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DESCRIPCION

Células y procedimiento para la produccién de acetona

Campo de la invencion

Es objeto de la invencién un procedimiento para la produccién de acetona.
Estado de la técnica

Proceso ABE en Clostridium

El proceso clasico de fermentacién ABE, es decir, la produccion microbiana de acetona, butanol y etanol, era
durante mucho tiempo el segundo proceso biotecnolégico a nivel mundial directamente tras la fermentacion de
etanol con levaduras. La fermentacion ABE comercial comenzé en 1916 en Inglaterra, donde, entre otros, Chaim
Weizmann, descubrid la aptitud de Clostridium acetobutylicum para la formacion del disolvente acetona, butanol y
etanol. El proceso se aplicé hasta finales de los afios 50 en el mundo occidental, en Sudafrica incluso hasta 1981.

Dos motivos principales son responsables de que se ajustara este proceso: por una parte, la sintesis quimica de
acetona y butanol se hizo cada vez mas conveniente, y por otra parte el precio de los substratos de fermentacion
aumento en gran medida. Especialmente se elevd el precio de melaza debido a su empleo como aditivo a piensos
para vacas.

Los costes crecientes de productos previos petroquimicos, asi como de nuevas posibilidades tecnoldgicas en el
campo de ingenieria de vias de microorganismos exploran ahora nuevas opciones para el desarrollo de cepas de
alto rendimiento y procesos de fermentacion comerciales para la produccion de disolventes, como acetona.

La fermentacion ABE clasica se basa en el organismo Clostridium acetobutylicum 'y Clostridium beijerinckii. Ambos
son Gram-positivos y se propagan bajo condiciones estrictamente anaerobias. Estos organismos pueden
transformar mono-, di- y polisacaridos, siendo melaza y almidén los substratos empleados principalmente en la
fermentacion.

El proceso de fermentacion con C. acetobutylicum se subdivide en dos fases. En la primera fase, la formacion de
biomasa va acomparfiada de la formacion de acetato, butirato y trazas de etanol (“fase acidogena®). En la segunda
fase, la denominada “fase solventogénica“ se utilizan los acidos para formar los productos de fermentacion acetona,
butanol y etanol (ABE). Los productos acetona, butanol y etanol se forman en el tipo salvaje C. acetobutylicum en
proporcidon de aproximadamente 3 : 6 : 1. Esta proporcion de producto se puede variar en gran medida segun
condiciones de cultivo seleccionadas (por ejemplo pH o alimentacion de nutrientes), o substratos empleados.

Los enzimas de la biosintesis de disolventes de acetona, butanol y etanol son sensiblemente puros y estan
caracterizados desde el punto de vista bioquimico (véase figura 1; Duerre, P., y Bahl, H. 1996. Microbial production
of acetone/butanol/isopropanol. En: Biotechnology, vol. 6, 2nd ed. M. Roehr, (ed.),VCH Verlagsgesellschaft mbH,
Weinheim, Germany. paginas 229-268. Duerre, P. 1998. New insights and novel developments in clostridial
acetone/butanol/isopropanol fermentation. Appl. Microbiol. Biotechnol.49: 639-648.). También se presenta la
secuencia genémica de C. acetobutylicum (Noelling, J., Breton, G., Omelchenko, M. V. & 16 other authors (2001).
Genome sequence and comparative analysis of the solvent-producing bacterium Clostridium acetobutylicum. J
Bacteriol 183, 4823-4838.).

Se generaron ya cepas de Clostridium acetobutylicum, en las que la producciéon de acetona es independiente de la
produccion de butanol y etanol, de modo que estas cepas producen solo acetona (Mermelstein et al. (1993).
Metabolic engineering of Clostridium acetobutylicum ATCC824 for increased solvent production by enhancement of
acetone formation enzyme activities using a synthetic operon. Biotech. Bioeng. 42:1053-1060.; Nair, R.V., and
Papoutsakis, E.T. 1994). Los titulos medidos para acetona se situaban en principio bajo las concentraciones de las
del tipo salvaje.

En la figura 2 se representa la via metabdlica clasica, caracterizada en Clostridium, para la sintesis de acetona. Esta
via parte de Acetyl-CoA, un metabolito central, que se forma en todos los microorganismos, independientemente de
la fuente de C que se metaboliza o de las vias metabdlicas que se establecen. Son enzimas que se requieren: la -
cetotiolasa, las dos subunidades de acetil-CoA/butiril-CoA-transferasa, y la acetoacetato-decarboxilasa.
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Se pudo mostrar que la expresion heterologa de estos enzimas de C. acetobutylicum en Escherichia coli, que
catalizan la formacion de acetona partiendo de acetil-CoA (acetoacetato-decarboxilasa, acetil-CoA/butiril-CoA-
transferasa y tiolasa), conduce a una formaciéon de acetona en este organismo de aproximadamente 150 mM,
produciéndose también, no obstante, cantidades elevadas de acetato (50 mM) de modo desfavorable (Bermejo L. L.,
N. E. Welker, E. T. Papoutsakis. 1998. Expression of Clostridium acetobutylicum ATCC 824 Genes in Escherichia
coli for Acetone Production and Acetate Detoxification. Appl. Env. Microbiol. 64:1079-1085).

En este caso, un inconveniente ulterior consiste en que la acetona se produjo solo bajo condiciones aerobias, ya que
los equivalentes redox, que se producen durante la metabolizacion de glucosa para dar acetil-CoA, no se pueden
reoxidar bajo condiciones anaerobias.

Todos los procedimientos descritos es comun que requieren fuentes de carbono desfavorablemente complejas,
como por ejemplo azucar.

Células acetégenas

Son conocidas células acetégenas, es decir, células que son aptas para formar acetato por medio de respiracion
anaerobia.

A las bacterias acetdégenas pertenecen, por ejemplo, tipos de la especie Acetobacterium, como A. woodii y
Clostridium aceticum.

El documento WO0068407 describe el empleo de bacterias acetdgenas para la produccion de etanol.

Recientemente también se presenta la secuencia genémica de C. ljungdahli. De C. aceticumy C. carboxidivorans no
se ha publicado aun una secuencia genémica. Sin embargo se sabe que C. aceticum porta adicionalmente un
plasmido (5,6 kBp, Lee et al., 1987). Actualmente no se han publicado técnicas para modificar genéticamente estos
organismos.

El grupo de bacterias acetdgenas pertenece a las procariotas anaerobias, que pueden utilizar CO2 como aceptor de
electrones terminal y forman acetato en este caso. Actualmente se cuentan 21 especies diferentes entre los
acetogenos (Drake et al., 2006), a las que pertenecen también algunos Clostridios (Drake & Kiisel, 2005). Estas son
aptas para utilizar diéxido de carbono mas hidrégeno, o también mondxido de carbono, como fuente de carbono y
energia (Wood, 1991). Ademas, también se pueden utilizar alcoholes, aldehidos, acidos carboxilicos, asi como
numerosas hexosas como fuente de carbono (Drake et al., 2004). La via metabdlica reductiva, que conduce a la
formacion de acetato, se denomina acetil-CoA-o via de Wood-Ljungdahl.

Era tarea de la invencion poner a disposicidon un procedimiento con el que se pudiera producir acetona a partir de
fuentes de carbono disponibles de manera ubicua.

Descripcion de la invencion
Sorprendentemente se descubrié que el procedimiento descrito a continuacién soluciona la tarea de la invencion.

Es objeto de la presente invencidon un procedimiento para la produccion de acetona como se describe en la
reivindicacion 1.

Una ventaja de la invencion consiste en que las células se pueden cultivar en condiciones anaerobias y, por lo tanto,
de modo especialmente conveniente desde el punto de vista energético.

Otra ventaja de la invencion consiste en que las células segun la invencion contribuyen a una reduccion de didxido
de carbono, nocivo para el clima.

Otra ventaja de células segun la invencién es un aumento de rendimiento mediante produccion de acetona a partir
de diéxido de carbono e hidrégeno.

Es objeto de la presente invencion una célula acetdgena que sea capaz de formar acetona.

En relacion con la presente invencion, bajo el concepto “células acetégenas” se entiende células que son aptas para
formar acetato por medio de respiracién anaerobia.
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Todos los porcentajes indicados son porcentajes en peso si no se indica lo contrario.

En el caso de las células acetégenas se trata preferentemente de una célula aislada, en especial de una célula
modificada mediante técnica génica. Segun la invencion es preferente una célula que es capaz de formar acetona a
partir de al menos una fuente de carbono seleccionada a partir del grupo que comprende diéxido de carbono y
monoxido de carbono. De modo especialmente preferente, la célula acetégena segun la invencion es capaz de
formar acetona a partir de mondéxido de carbono y diéxido de carbono.

Es suficientemente sabido por el especialista que, con ayuda de técnica génica recombinante, se pueden mejorar
rendimientos de producto en sistemas bioldgicos. Por lo tanto, segun la invenciéon es ademas preferente que la
célula acetdégena se modificara frente a su tipo salvaje mediante técnica génica, de modo que sea capaz de formar
mas acetona en comparacion con su tipo salvaje.

La formulacion “que sea capaz de formar mas acetona en comparacién con su tipo salvaje” se refiere también al
caso en el que el tipo salvaje de la célula modificada mediante técnica génica no sea capaz de formar acetona en
absoluto, al menos cantidades identificables de este compuesto, y solo tras la modificacion mediante técnica génica
se pueden formar cantidades identificables de este componente.

