thr
Ala

Asp

Pro Ser

Asp

Ala

Thr

val

Pro

Val

Gln

ggtcegtggtg
tttggccaac
cgcgctaaac
cgagcagttc
gaccgatctg
cagctccage
tgccacggag
ggcgtttctg
ctccttecage
cgagctggta
tetgecggge

tatctegggg

val Glu

Glu Arg

Lys Ala

Asn Arg

Ala Gly

80

Arg Thr

95

Gly Pro

110

Gly Tyr

125

181

Ala

Gln Ile

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1689



val

Ile

145

Gln

Leu

Thr

Glu

225

Asp

Thr

Gly

His

Glu

305

Lys

Thr

val

Arg

Pro

130

Thr

His

Cys

Gly

Ala

210

Asp

Arg

Ala

Gly

Gly

290

val

Phe

val

Leu

Lys
370

Met

Ala

Gly

Leu

Gly

185

Ala

Leu

Lys

Leu

Thr

275

Cys

Val

Phe

Val

Lys

355

Phe

Glu

Ala

Asn

Asp

180

Pro

Ser

Lys

Pro

Leu

260

Pro

Asn

Leu

Asp

val

340

Ala

Gly

Asp

Thr

Ala

165

Val

Gly

Glu

Lys

vVal

245

Arg

Ala

Ser

Thr

Ile

325

Ala

Gly

val

Ile

Asn

150

Leu

Asn

Gln

Ile

Arg

230

Thr

Asp

Leu

Leu

Glu

310

Lys

Thr

Leu

Glu

Asn

135

Thr

Gly

Asp

Gly

Met

215

Ile

Ala

Ala

val

Ile

295

Ala

Ser

Ile

Ala

Pro
375

Leu

Leu

Ile

Arg

Thr

200

Ala

Gly

Gly

Ile

His

280

Ala

Gly

Arg

Arg

Asn

360

Val

His

Ala

Asp

Ser

185

Pro

Ile

Arg

Asp

Asn

265

Gly

Thr

Phe

Ala

Ser

345

Leu

val
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Phe Thr

Ala Met
155

Pro Arg
170

Leu Arg

Arg Glu

Leu Cys

Ile Val

235

Leu Lys
250

Pro Asn

Gly Pro

Thr Thr

Gly Ser

315

Gly Gly

330

Leu Lys

Glu Arg

Ala Leu

Gly

140

Val

Arg

His

Gly

Leu

220

val

Cys

Leu

Phe

Ala

300

Asp

Leu

His

His

Asn
380

182

Asp

Asp

Val

vVal

Gly

205

Ala

Gly

Ala

Val

Ala

285

Leu

Leu

Asp

Asn

Val

365

Leu

Met

Asn

Thr

Val

190

Phe

Thr

Gln

Gly

Gln

270

Asn

Asp

Gly

val

Gly

350

Ser

Phe

His

His

Trp

175

Thr

Asp

Asp

Thr

Ala

255

Thr

Ile

Leu

Ala

Ala

335

Asp

Asn

Asn

Ala

val

160

Arg

Gly

Ile

Leu

Tyr

240

Ile

Leu

Ala

Ser

Glu

320

Ala

Ser

Ile

Ser



Asp

385

Gly

Ala

Asp

Gly

Ala

465

Lys

Tyr

Thr

vVal

Pro

545

Leu

Thr

val

Thr

Glu

Vval

450

Asp

Asp

Ser

Leu

Ala

530

Ala

Phe

Ala

Arg

Asp

Asp

435

Glu

Val

Asn

Phe

His

515

Leu

Ala

Thr

val

Leu

420

Ala

Ala

Gln

Gly

Ser

500

val

Thr

Glu

Glu

val

405

Ala

Pro

Thr

Phe

Trp

485

Asp

Arg

Gly

Arg

Arg

390

Glu

Ser

Ser

Leu

Gly

470

Asp

Asp

Glu

Asp

Ile
550

Ala

Cys

Ala

Ser

Arg

455

Pro

Lys

Pro

Leu

Val

535

Asp

Gln

Asn

Val

Ser

440

Thr

Gln

Leu

Ser

val

520

Met

vVal
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Val Ala

val Trp
410

Leu Glu
425

His Gln

Leu Ala

Ala Leu

Pro Val

490

Ala Leu

505

Pro Arg

Thr Leu

Asn Ala

Asp

395

Ala

Val

Ile

Thr

Lys

475

Cys

Gly

Ile

Pro
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REIVINDICACIONES

1. Método para la produccién de L-metionina en una corinebacteria, seleccionada del grupo que consiste en la
especie Corynebacterium glutamicum, Corynebacterium acetoglutamicum, Corynebacterium acetoacidophilum,