Se denomina un “tipo salvaje“ de una célula preferentemente una célula cuyo genoma se presenta en un estado
como es objeto de la presente invencion. Un procedimiento para la producciéon de acetona, que comprende los
pasos de procedimiento:

A) puesta en contacto de una célula acetdgena, que es capaz de formar acetona, con un medio nutriente que
contiene al menos una fuente de carbono seleccionada a partir del grupo que comprende didxido de
carbono y monoxido de carbono;

B) cultivo de la célula bajo condiciones que posibiliten formar acetona a la célula;

C) en caso dado aislamiento de la acetona formada,

caracterizado por que la célula presenta una actividad acrecentada en comparacion con su tipo salvaje de al menos
uno de los siguientes enzimas:

un enzima E1, que cataliza la reaccion de acetil-coenzima A para dar acetoacetil-coenzima A;
un enzima E2, que cataliza la reaccion de acetoacetil-coenzima A para dar acetoacetato;
un enzima E3, que cataliza la reaccién de acetoacetato para dar acetona,

por que la célula procedente de al menos una fuente de carbono, seleccionada a partir del grupo que contiene
diéxido de carbono y mondxido de carbono, es capaz de formar acetona, y

por que la célula se modific6 mediante técnica génica frente a su tipo salvaje, de modo que sea capaz de formar
mas acetona en comparacion con su tipo salvaje.

En relacion con la presente invencion, bajo el concepto “células acetégenas” se entiende células que son aptas para
formar acetato por medio de respiracion anaerobia. Todos los porcentajes indicados son porcentajes en peso si no
se indica lo contrario.

En el caso de las células acetégenas se trata preferentemente de una célula aislada, en especial de una célula
modificada mediante técnica génica. Segun la invencion es preferente una célula que es capaz de formar acetona a
partir de al menos una fuente de carbono seleccionada a partir del grupo que comprende diéxido de carbono y
monoxido de carbono. De modo especialmente preferente, la célula acetégena segun la invencion es capaz de
formar acetona a partir de monéxido de carbono y diéxido de carbono.

Es suficientemente sabido por el especialista que, con ayuda de técnica génica recombinante, se pueden mejorar
rendimientos de producto en sistemas bioldgicos. La célula acetdgena se modifici6 mediante técnica génica frente a
su tipo salvaje, de modo que sea capaz de formar mas acetona en comparacion con su tipo salvaje.

La formulacion “que sea capaz de formar mas acetona en comparacion con su tipo salvaje” se refiere también al
caso en el que el tipo salvaje de la célula modificada mediante técnica génica no sea capaz de formar acetona en
absoluto, al menos cantidades identificables de este compuesto, y solo tras la modificacion mediante técnica génica
se pueden formar cantidades identificables de este componente.
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Se denomina un “tipo salvaje“ de una célula preferentemente una célula cuyo genoma se presenta en un estado
como se ha producido naturalmente debido a la evolucién. El concepto se emplea tanto para la célula total, como
también para algunos genes. Por lo tanto, no corresponden al concepto “tipo salvaje” en especial aquellas células, o
bien aquellos genes cuyas secuencias génicas se han modificado al menos parcialmente por el hombre mediante
procedimientos recombinantes.

Estas células son modificadas mediante técnica génica, de modo que puedan formar mas acetona a partir de una
fuente de carbono en comparacioén con su tipo salvaje.

Es este caso, segun la invencion es preferente que la célula acetégena sea modificada mediante técnica génica, de
modo que, en un intervalo de tiempo definido, preferentemente en el intervalo de 2 horas, de modo adn mas
preferente en el intervalo de 8 horas, y en el mas preferente de los casos en el intervalo de 24 horas, forme al menos
el doble, de modo especialmente preferente al menos 10 veces, ademas preferentemente al menos 100 veces,
ademas de modo aun mas preferente al menos 1000 veces, y en el mas preferente de los casos al menos 10 000
veces mas acetona que el tipo salvaje de la célula. En este caso, el aumento de la formacion de producto se puede
determinar, a modo de ejemplo, cultivandose en un medio nutriente apropiado la célula segun la invencion y la célula
de tipo salvaje, respectivamente por separado bajo las mismas condiciones (misma densidad celular, mismo medio
nutriente, mismas condiciones de cultivo) durante un intervalo de tiempo determinado, y determinandose a
continuacion la cantidad de producto objetivo (acetona) en el medio nutriente.

La célula presenta una actividad acrecentada en comparacion con su tipo salvaje de al menos uno de los siguientes
enzimas:

un enzima E1, que cataliza la reaccion de acetil-coenzima A para dar acetoacetil-coenzima A;
un enzima E», que cataliza la reaccion de acetoacetil-coenzima A para dar acetoacetato;
un enzima Es, que cataliza la reaccion de acetoacetato para dar acetona.

Bajo la formulacion empleada anteriormente y en las explicaciones siguientes “una actividad de un enzima Ex
acrecentada en comparacion con su tipo salvaje” siempre se debe entender preferentemente una actividad del
respectivo enzima Ex acrecentada en un factor de al menos 2, de modo especialmente preferente de al menos 10,
ademas preferentemente de al menos 100, ademas de modo aun mas preferente de al menos 1000, y en el mas
preferente de los casos de al menos 10 000. Ademas, la célula segun la invencion, que presenta “una actividad de
un enzima E acrecentada en comparacion con su tipo salvaje“, comprende en especial también una célula cuyo tipo
salvaje no presenta una actividad, o al menos una actividad identificable, de este enzima E4, y que muestra una
actividad identificable de este enzima Ex solo tras aumento de la actividad enzimatica, a modo de ejemplo debido a
sobreexpresion. En este contexto, el concepto “sobreexpresion”, o la formulacién “aumento de la expresion®
empleada en las siguientes explicaciones, comprende también el caso en el que una célula de partida, a modo de
ejemplo una célula de tipo salvaje, no presente una expresion, o al menos una expresion identificable, y se induzca
una expresion identificable del enzima Ex solo mediante procedimientos recombinantes.

En este contexto, son células especialmente preferente aquellas en las que estd aumentada la actividad del
siguiente enzima, o bien de los siguientes enzimas: E4, Ep, E3, E1 + E> , E1 + E3, E» + E3, E1 + E> + Ej3, siendo
especialmente preferente E1 + E; + Es.

Ademas, segun la invencion es preferente que en el caso del enzima Ei se trate de una acetil-CoA-C-
acetiltransferasa (EC 2.3.1.9); en el caso del enzima E; se trata de una butirato-acetoacetato-CoA-Transferase (EC
2.8.3.9) o de una acil-CoA-hidrolasa (EC 3.1.2.20); en el caso del enzima E; se trata de una acetoacetato-
decarboxilasa (EC 4.1.1.4);

el enzima empleado como enzima E1 de modo especialmente preferente es thlA de Clostridium acetobutylicum.

Butirato-acetoacetato-CoA-transferasas empleadas de modo especialmente preferente como enzima E; son ctfA y
ctfB de Clostridium acetobutylicum y atoD y atoA de Escherichia coli. Acil-CoA hidrolasas empleadas de modo
especialmente preferente como enzima E; son fell de B. subtilis, o bien ybgC de Heamophilus influenzae. El enzima
empleado de modo especialmente preferen como enzima E3 es adc de Clostridium acetobutylicum.

Una céula acetégena segun la invencion es preferentemente un microorganismo, preferentemente una bacteria, y de
modo especialmente preferente una bacteria anaerobia, en especial una bacteria en forma de vara, grampositiva.
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De modo muy especialmente preferente se emplean células acetdgenas seleccionadas a partir del grupo que
comprende Thermoanaerobacter Kivui, Acetobacterium woodii, Acetoanaerobium notera, Clostridium aceticum,
Butyribacterium methylotrophicum, Moorella thermoacetica, Eubacterium limosum, Peptostreptococcus productus,
Clostridium ljungdahlii y Clostridium carboxidivorans. Una bacteria especialmente apropiada es Clostridium
carboxidivorans, en especial aquellas cepas como "P7" y "P11". Tales células se describen, a modo de ejemplo, en
los documentos US 2007/0275447 y US 2008/0057554.

Otra bacteria especialmente apropiada es Clostridium ljungdabhlii, en especial cepas seleccionadas a partir del grupo
que comprende Clostridium ljungdahlii PETC, Clostridium ljungdahlii ERI2, Clostridium ljungdahlii CO1 y Clostridium
ljungdahlii O-52 y se describen en los documentos WO 98/00558 y WO 00/68407.

La célula acetdégena segun la invencion es capaz de formar acetona a partir de al menos una fuente de carbono
seleccionada a partir del grupo que contiene dioxido de carbono y monoxido de carbono, preferentemente bajo
condiciones anaerobias.

Respecto a la fuente de estos substratos es evidente que que existen muchas posibles fuentes para la puesta a
disposicion de CO, o bien CO,, como fuente de carbono. Es obvio que en la practica se puede emplear como fuente
de carbono de la presente invencion cualquier gas, o bien cualquier mezcla gaseosa que sea apta para abastecer la
célula acetégena de cantidades suficientes de carbono, para que ésta sea capaz de realizar esta respiracion
anaerobia y formar acetona.

En el procedimiento segun la invencion es preferente que la fuente de carbono se ponga a disposicion mediante
gases de escape, como por ejemplo gas de sintesis, gas de humo, gases de escape de refinerias de petréleo, gases
producidos mediante fermentacion de levaduras o fermentacion clostridiana, gases de escape de la gasificacion de
materiales que contienen celulosa, o de la gasificacion de carbono.

Estos gases de escape no se tienen que haber producido necesariamente como fendmenos secundarios de otros
procesos, sino que se pueden producir adicionalmente para el empleo en el procedimiento segun la invencion.

Es evidente que en la practica se puede emplear como fuente de carbono de la presente invencién cualquier gas de
escape que sea apto para abastecer la célula acetdgena con cantidades suficientes de carbono, para que ésta
pueda realizar su respiraciéon anaerobia.

En un acondicionamiento preferente del procedimiento segun la invencion, la fuente de carbono es gas de sintesis.

Se puede poner a disposicion gas de sintesis, por ejemplo, a partir del producto secundario de gasificacion de
carbono. Por consiguiente, la célula acetégena transforma una substancia, que es un producto de desecho, en una
valiosa materia prima.

Alternativamente, se puede poner a disposicion gas de sintesis mediante la gasificacion de materias primas bastante
disponibles, econémicas, agricolas, para el procedimiento segun la invencion.

Existen numerosos ejemplos de materias primas que se pueden transformar en gas de sintesis, ya que casi todas
las formas de vegetacion se pueden utilizar con este fin. Se seleccionan materias primas preferentes a partir del
grupo que comprende hiermas perennes, como Chinaschilf, residuos de cereales, desechos de eleaboracién, como
serrin.

En general se obtiene gas de sintesis en una instalacion de gasificacion a partir de biomasa desecada, en principio
mediante pirdlisis, oxidacion parcial y reformado con vapor, siendo los productos primarios CO, Hz y COx.

Normalmente se elabora una parte del gas producto para optimizar rendimientos de producto y evitar la formacion de
alquitran. El craqueado de alquitran no deseado en gas de sintesis y CO se puede llevar a cabo bajo empleo de cal
y/o dolomita. Estos procesos se describen en detalle, por ejemplo, en Reed, 1981 (Reed, T.B.,1981, Biomass
gasification: principles and technology, Noves Data Corporation, Park Ridge, NJ.)

También se pueden emplear mezclas de diversas fuentes como fuente de carbono.

Los medios nutrientes empleados en el procedimiento segun la invenciéon deben cumplir de modo apropiado los
requisitos de la respectiva cepa. Se incluyen descripciones de medios nutrientes de diversos microorganismos en el
manual "Manual of Methods for General Bacteriology" de la American Society for Bacteriology (Washington D. C.,
USA, 1981).
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Ademas de las fuentes de carbono, el medio nutriente contiene en especial nitrégeno y fuentes de fésforo, sales, asi
como agentes para el control de pH.

Como fuente de nitrégeno se pueden emplear compuestos organicos nitrogenados, como peptonas, extracto de
levadura, extracto de pescado, extracto de malta, agua de remojo de maiz, harina de habas de soja y urea, o
compuestos inorganicos, como sulfato amonico, cloruro amonico, fosfato amoénico, carbonato amonico y nitrato
amonico. Las fuentes de nitrdgeno se pueden emplear por separado o como mezcla.

Como fuente de fosforo pueden estar contenidos acido fosférico, dihidrogenofosfato potasico o hidrogenofosfato
dipotasico, o las correspondientes sales que contienen sodio, en el medio nutriente. EI medio de cultivo debe
contener ademas sales de metales, como por ejemplo sulfato de magnesio o sulfato de hierro, que son necesarios
para el crecimiento. Finalmente se pueden emplear substancias de crecimiento esenciales, como aminoacidos y
vitaminas, adicionalmente a las substancias citadas anteriormente.

Las citadas substancias de empleo se pueden afadir al cultivo en forma de una Unica carga, o alimentar de modo
apropiado durante el cultivo.

Para el control de pH del cultivo se emplean compuestos basicos, como hidroxido sédico, hidréxido potasico,
amoniaco, o bien agua amoniacal, o compuestos acidos, como acido fosférico o acido sulfurico, de modo apropiado.
Para el control del espumado se pueden emplear agentes antiespumantes, como por ejemplo poliglicolésteres de
acidos grasos. Para el mantenimiento de la estabilidad de plasmidos se pueden afiadir al medio substancias de
accion selectiva apropiadas, como por ejemplo antibiéticos.

En el paso de procedimiento B) del procedimiento segun la invencidon se cultivan las células acetégenas bajo
condiciones que posibilitan formar acetona. Este cultivo tiene lugar preferentemente bajo condiciones anaerobias.

En este caso, las células segun la invencién, modificadas mediante técnica génica, se pueden poner en contacto, y
por consiguiente cultivar con el medio nutriente continua o discontinuamente en procedimiento por cargas (cultivo
discontinuo) o en procedimiento de cargas de alimentacion (procedimiento de alimentacién), o procedimiento de
carga de alimentacion reiterada (procedimiento de alimentacion repetitiva) para la produccion de acetona.

También es concebible un procedimiento semicontinuo, como se describe en el GB-A-1009370. Se describe una
sinopsis sobre métodos de cultivo conocidos en el manual de Chmiel ("Bioprozesstechnik 1. Einflihrung in die
Bioverfahrenstechnik" (Gustav Fischer Verlag, Stuttgart, 1991)) o en el manual de Storhas ("Bioreaktoren und
periphere Einrichtungen", editorial Vieweg, Braunschweig/Wiesbaden, 1994).

Se describen otros procedimientos convenientemente apropiados para el cultivo de la célula acetégena en el paso
de procedimiento b), por ejemplo, en el informe DOE "Bench-scale Demonstration of Biological Production of Ethanol
from Coal Synthesis Gas", Topical Report 5, Noviembre 1995 (DOE Contract Number DE-AC22-92PC92118) y en
los documentos WO 98/00558, WO 00/68407 y WO 02/08438.

En el paso C) del procedimiento segun la invencion se puede aislar la acetona formada mediante las células, en
caso dado a partir de las células y/o del medio nutriente, entrando en consideracion para el aislamiento todos los
métodos conocidos por el especialista para el aislamiento de substancias de bajo peso molecular a partir de
composiciones complejas.

En este punto citense de manera ejemplar la precipitacion por medio de disolventes apropiados, la extraccion por
medio de disolventes apropiados, la complejacion, a modo de ejemplo por medio de ciclodextrinas o derivados de
ciclodextrina, la cristalizacion, la purificaciéon, o bien aislamiento por medio de métodos cromatograficos, o la
transformacion de acetona en derivados facilmente separables.

Para el empleo en el paso de procedimiento C) son apropiados en especial procedimientos de separacion
destilativos.

La invencion se describe de manera ejemplar en los ejemplos indicados a continuacion, sin que la invencion, cuya
amplitud de aplicacion resulta de la descripcion total y las reivindicaciones, deba estar limitada a las formas de
realizacion citadas en los ejemplos.

Las siguientes figuras son componente de la manifestacion:

Figura 1: via biosintética del proceso ABE clasico, clostridiano.
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Figura 2: via biosintética de acetona en C. acetobutylicum
Figura 3: mapa plasmidico pUC_adc_ctfAB_thlA:

Figura 4: mapa plasmidico pIMP_adc_ctfAB_thlA:
Ejemplos:
Ejemplo 1. Clonacion de vectores de expresion

Para la produccién de acetona en células acetégenas se llevaron a cabo las clonaciones en E. coli XL2 blue. A tal
efecto se elaboraron los genes ctfA y ctfB de Clostridium acetobutylicum, o bien atoA y atoD de E. coli,
o bien tell de B. subtilis, asi como, o bien ybgC  de Heamophilus  influenzae
junto con los genes thlA y adc de C. acetobutylicum sobre el plasmido pIMP1 (Mermelstein et al., 1992).

En la tabla 1 se recoge una sinopsis sobre los correspondientes plasmidos de expresion.

Tabla 1: plasmidos

Plasmido CoA-transferasaltioesterasa de Seq ID No
pIMP_adc_ctfAB_thlA C. acetobutylicum 13
pIMP_adc_atoDA thlA E. coli 14
pIMP_adc_tell_thlA B. subtilis 15
pIMP_adc_ybgC_thlA H. influenzae 16

La clonacion de los genes se efectud secuencialmente. A tal efecto, en primer lugar se disefiaron oligonucleotidos
(tabla 2) para la amplificacion de los genes, bajo introduccion de puntos de corte correspondiente, y a continuacion
se amplificaron todos los fragmentos.

Tabla 1: oligonucleétidos

Nombre Secuencia (5' — 3')¥) Punto de corte Seq ID No
adc fw GGAAGGTACCTTTTATG Acc65l 1
adc rev GTAACTCTGAATTCTATTACTTAAG EcoRlI 2
atoDA fw CACAACGGTGGATCCAAGAG BamHI 3
atoDA rev CGCGATATGGTACCAATCAT Acc65I| 4
CtfAB fw GAATTTAAAAGGAGGGATCCAAATGAAC BamHI 5
CtfAB rev GTTTCATAGTATTGGTACCTAAACAGC Accb65l 6
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Nombre Secuencia (5' — 3')¥) Punto de corte Seq ID No
thl fw CTCAGGTCGACTTCAAGAAG Sall 7

thl rev CAGAGTTATTTTTAAGGATCCTTTCTAGC BamHI 8

tell fw CAATTGGGATCCGATAACAATTTCACACAG BamHI 9

tell rev GAGATCTGGTACCCGGTTAAATGATCGGA Accb65l 10

ybgc fw CTCTAGAAGGATCCTGTTTAACTTTAAG BamHI 11

ybgc rev ATTGGGTACCTCATTGCATACTCCG Acc65l 12

Los fragmentos correspondientes se amplificaron del ADN gendmico por medio de métodos PCR convencionales, se
separaron por electroforesis y se purificaron.

Generacion de pUC_adc_ctfAB_thlA:

En el primer paso se cloné adc a través de los puntos de corte Acc65l y EcoRlI en el vector pUC18 y a continuacion
se afadio thiA a través de Sall y BamHI. En el ultimo paso se clonaron ctfA y ctfB en un paso, ya que esta
organizado como operén en C. acetobutylicum, a través de los puntos de corte BamHI y Acc65l. En el vector
resultante de ello pUC_adc_ctfAB_thlA se presentan ahora los genes necesarios para la produccion de acetona en
un operon.

La figura 3 muestra el plasmido pUC resultante.

Generacion de pIMP_adc_ctfAB_thlA:

A continuacion se efectud la reclonacion del cassette génico en el vector pIMP1 a través de la endonucleasa de
restriccion Sall y EcoRl, de lo que resulté el plasmido de expresion pIMP_adc_ctfAB_thlA, véase la figura 4.

Generacion de pIMP_adc_atoDA_thlA, pIMP_adc_tell_thlA 'y pIMP_adc_ybgC_thlA:

Para la generacion de los vectores pIMP_adc_atoDA_thlA, pIMP_adc_tell_thlA y pIMP_adc_ybgC_thlA se cortaron
los genes ctfA y ctfB a partir del vector pIMP_adc_ctfAB_thlA a través de los puntos de corte BamHI y Acc65l. Se
amplificaron atoD y atoA, que estan organizados en E. coli en un operén, y del mismo modo los genes tell de B.
subtilis y ybgC de H. infuenzae, generandose los puntos de corte BamHI y Acc65l.