Corynebacterium thermoaminogenes, Corynebacterium melassecola y Corynebacterium effiziens, en el que la
corinebacteria se obtiene mediante modificacién genética a partir de un organismo de partida productor de metionina
que es una corinebacteria de tipo salvaje o una corinebacteria que ya posee alteraciones genéticas en comparacion
con la corinebacteria de tipo salvaje, de manera que la actividad enzimatica de un sistema de escisidon de glicina
(GCS) esta incrementado en dicho microorganismo en comparacion con el organismo de partida, y en el que la
cantidad y/o actividad de acido lipoico sintasa (lipA), lipoil tansferasa (lipB) o lipA y lipB estan incrementadas en
dicha corinebacteria en comparacioén con el organismo de partida.

2. Método segun la reivindicacion 1, en el que la corinebacteria se obtiene mediante modificacion genética de un
organismo de partida de manera que la cantidad y/o actividad de

glicina descarboxilasa dependiente de PLP (gcvP),

enzima sintetizadora de N° N'®-metileno-THF (gevT) y

aminometil transferasa que contiene lipoamida (gcvH)

estan incrementadas en dicho microorganismo en comparacion con el organismo de partida.

3. Método segun la reivindicacion 1 6 2, en el que las secuencias codificantes para gcvP, gevT, gcvH, lipA'y lipB son
de C. jeikeium.

4. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que las secuencias codificantes para gcvP, gcvT,
gcvH, lipA 'y lipB son de E. coli.

5. Corinebacteria seleccionada del grupo que consiste en la especie Corynebacterium glutamicum, Corynebacterium
acetoglutamicum, Corynebacterium acetoacidophilum, Corynebacterium thermoaminogenes, Corynebacterium
melassecola y Corynebacterium effiziens, en la que dicha corinebacteria se obtiene mediante modificacion genética
a partir de un organismo de partida productor de metionina que es una corinebacteria de tipo salvaje o una
corinebacteria que ya posee alteraciones genéticas en comparacion con la corinebacteria de tipo salvaje, de manera
que la actividad enzimatica de un sistema de escision de glicina (GCS) esta incrementada en dicha corinebacteria en
comparacion con el organismo de partida, y en la que la cantidad y/o actividad de lipA, lipB o lipA y lipB estan
incrementadas en dicha corinebacteria en comparacion con el organismo de partida.

6. Corinebacteria segun la reivindicacion 5, en la que la corinebacteria es una cepa de C. glutamicum.

7. Corinebacteria segun las reivindicaciones 5 6 6, en el que la corinebacteria se obtiene mediante modificacion
genética a partir de un organismo de partida de manera que la cantidad y/o actividad de gcvP, gcvT y gcvH estan
incrementadas en dicha corinebacteria en comparacion con el organismo de partida.

8. Corinebacteria segun la reivindicacion 7, en la que las secuencias codificantes para gcvP, gcvT, gcvH, lipA'y lipB
son de C. jeikeium.

9. Corinebacteria segun la reivindicacion 7, en la que las secuencias codificantes para gcvP, gcvT, gcvH, lipA'y lipB
son de E. coli.
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