Estos fragmentos se clonaron en primer lugar de este modo en el vector pDrive (atoDA), o bien pUC19 (tell y ybgC).
A continuacion se efectud la reclonacion de estos genes a partir de los vectores pDrive, o bien pUC, para lo cual se
cortaron los cassettes génicos a través de los puntos de corte BamHI y Acc65I, se purificaron y se ligaron en el
esqueleto vectorial restringido como se describe anteriormente (Acc651 y BamHIl) y purificado de
pIMP_adc_ctfAB_thlA.

Ejemplo 2: sintesis de acetona en E. Coli

Todas las variantes de plasmido obtenidas (véase tabla 1) se examinaron sobre la formacion de acetona para el
control sobre funcionalidad en la cepa de clonacion de E. coli XL2-blue. Los andlisis se efectuaron en escala de 100
ml en medio TY con ampicilina (100 pyg/ml). Tras inoculacién a partir de cultivos previos correspondientes a una
densidad optica (600 nm) de 0,1 se efectud una incubacion a 37 °C y 150 Upm. La densidad optica se siguid
mediante fotometria, y en determinados momentos se extrajeron muestras durante un intervalo de tiempo de
aproximadamente 50 h, y se determind la concentracion de acetona y acetato en el exceso de medio exento de
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células mediante cromatografia de gases. En este caso se mostré que, con la combinacién de genes clostridianos
(thlA y adc) con atoDA de E. coli se produjeron hasta 80 mM de acetona. Con genes puramente clostridianos (th/A,
CtfAB, adc) se produjeron 5 mM de acetona y con las combinaciones genes clostridianos (th/A y adc) con tell de B.
subtilis, o bien ybgC de H. influenzae se produjo 1 mM de acetona.

Ejemplo 3: produccién de acetona acetégena
Segun cepa de clostridio empleada se emplearon diferentes medios:

Para la produccion de los medios para C. Carboxidivorans, o bien C. l[jungdhalii se pesaron los productos quimicos,
se disolvieron en agua y a continuaciéon se ajusté el valor de pH. Adicionalmente se afadié el indicador redox
resazurina (1 mg/l), para poder examinar finalmente el potencial redox, y por consiguiente el contenido en oxigeno. A
continuacion se llevaron los medios a ebullicion en una estufa y se enfriaron los mismos en bafio de hielo. Entre
tanto se efectud la gasificacion con nitrégeno para eliminar el oxigeno disuelto. A continuacion se introdujeron los
medios en la camara anaerobia, se ajusté el volumen final con agua anaerobia, se envasd y se cerro
herméticamente. Si hubo que emplear una fase gaseosa diferente a nitrégeno, a continuacion se efectué un
intercambio de gas, gasificandose el medio con el correspondiente gas por medio de una canula larga, y aplicandose
en ultimo término una ligera sobrepresion de alrededor de 0,8 bar.

Para el medio para C. aceticum se pesaron todos los componentes, se disolvieron y se envasaron. A continuacion
se afadié el indicador redox resazurina (1 mg/l), para poder examinar mas tarde el potencial redox, y por
consiguiente el contenido en oxigeno. A continuacion se efectud la gasificacion a través de canulas con una mezcla
constituida por un 80 % de N2 y un 20 % de COg, hasta que se alcanz6 un pH de 7,4. También en este caso se
aplicé una ligera sobrepresion. Tras el tratamiento en autoclave se afiadié en medio estéril Na,CO3 en forma de una
disolucién de Na,CO3; anaerobia al 5 %, para alcanzar un pH de 8,2. Adicionalmente se afadi6 fructosa en medio
estéril para dar una concentracion final de un 1 %. Para crecimiento autétrofo se gener6 una atmosfera gaseosa de
un 80 % de Hz y un 20 % de CO..

Todos los medios se trataron en autoclave a 121 °C y 1,2 bar durante 15 min. Algunos componentes de medio se
trataron en autoclave por separado para impedir reacciones quimicas de los componentes entre si. Los
componentes termolabiles se disolvieron, se filtraron en medio estéril y se afiadieron al medio enfriado, tratado en
autoclave, antes de la utilizacion.

Para la produccion de medios solidos se afiadié un 1,5 % (w/v) de agar antes del tratamiento en autoclave, y
directamente a continuacion se vertieron éstos en placas de Petri en la camara anaerobia. Tras el vertido se secaron
las placas durante algunos dias, y se almacenaron hasta empleo a 4°C.

Medio para C. aceticum

NH,4CI 1,009 18,7 mM
KH2PO4 0,33 g 2,4 mM
KoHPO, 0,45¢9 2,6 mM
MgSO4 x 7 HO 0,10g 0,4 mM
Disolucion de oligoelementos (s.u.) 20,00 ml 2 % (viv)
Disolucion de vitaminas de Wolfe (véase mas abajo) 20,00 ml 2 % (viv)
Extracto de levadura 2,009 0,2 % (wiv)
NaHCO3 10,00 g 0,1M
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Cisteina-HCI x H,O 0,50g 2,8 mM
Na.S x 9 H,O 0,50g 2,1 mM
Agua hasta 1000 ml

Tras el tratamiento en autoclave se anadieron en medio estéril 25 ml 1-1 de una disolucién de Na,CO3 al 5 % en
peso, para alcanzar un pH de 8,2. Adicionalmente se afiadié fructosa en medio estéril para dar una concentraciéon
final de un 1 % en peso, referido al medio total. Para crecimiento autétrofo se generd antes del tratamiento en
autoclave una atmosfera gaseosa de un 80 % en volumen de Hz y un 20 % en volumen de CO..

Medio para C. carboxidivorans — medio de Wilkins-Chalgren

Caldo anaerobio de Wilkins-Chalgren (OXOID CM0643) 33¢g 3,3 %
NaHCO3 19 12 mM
Agua hasta 1000 ml

El pH se ajusté a 5,6 antes de la ebullicion y la anaerobizacion, y tras el tratamiento en autoclave se afiadieron 10 ml
de agente reductor 1 (véase mas abajo), tras lo cual el pH se debia situar en 6,0.

Medio para C. ljungdahlii - ATCC 1754 (medio PETC)

NH4CI 109 19 mM
KCI 0,19 1,35 mM
MgSO, * 7 H,O 029 0,8 mM
NaCl 0,8g 14 mM
KH2PO4 0,1g 0,7 mM
CaCl, * 2 H,0O 20,0 mg 0,175 mM
Extracto de levadura 1,09 0,1 % (wiv)
Disolucioén de oligoelementos 10,0 ml 1% (viv)
Disolucion de vitaminas de Wolfe 10,0 ml 1% (viv)
NaHCO3; 20g 24 mM
Agua hasta 1000 ml pH 5,5
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Antes de la ebullicion y la anaerobizacion se ajustoé el pH a 5,5. Tras el tratamiento en autoclave se afadieron 20 ml
con una disolucion de fructosa estéril (250 g/l) respectivamente 5 ml de agente reductor 1 y 2 (véase mas abajo), a
continuacion el pH se debia situar en 5,9.

Agente reductor 1

Se disuelven 1,8 g de NaOH en 200 ml de agua, se llevan a ebullicion y se enfrian bajo gasificacion de nitrogeno. En
la camara anaerobia se disuelven en 100 ml de NaOH anaerobio en primer lugar 4 g de L-cisteina-HCI, y
seguidamente 4 g de NazS * 9 H,0, y a continuacion se tratan los mismos en autoclave.

Agente reductor 2

Se disuelven 1,8 g de NaOH en 200 ml de agua, se llevan a ebullicion y se enfrian bajo gasificacion de nitrégeno. En
la camara anaerobia se disuelven en 100 ml de NaOH anaerobio 4 g de L-cisteina-HCI, y a continuacion se tratan
los mismos en autoclave.

Disolucion de oligoelementos para el medio ATCC 1754 y para el medio C. aceticum

Acido nitrilotriacético 29 10,5 mM
MnSO, * H0 19 6 mM
Fe (SO4)2(NH4 ), * 6 H.0O 0,89 2 mM
CoCl; * 6 HO 029 0, 86 mM
ZnS0O4 * 7 HO 0,2 mg 0,7 um
CuCl, * 2 H,O 20 mg 0,12 mM
NiClz * 6 H20 20 mg 80 uM
Na;MoOs4 * 2 H,O 20 mg 80 uM
Na2SeO4 20 mg 80 uM
NaWO4 20 mg 60 uM
Agua hasta 1000 ml

En primer lugar se disolvié el acido nitrilotriacético en agua por completo, se ajustd el valor de pH con hidroxido
potasico a 6,0 y despues se disolvieron los otros componentes.

Disolucion de vitaminas de Wolfe para el medio ATCC 1754 y para el medio C. aceticum
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Biotina (Vitamina H) 2,0 mg 8 uM
Acido félico (Vitamina B9) 2,0 mg 4.5 uM
Piridoxina-HCI (Vitamina B6) 10,0 mg 49 uM
Tiamina-HCI (Vitamina B1) 5,0 mg 15 uM
Riboflavina (Vitamina B2) 5,0 mg 13 uM
Amida de acido nicotinico (Vitamina PP) 5,0 mg 41 uM
Pantotenato de calcio D-(+) 5,0 mg 10,5 uM
Cianocobalmina (Vitamina B12) 0,1 mg 74 uM
Acido p-aminobenzoico 5,0 mg 36 uM
Acido lipénico 5,0 mg 24 uM
Agua hasta 1000 ml pH 4,3

Los plasmidos construidos en E. coli X12-blue se introdujeron a continuacion en clostridios acetdgenos por medio de
conjugacion (Purdy et al., 2002), o bien transformacién (Zhu et al., 2004), mediante lo cual la cepa recombinante
adquiere la capacidad de producir acetona.

Para los experimentos de conjugacion se cultivo la cepa donadora de E. coli CA434 con el plasmido a transferir en
medio LB, en condiciones aerobias durante la noche. Se centrifugé una alicuota de 1 ml 1 min a 1000 x g, y el
sedimento celular se suspendié cuidadosamente en la camara anaerobia en 1 ml de tampdn PBS estéril, anaerobio
(1,5 mM KH2PO4, 4,2 mM NazHPO,4, 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI), para impedir un corte de pilinas conjugativas. Las
células se centrifugaron de nuevo y se absorbieron en 200 pl de un cultivo de clostridio cultivado en medio
correspondiente. En la camara anaerobia se distribuyd esta mezcla sobre placas de agar convenientemente
desecadas en gotas de 10 pl, y se incubd a 37°C durante 6 horas en condiciones anaerobias. A continuacion se
lavaron las células 2 a 3 veces respectivamente con 0,5 ml de tampon PBS estéril, anaerobio, de la placa de agar.
La mezcla de conjugacion se plaque6 sobre placas de agar selectivas (claritromicina) y se incubd en condiciones
anaerobias a 37°C.

Para la transformacion se cultivaron las células clostridianas en 50 ml de medio C. Aceticum con 40 mM DL-treonina
a 30 °C hasta una densidad optica de 0,3 - 0,4. Los siguientes pasos se efectuaron en la camara anaerobia. En ésta
se cosecharon las células (6000 Upm, 10 min, RT), se lavaron dos veces con tampén SMP (270 mM Saccharose, 1
mM MgCl,, 7 mM NaH;PO,), y en ultimo lugar se absorbieron en 500 a 700 pl de tampdn SMP, y se emplearon las
mismas en la transformacion. A tal efecto se transfirieron las células a cubetas de electroporacién (4 mm) y se
mezclaron con 0,5 a 1,5 pg de ADN plasmidico. Después de incubacion de 5 minutos se efectud la electroporacion a
25 pF, 600 Q y 2,5 kV en un pulsador génico (Bio-Rad Laboratories GmbH; Munich) con cubetas 4 mM (Biozym
Scientific GmbH). A continuacion se afiadieron las células inmediatamente a 5 ml de medio precalentado. Siguié una
incubacioén para el desarrollo de resistencia a 37°C durante la noche hasta cuatro dias, tras lo cual se inocularon 5
ml de medio con claritromicina (5 pug ml™") y se incubaron durante 3 a 5 dias a 37°C.

Para verificar la transformacion siguié un aislamiento de plasmidos por medio de "pquOLD® Plasmid Miniprep Kit II"
(Peqglab, Erlangen). La preparacion se efectué segun los datos del fabricante, llevandose a cabo todos los pasos
opcionales. A continuacion se efectué una “recuperacion de plasmido®, empleandose la cepa de E. Coli XL2-blue y a
continuacién una digestion de restriccion.
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Todas las variantes de plasmido obtenidas (véase la tabla 1) se investigaron sobre formaciéon de acetona en los
clostridios autétrofos. Los analisis se efectuaron en escala de 50 ml en medio correspondiente con claritromicina (5
pg/ml). Tras inoculacion a partir de cultivos previos correspondientes se efectud una incubacion a 37 °C. La
gasificacion necesaria del medio se efectud en la produccion del medio. En este caso se emplearon gas de sintesis
o una mezcla de CO;-/H2 en proporciéon 1:2. La densidad optica se siguié mediante fotometria y en determinados
momentos se extrajeron muestras durante un intervalo de tiempo de aproximadamente 100 a 200 h, y se determiné
la concentracion de acetona y acetato en el exceso de medio exento de células mediante cromatografia de gases.
En este caso se mostré que, con la combinacion genes clostridianos (th/A y adc) con atoDA de E. coli y con las
combinaciones genes clostridianos (th/A y adc) con tell de B. subtilis, o bien ybgC de H. influenzae se produce hasta
1 mM de acetona. Con genes puramente clostridianos (thlA, ctfAB, adc) se produjeron hasta 0,24 mM de acetona.

LISTA DE SECUENCIAS

<110> Evonik Degussa

<120> Células y procedimiento para la produccion de acetona
<130> 200900033

<160> 16

<170> Patentln version 3.4

<210>1
<211>17

< 212> DNA

< 213> Artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 1
ggaaggtacc ttttatg 17

<210> 2
<211>25

< 212> DNA

< 213> Artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 2
gtaactctga attctattac ttaag 25

<210>3
<211>20

< 212> DNA

< 213> Artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 3
cacaacggtg gatccaagag 20

<210> 4
<211>20
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< 212> DNA
< 213> Artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 4
cgcgatatgg taccaatcat 20

<210>5
<211>28

< 212> DNA

< 213> Artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 5
gaatttaaaa ggagggatcc aaatgaac

<210>6
<211>27

< 212> DNA

< 213> Artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 6
gtttcatagt attggtacct aaacagc

<210>7
<211>20

< 212> DNA

< 213> Artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 7
ctcaggtcga cttcaagaag 20

<210> 8
<211>29

< 212> DNA

< 213> Artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 8
cagagttatt tttaaggatc ctttctagc

<210>9
<211>30

< 212> DNA

< 213> Artificial

27

29

28
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<220>
< 223> Cebador

<400> 9

caattgggat ccgataacaa tttcacacag

<210> 10
<211>29

< 212> DNA

< 213> Artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 10
gagatctggt acccggttaa atgatcgga

<210> 11
<211>28

< 212> DNA

< 213> Artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 11
ctctagaagg atcctgttta actttaag

<210> 12
<211>25

< 212> DNA

< 213> Artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 12
attgggtacc tcattgcata ctccg

<210> 13

< 211> 8559

< 212> DNA

< 213> Artificial

<220>
< 223> Plasmido

ES 2 639224 T3
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<400> 13
]

awals

Laglas o la

alcacacas aLagracaa

o tazaaaztaa agaagaatat

allanaa

Lula_alatl
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aalealiaac

Jaatgazaa

sacglaa

ala

sl
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JactTattta

aotaottta

—eotototos

-
W
[\

|041
8100

8160

stlagaagac

chogaazttg

tag-

<210> 14
<211> 8563
<212>DNA

< 213> Artificial

<220>
< 223> Plasmido

<400> 14
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slaatal L

alaa_lloal

late

alaa

at

ataogat-ata
goalooaaada

LAatelo

Jottoa

D

dat

Aalelacal Lo alllelzaan

salart

1

saatohs

<210> 15

< 211> 8004
<212>DNA

< 213> Artificial
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<220>
< 223> Plasmido

aaggat

acaabad

acrea

alilalaatl
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<210> 16
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<212>DNA
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35

LISTA DE SECUENCIAS

<110> Evonik Degussa

ES 2 639224 T3

<120> Células y procedimiento para la produccion de acetona

<130> 200900033

<160> 16

<170> PatentIn version 3.4

<210>1
<211>17

< 212> DNA

< 213> Artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 1
ggaaggtacc ttttatg

<210> 2
<211>25

< 212> DNA

< 213> Artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 2

17

gtaactctga attctattac ttaag 25

<210>3
<211>20

< 212> DNA

< 213> Artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 3
cacaacggtg gatccaagag

<210> 4
<211>20

< 212> DNA

< 213> Artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 4
cgcgatatgg taccaatcat

20

20

30



10

15

20

25

30

35

40

<210>5
<211>28

< 212> DNA

< 213> Artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 5
gaatttaaaa ggagggatcc aaatgaac

<210>6
<211>27

< 212> DNA

< 213> Artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 6
gtttcatagt attggtacct aaacagc

<210>7
<211>20

< 212> DNA

< 213> Artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 7
ctcaggtcga cttcaagaag 20

<210> 8
<211>29

< 212> DNA

< 213> Artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 8
cagagttatt tttaaggatc ctttctagc

<210>9
<211>30

< 212> DNA

< 213> Artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 9

caattgggat ccgataacaa tttcacacag

<210> 10
<211>29
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27

29
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15

20

25

< 212> DNA
< 213> Artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 10
gagatctggt acccggttaa atgatcgga

<210> 11
<211>28

< 212> DNA

< 213> Artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 11
ctctagaagg atcctgttta actttaag

<210> 12
<211>25

< 212> DNA

< 213> Artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 12
attgggtacc tcattgcata ctccg

<210> 13

< 211> 8559

< 212> DNA

< 213> Artificial

<220>
< 223> Plasmido

28

29
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32



<400> 13
agcttggetg

ttaagagatg
actgatatta
gaaaaaatga
gatgctatat
aagtaataca
ttattacatt
gggggttage
ttttaacaaa
acgtataaat
acceccgtate

taagaacagc

caggtcgact
ttactgaaag
aaaagatagt
gtaaggcaat
tgtatcattt
tgagcattct
aatatagtta
atatgcataa
atatattgat
tagggataaa
aaaatttagg

gattggatct

tcaagaagag
accagaagca
agacgaagcc
aaatccatat
tggagtatta
aaaagaattt
aaatataaac
gtttaatttt
aaaaataata
ctatggaact
aggttagtta

tatggaaagt
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gcacctcate
gttgaggcag
tataaaataa
ggtgatggaa
aaggatagac
agaatgaagt
ttatgtattt
tttgttaaaa
atagtgggta
tatgaaatag
gaatgaaaga

ctecttaagga

ttggaaagcce
gaacggtaaa
tgaaagatga
aggcttcaga
cagatgaatt
ttcettatgea
atgctaaaac
aatattaaac
taattaagtt
attgaaatgg
agttgtaata

tgtaccagca

33

tgtacttgtt
attagtagga
agaagaatat
tagaatagtt
ttcacctaaa
caagtatttt
atgattttaa
tttgtgtttt
gttagagaaa
tttatctgtt
gctagtgcag

gtagatttag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720



gagctacagce
aagtcatttt
cttttaaage
caggacttag
taatagcagg
ggggatatag
atgcatttaa
tttcaagaga
taaaatcagg
aaactgtagt
aattaaaacc
atgactgtge
aaccacttge
atggaccttt
tagatttaat
taaaatttga
ttggagcatc
caaaaaaaggqg
aaaagtgcta
attctttaaa
caaattaatt
tacatgttat
tattgcttca
tgaagtagag
cttaggtggt
aatatctata
aattaaaggt
ctttaatcece
tagctgtgaa
agtaaaggag
aaagagttge

ccatggttge

tataaaggaa
aggaaatgtt
aggattacca
aacagttagce
tggtatggaa
aatgggaaac
tgattaccac
agaacaagat
tcaatttaaa
tgatacagat
tgccttcaaa
agcagtactt
taagatagtt
ctatgcaaca
agaatcaaat
tatgaataaa
aggtgcaaga
cttagcaact
gaaaggatcc
gatgggatga
gattttttag
cctaatacag
tatataggca
ctetetecee
gtactaacta
aatggaacgg
agtattgtag
tatatggcaa
aaactagaaa
cetgeataaa
aagagaatta

agattatata

gcagttaaaa
cttcaagcag
gttgaaatte
ttagcagcac
aatatgtcta
gctaaatttg
atgggaataa
gagtttgctc
gatgaaatag
gagcacccta
aaagatggaa
gtaatcatga
tecttatggtt
aaagcagcta
gaagettttg
gtaaatgtaa
atactcgtta
ttatgtatag
aaatgaacte
caattatgat
ttaatttaaa
gtattggtaa
gcaacccaga
aaggaactcet
aaacaggttt
aatatttgtt
atgaggccegg
tggcagetaa
aggaaaaagc
atgattaatg
aaaaatggte

ccaaaaaatt
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aagcaggaat
gtttaggaca
cagctatgac
aaattataaa
gagctcctta
ttgatgaaat
cagcagaaaa
ttgcatcaca
ttcctgtagt
gatttggatc
cagttacagc
gtgcagaaaa
cagcaggagt
ttgaaaaagc
cagctcaaag
atggaggage
ctcttgtaca
gtggcggaca
taaaataatt
tggaggtttt
tataaagaat
gttaatatca
tactggcaaa
agtggaaaga
aggaactttg
agagctacct
aaacacctte
aaccgtaata
aatgacccce
ataaaaacct
aacttgtaaa

tcaaaattac

aaaaccagag
gaatccagca
tattaataaqg
agcaggagat
cttagcgaat
gatcactgac
catagctgag
aaaaaaagct
aattaaaggce
aactatagaa
tggtaatgca
agctaaagag
tgacccagca
aggttggaca
tttagcagta
tattgecectt
cgcaatgcaa
aggaacagca
agatttgaaa
ttaaactgtg
ttaacgatta
aataatcaag
aaacttttta
atacgtgeag
attgaaaaag
cttacagcceg
tataaaggta
gttgaagetg
ggagttctta
agcgaaagaa
cttaggtgta

tttccaatca

34

gatgttaatg
agacaggcat
gtttgtggtt
gctgacgtaa
aacgctagat
ggattgtggg
agatggaaca
gaagaagcta
agaaagggag
ggacttgcaa
tcaggattaa
cttggagtaa
ataatgggat
gttgatgaat
gcaaaagatt
ggtcatccaa
aaaagagatg
atattgctag
atttaaggte
gcactccaac
taagtaatga
taaaaaagct
ataatgaact
gcggatcetgg
gaaagaaaaa
atgtagcatt
ctactaaaaa
aaaatttagt
taaattatat
ataatagcca
ggtcttecta

gaaaacggaa

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



tagttggaat
gaggagacta
cactaatccg
agggtaatat
tggatttagt
aacctaaaat
ttgtaacaga
ataaaaacac
atgaacttag
aaattagcac
gtgagtattt
agcctttaga
gtggacttgg
agggagatta
aattaagtge
tagtaggaac
ataaagcctt
aaataatacc
cagatgttac
ctatggegece
cagatataat
tggccgtegt
ttgcagcaca
cttcccaaca
cgcatctgtg
ccgeatagtt
gtctgctcee
agaggtttte
ttttataggt
gaaatgtgeg

tcatgagaca

gggcgetagt
tacaacagta
tggtggtcac
agccaattgg
aaatggagct
tttaaaaaaa
acttggagta
aaccattgat
acccatggct
gccattaact
taacattgta
aattgatgag
ttgttataca
tcttcatatg
atatcctaaa
tttagactat
agatgctaat
caattatgat
cgtacatgaa
acttaatgat
attgcctaga
tttacaacgt
tecccecttte
gttgcgcagc
cggtatttca
aagccagecc
ggcatccgcet
accgtcatca
taatgtcatg
cggaacccect

ataaccctga

cctaaaataa
cttcectgacg
gtagatgtta
attgttcctg
aagaaagtaa
tgtacactte
attgaggtta
gaaataaggt
gtttaggtac
tcgeetgeat
tatcgtacag
cccttagtca
gaaagcggac
atgtatttag
aagctegggt
ggaaaactta
gaagcaaagg
ggaagcccta
gcttggacag
ttgecagtaa
gctgaagtta
cgtgactggg
gccagetgge
ctgaatggcg
caccgcatat
cgacaccegce
tacagacaag
ccgaaacgeg
ataataatgg
atttgtttat

taaatgcttce
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atgaggcaga
gcacattttt
ctgttttagg
gaaaaatgct
taattgcaat
ccctecacgge
ttaatgatgg
ctttaactge
cttttatgtt
ttcctagagyg
atatggatgc
ggtttgaaat
aggctattec
ataatgagcc
atccaaagcet
gagttgcgac
atcaaatttg
gaatatgtga
gaccaactcg
aagagattgt
tatatgatta
aaaaccctgg
gtaatagcga
aatggcgcct
ggtgcactct
caacacccge
ctgtgaccgt
cgagacgaaa
tttcttagac
ttttctaaat

aataatattg

taaagatgta
cgatagctca
ggctctccag
ctctggtatg
gagacataca
aaagtctcaa
tttacttctce
tgcagattta
aaaggatgaa
accctataaa
acttcgtaaa
tatggcaatg
cgtaagettt
tgcaattgca
ttttgtggat
agctacaatg
tcgcectaat
gcttataaat
actgcagtta
ttectagetet
tcttaagtaa
cgttacccaa
agaggcccge
gatgcggtat
cagtacaatc
tgacgegece
ctccgggage
gggcctegtyg
gtcaggtgge
acattcaaat

aaaaaggaag

35

gtaaatgcag
gtttcgtttt
gtagatgaaa
ggtggagcta
aataaaggte
gcaaatctaa
actgaaatta
ctecatatcca
gtaattaaac
tttcataatce
gttgtgcecag
catgatacga
aatggagtta
gtaggaaggg
tcagatactt
gggtacaaac
tatatgttga
gcgaaaatca
tttgatcacg
cacattcttg
tagaattcac
cttaatcgec
accgatcegee
tttctcctta
tgctctgatg
tgacgggcett
tgcatgtgtc
atacgcctat
acttttcggg
atgtatcege

agtatgagta

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3300

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500



ttcaacattt
ctcacccaga
gttacatega
gtttteccaat
acgccgggca
actcaccagt
ctgecataac
cgaaggagct
gggaaccgga
caatggcaac
aacaattaat
tteeggetgg
tcattgeage
ggagtcaggc
ttaageattg
ttecattttta
tcccttaacg
cttcttgaga
taccageggt
gcttcagcag
acttcaagaa
ctgctgccag
ataaggcgca
cgacctacac
aagggagaaa
gggagcttec
gacttgageg
gcaacgegge
ctgcgttatc
ctegeegeaq
caatacgcaa

ggtttccecga

cegtgtegee
aacgctggtg
actggatcte
gatgagcact
agagcaactc
cacagaaaag
catgagtgat
aaccgctttt
gctgaatgaa
aacgttgcge
agactggatg
ctggtttatt
actggggccea
aactatggat
gtaactgtca
atttaaaagg
tgagttttcg
tccttttttt
ggtttgtttg
agcgcagata
ctctgtagea
tggcgataag
gcggtceggge
cgaactgaga
ggcggacagg
agggggaaac
tegatttttg
ctttttacgg
ccctgattcet
ccgaacgace
accgectete

ctggaaagcg

cttattecet
aaagtaaaag
aacageggta
tttaaagtte
ggtcgcecgeca
catcttacgg
aacactgegg
ttgcacaaca
gccataccaa
aaactattaa
gaggcggata
gctgataaat
gatggtaage
gaacgaaata
gaccaagttt
atctaggtga
ttccactgag
ctgcgcgtaa
ccggatcaag
ccaaatactg
ccgectacat
tcgtgtcectta
tgaacggggg
tacctacage
tatceggtaa
gecetggtate
tgatgetegt
tteectggect
gtggataacc
gagcgcageg
ceegegegtt

ggcagtgagc
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tttttgegge
atgctgaaga
agatccttga
tgctatgtgg
tacactattc
atggcatgac
ccaacttact
tgggggatca
acgacgagcg
ctggcgaact
aagttgcagg
ctggageegg
cctecegtat
gacagatcgc
actcatatat
agatcectttt
cgtcagacce
tctgctgett
agctaccaac
tccttetagt
acctegetet
ccgggttgga
gttcgtgcac
gtgagctatg
gcggecagggt
tttatagtcc
caggggggcyg
tttgetggee
gtattaccge
agtcagtgag
ggcegattea

gcaacgcaat

attttgectt
tcagttgggt
gagttttege
cgeggtatta
tcagaatgac
agtaagagaa
tetgacaacqg
tgtaactcge
tgacaccacg
acttactcta
accacttctg
tgagegtggg
cgtagttate
tgagataggt
actttagatt
tgataatcte
cgtagaaaag
gcaaacaaaa
tettttteeg
gtagccgtag
gctaatcctg
ctcaagacga
acagcccagc
agaaagcgece
cggaacagga
tgtcgggttt
gagcctatgg
ttttgecteac
ctttgagtga
cgaggaagceg
ttaatgeage

taatgtgagt

36

cetgtttttg
gcacgagtgg
cccgaagaac
tccegtattg
ttggttgagt
ttatgcagtg
atcggaggac
cttgatcgtt
atgcectgtag
gctteocecgge
cgcteggece
tctegeggta
tacacgacgg
gcctecactga
gatttaaaac
atgaccaaaa
atcaaaggat
aaaccaccgc
aaggtaactg
ttaggccacc
ttaccagtgg
tagttaccgg
ttggagcgaa
acgctteceg
gagcgcacga
cgccacctet
aaaaacgcea
atgttettte
gctgataccg
gaagagcgcece
tggcacgaca

tagctcactc

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



attaggcacc
gcggataaca
cacacacgcc
gcactaatgce
aagtcgttaa
tcttgtaaaa
ttgcagtata
ttatactaat
aaacacagtc
agattaaatg
gaattagtac
actacagaaa
cagtttaaat
agtacggata
gtggaatacg
atggcagaag
cctaaagtga
gataaacaga
tttacaaaaa
attagetttg
aagggatgca
attatgtctt
cggaaaagca
tatctgacgt
cctgatatgce
aggttgagat
ctaatttctt
tttaaaataa
cagaggctca
caaacgtcetg

attggecggaa

ccaggcttta
atttcacaca
attccaacca
cttaaaaaaa
accgtgtget
aaagaaacta
aatttaacga
tttataagga
aaaactttat
aacatgataa
agaggtgtaa
ataaacttgt
ttecctaaaaa
taatacgcaa
ggtttgctaa
ttgatatttc
atagctcact
agtataatta
atcaatttaa
aacaattctt
taaactgcat
ttgcgcattc
gcaaaaagtt
caatgccgag
tccgacgcett
gataaggttt
ttaacaaatg
ggagtgagaa
tagacgaaga
gtaacttegt

aaaaacttaa

cactttatge
ggaaacagct
atagttttct
cattaaagtc
ctacgaccaa
gataaatcte
tcactcatca
ggaaaaaata
tacttcaaaa
tatctttgaa
tttcgtaact
tgatcacgat
ccaatcctat
aattgttttt
aagattatta
tatattaagt
tatcagatta
tttegttatg
caattcctta
atctetttte
ccecttaactt
acttcttttce
teetttttge
cgaaagcgag
tatatagaaa
ataaggaatt
ttcttttttt
aaagatgaaa
aagtggagaa
aaaggcatat

aatcgttaac
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ttecggeteg
atgaccatga
cggcataaag
taacacacta
aagtataaaa
tcatatcttt
tgttcatatt
aagagggtta
cataatatag
atcggetcag
gccattgaaa
aatttccaag
aaaatatttg
gatagtatag
aatacaaaac
atggttccaa
aatagaaaaa
aaatgggtta
aaacatgcag
aatagctata
gtttttcgtg
tatataaata
tgttggageca
ccgaagggta
agaagattca
tgtttgttct
tttagaacag
gaaagatatg
gtcatagagg
atagtgcaat

tatatcctag

tatgttgtgt
ttacgccaag
ccatgctctg
gacttattta
cctttaagaa
tattcaataa
tatcagagct
taatgaacga
ataaaataat
gaaaagggca
tagaccataa
ttttaaacaa
gtaatatace
ctgatgagat
gctcattgge
gagaatattt
aatcaagaat
acaaagaata
gaattgacga
aattatttaa
tacctatttt
tgagcgaagce
tgggggttca
gcatttacgt
actaggtaaa
aatttttcac
ttatgatata
gaacagtcta
tagacaagtt
taataagtat

ataatgtcca

37

ggaattgtga
ctttggctaa
acgcttaaat
cttcgtaatt
ctttettttt
tcgeatcaga
cgtgctataa
gaaaaatata
gacaaatata
ttttacccectt
attatgcaaa
ggatatattg
ttataacata
ttatttaatc
attattttta
tcatcctaaa
atcacacaaa
caagaaaata
tttaaacaat
taagtaagtt
ttgtgaatcg
gaataagcgt
gggggtgcag
tagataaccc
atcttaatat
tcattttgtt
gttagaatag
taaaggctct
ataccgtaaa
gttagatatg

cttaagtaac

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6800

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280
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aatacaatga
gtaataacaa
ttaatgttaa
ctcgaatttg

acgtagttat

<210> 14
< 211> 8563
< 212> DNA

tagctacaac
cacttaaaat
accctgaact
ggaactttga

tgggaggtca

< 213> Artificial

<220>

< 223> Plasmido

<400> 14
agcttggectg

ttaagagatg
actgatatta
gaaaaaatga
gatgctatat
aagtaataca
ttattacatt
gggggttage
ttttaacaaa
acgtataaat
accccgtatc
taagaacagc
gagctacagc
aagtcatttt
cttttaaagc
caggacttag
taatagcagg
ggggatatag
atgcatttaa
tttcaagaga
taaaatcagg

aaactgtagt

caggtcgact
ttactgaaag
aaaagatagt
gtaaggcaat
tgtatcattt
tgagcattcet
aatatagtta
atatgcataa
atatattgat
tagggataaa
aaaatttagg
gattggatct
tataaaggaa
aggaaatgtt
aggattacca
aacagttagc
tggtatggaa
aatgggaaac
tgattaccac
agaacaagat
tcaatttaaa

tgatacagat

aagagaaata
cttagaagaa
actaatgaga
gcaagaggca

atctatgaaa

tcaagaagag
accagaagca
agacgaagcce
aaatccatat
tggagtatta
aaaagaattt
aaatataaac
gtttaatttt
aaaaataata
ctatggaact
aggttagtta
tatggaaagt
gcagttaaaa
cttcaagcag
gttgaaattc
ttagcagcac
aatatgtcta
gctaaatttg
atgggaataa
gagtttgete
gatgaaatag

gagcaccceta
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gcaaaagcta
ggaaatatta
ggcgacgace
aatgaaatag

atgcgatta

gcacctcatc
gttgaggcag
tataaaataa
ggtgatggaa
aaggatagac
agaatgaagt
ttatgtattt
tttgttaaaa
atagtgggta
tatgaaatag
gaatgaaaga
ctcttaagga
aagcaggaat
gtttaggaca
cagctatgac
aaattataaa
gagctectta
ttgatgaaat
cagcagaaaa
ttgcatcaca
ttectgtagt

gatttggatc

caggaacaag
taaaaagaaa
aaaaacaaaa

attgacctcc

ttggaaagcc
gaacggtaaa
tgaaagatga
aggcttcaga
cagatgaatt
ttcttatgeca
atgctaaaac
aatattaaac
taattaagtt
attgaaatgg
agttgtaata
tgtaccagca
aaaaccagag
gaatccagca
tattaataag
agcaggagat
cttagcgaat
gatcactgac
catagctgag
aaaaaaagct
aattaaaggc

aactatagaa

38

tctacaaaca
aactggagta
atacctctta

caataacacc

tgtacttgtt
attagtagga
agaagaatat
tagaatagtt
ttcacctaaa
caagtatttt
atgattttaa
tttgtgtttt
gttagagaaa
tttatctgtt
gctagtgcag
gtagatttag
gatgttaatg
agacaggcat
gtttgtggtt
gctgacgtaa
aacgctagat
ggattgtggg
agatggaaca
gaagaagcta
agaaagggag

ggacttgcaa

8340

8400

8460

8520

8559

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320



aattaaaacc
atgactgtgc
aaccacttgc
atggaccttt
tagatttaat
taaaatttga
ttggagcatc
caaaaaaagg
aaaagtgcta
agacgccacce
tggcactcca
gatagccaat
agtccgecaaa
atctggtgag
tggtggaget
aggcaaacag
cgacctggcg
tagegecege
agatgaactg
tatcgaccac
cgccgtgtgg
acaatggtcg
tteeteggtt
ccgtgeggtg
cgtggcggtc
ctcgegaact
gtgaccgggt
aaaattttge
actgaactgg
gggtgtgatt

ctgaatacge

tgcctteaaa
agcagtactt
taagatagtt
ctatgcaaca
agaatcaaat
tatgaataaa
aggtgcaaga
cttagcaact
gaaaggatcc
ggcttcttte
tcecegectgg
gataccgcgt
gtgattgett
atggacgtcg
ggacttggtg
acactgacac
ctaattcgeg
aactttaacc
gtcgaaaccg
atcatcgttt
cgcaagagct
ccaattattt
taggceeggt
ttttacccgg
atattgatgc
gggtagtgcc
cgcgcaaagt
gecegetgeac
ctgtctttcg
tagccacegt

aacggggtga

aaagatggaa
gtaatcatga
tcttatggtt
aaagcagcta
gaagcttttg
gtaaatgtaa
atactcgtta
ttatgtatag
aagagggata
gtgacggcat
ttgaagcatt
ttgttgatac
cacatatcgg
ttctggtgee
gttttetcac
tcgacggtaa
ctcatcgttg
cecctgatage
gcgagctgca
cacaggagag
tcgtgatggt
accggagggt
cacgacageg
tgcagccatg
ctgcgtgcectc
tgggaaaatg
gatcatcgcce
catgecacte
ttttattgac
gcgtgecaaa

tttatgattg
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cagttacagce
gtgcagaaaa
cagcaggagt
ttgaaaaagc
cagctcaaag
atggaggagc
ctcttgtaca
gtggcggaca
aaaaatgaaa
gaccatcatg
actggaatct
cggcatcggt
caccaacceg
gcaaggtacg
cccaacgggt
aacctggcetg
cgacacactt
ccttgeggcet
acctgaccat
caaataatgg
gacatcgtta
attcatatca
catccagatce
tttgatagcg
ggcggtttge
gtgceceggta
atggaacatt
actgcgceaac
ggcaaaatgt
acagaagctc

gtacctttta

tggtaatgca
agctaaagag
tgacccagca
aggttggaca
tttagecagta
tattgecectt
cgcaatgcaa
aggaacagca
acaaaattga
gtgggcggat
ggtgttcgeg
ccgctcatcg
gaaacaggte
ctaatcgagc
gteggecacceg
ctcgaacgcece
ggcaacctga
gatatcacge
attgtcaccc
atgcgaaaca
acttagggat
ctctgcaatc
tggtgaacge
ccatgtcatt
aagtagacga
tgggtggege
gcgccaaaga
atgcggtgea
ggctcaccga
ggtttgaagt

tgttaaagga

39

tcaggattaa
cttggagtaa
ataatgggat
gttgatgaat
gcaaaagatt
ggtcatccaa
aaaagagatg
atattgctag
tgacattaca
ttatggggat
acctgacatt
tcaatggtcg
ggcgeatgat
aaattcgectg
tcgtagagga
cactgcgege
cctatcaact
tggtagagece
ctggtgcecgt
acgtattgeg
cggtttaccc
ggaaaacggc
tggcgggcaa
tgcgctaatc
agaagcaaac
gatggatctg
tggttcagca
tatgetggtt
aattgccgac
cgecgecgat

tgaagtaatt

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



aaacaaatta
aatcgtgagt
ccagagectt
acgagtggac
gttaagggag
agggaattaa
actttagtag
aaacataaag
ttgaaaataa
atcacagatg
cacgctatgg
cttgcagata
tcactggeeg
cgcecttgeag
cgecettece
cttacgeate
gatgccgcat
gcttgtctge
tgtcagaggt
ctatttttat
cggggaaatg
ccgctcatga
agtattcaac
tttgecteace
gtgggttaca
gaacgttttc
attgacgeeg
gagtactcac
agtgctgcca
ggaccgaagyg

cgttgggaac

gtagcaatgg

gcacgccatt
attttaacat
tagaaattga
ttggttgtta
attatcttca
gtgcatatcce
gaactttaga
ccttagatge
tacccaatta
ttaccgtaca
cgccacttaa
taatattgee
tegttttaca
cacatcccece
aacagttgeg
tgtgeggtat
agttaagcca
tcccggecatc
tttecacegte
aggttaatgt
tgcgeggaac
gacaataacc
atttccgtgt
cagaaacgcet
tcgaactgga
caatgatgag
ggcaagagca
cagtcacaga
taaccatgag
agctaaccege
cggagcetgaa

caacaacgtt

aacttegect
tgtatatcgt
tgagcccetta
tacagaaage
tatgatgtat
taaaaagctce
ctatggaaaa
taatgaagca
tgatggaage
tgaagcttgg
tgatttgcca
tagagctgaa
acgtegtgac
tttcgeccage
cagectgaat
ttcacacege
gccccgacac
cgcttacaga
atcaccgaaa
catgataata
ccctatttgt
ctgataaatg
cgeecttatt
ggtgaaagta
tctcaacage
cacttttaaa
acteggtege
aaagcatctt
tgataacact
ttttttgecac
tgaagccata

gcgcaaacta
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gcatttecta
acagatatgg
gtcaggtttg
ggacaggcta
ttagataatg
gggtatccaa
cttagagttg
aaggatcaaa
cctagaatat
acaggaccaa
gtaaaagaga
gttatatatg
tgggaaaacc
tggcgtaata
ggcgaatgge
atatggtgea
ccgccaacac
caagctgtga
cgegegagac
atggtttctt
ttatttttet
cttcaataat
cocttttttyg
aaagatgetg
ggtaagatcc
gttctgetat
cgcatacact
acggatggca
gcggccaact
aacatggggg
ccaaacgacg

ttaactggcg

gaggacccta
atgcacttcg
aaattatggce
ttecegtaag
agcctgcaat
agctttttgt
cgacagctac
tttgtcgeece
gtgagcttat
ctcgactgea
ttgtttctag
attatcttaa
ctggegttac
gcgaagaggc
gectgatgeg
ctetecagtac
ccgctgacgce
ccgtctecegg
gaaagggcecet
agacgtcagg
aaatacatte
attgaaaaag
cggcattttg
aagatcagtt
ttgagagttt
gtggcgeggt
attctcagaa
tgacagtaag
tacttctgac
atcatgtaac
agcgtgacac

aactacttac

40

taaatttcat
taaagttgtg
aatgcatgat
ctttaatgga
tgcagtagga
ggattcagat
aatggggtac
taattatatg
aaatgcgaaa
gttatttgat
ctctcacatt
gtaatagaat
ccaacttaat
ccgecaccgat
gtattttcte
aatctgetet
gccctgacgg
gagctgcatg
cgtgatacge
tggcactttt
aaatatgtat
gaagagtatg
ccttoctgtt
gggtgcacga
tcgecocecgaa
attatccegt
tgacttggtt
agaattatge
aacgatcgga
tcgecttgat
cacgatgeet

tctagecttcee

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100



cggcaacaat
gcccttceegg
ggtatcattg
acggggagte
ctgattaage
aaacttcatt
aaaatccctt
ggatcttett
ccgctaccag
actggcttca
caccacttca
gtggctgetg
ccggataagg
cgaacgacct
cccgaaggga
acgagggagc
ctctgacttg
gccagcaacg
tttecctgegt
accgctegece
cgcccaatac
gacaggtttc
actcattagg
gtgagcggat
ctaacacaca
aaatgcacta
aattaagtcg
tttttettgt
cagattgcag
ataattatac

tataaaacac

taatagactg
ctggctggtt
cagcactggg
aggcaactat
attggtaact
tttaatttaa
aacgtgagtt
gagateccettt
cggtggtttg
gcagagegea
agaactctgt
ccagtggcga
cgcageggte
acaccgaact
gaaaggcgga
ttccaggggg
agcgtcgatt
cggecttttt
tatccecctga
gcagccgaac
gcaaaccgcec
ccgactggaa
cacceccaggce
aacaatttca
cgccattcca
atgccttaaa
ttaaaccgtg
aaaaaaagaa
tataaattta
taattttata

agtcaaaact

gatggaggceg
tattgctgat
gccagatggt
ggatgaacga
gtcagaccaa
aaggatctag
ttcgttccac
ttttetgege
tttgccggat
gataccaaat
agcaccgcct
taagtcgtgt
gggctgaacg
gagataccta
caggtatccg
aaacgcctgg
tttgtgatge
acggttectg
ttctgtggat
gaccgagegce
tctceecegeg
agcgggcagt
tttacacttt
cacaggaaac
accaatagtt
aaaacattaa
tgctctacga
actagataaa
acgatcactc
aggaggaaaa

ttattacttce
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gataaagttg
aaatctggag
aagccctccece
aatagacaga
gtttactcat
gtgaagatcc
tgagcgtcag
gtaatctgcet
caagagctac
actgtcette
acatacctcg
cttaccgggt
gggggttegt
cagcgtgagce
gtaagcggca
tatctttata
tcgtcagggg
gcettttget
aaccgtatta
agcgagtcag
cgttggeccga
gagcgcaacg
atgecttecgg
agctatgacc
ttctcggecat
agtctaacac
ccaaaagtat
tctctecatat
atcatgttca
aataaagagg

aaaacataat

caggaccact
ccggtgageg
gtatcgtagt
tcgectgagat
atatacttta
tttttgataa
accccgtaga
gettgeaaac
caactctttt
tagtgtagece
ctctgctaat
tggactcaag
gcacacagee
tatgagaaag
gggtcggaac
gtcctgtegyg
ggcggagect
ggeccttttge
ccgcctttga
tgagcgagga
ttcattaatg
caattaatgt
ctegtatgtt
atgattacgc
aaagccatgc
actagactta
aaaaccttta
cttttattca
tatttatcag
gttataatga

atagataaaa

41

tctgegeteg
tgggtctcge
tatctacacg
aggtgcctca
gattgattta
tctecatgace
aaagatcaaa
aaaaaaacca
tccgaaggta
gtagttagge
cctgttacca
acgatagtta
cagettggag
cgccacgett
aggagagcege
gtttcgceccecac
atggaaaaac
tcacatgttce
gtgagctgat
agcggaagag
cagctggecac
gagttagctc
gtgtggaatt
caagctttgg
tctgacgcectt
tttacttegt
agaactttct
ataatcgcat
agctcgtgcet
acgagaaaaa

taatgacaaa

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



tataagatta
ccttgaatta
caaaactaca
attgcagttt
cataagtacg
aatecgtggaa
tttaatggea
taaacctaaa
caaagataaa
aatatttaca
caatattagc
agttaaggga
atcgattatg
gcgtcggaaa
gcagtatctg
acccectgat
atataggttg
tgttctaatt
atagtttaaa
ctctcagagg
taaacaaacg
tatgattgge
taacaataca
aacagtaata
agtattaatg
cttactcgaa

caccacgtag

<210> 15
< 211> 8004
<212>DNA

aatgaacatg
gtacagaggt
gaaaataaac
aaatttccta
gatataatac
tacgggtttg
gaagttgata
gtgaatagct
cagaagtata
aaaaatcaat
tttgaacaat
tgcataaact
tcttttgcge
agcagcaaaa
acgtcaatgce
atgctecegac
agatgataag
tcttttaaca
ataaggagtg
ctcatagacg
tctggtaact
ggaaaaaaac
atgatagcta
acaacactta
ttaaaccctg
tttgggaact

ttattgggag

< 213> Artificial

<220>

< 223> Plasmido

ataatatctt
gtaatttcgt
ttgttgatca
aaaaccaatc
gcaaaattgt
ctaaaagatt
tttctatatt
cacttatcag
attatttegt
ttaacaattc
tcttatctct
gcatccctta
attcacttct
agtttccttt
cgagcgaaag
gctttatata
gtttataagg
aatgttcttt
agaaaaagat
aagaaagtgg
tcegtaaagge
ttaaaategt
caacaagaga
aaatcttaga
aactactaat
ttgagcaaga

gtcaatctat

ES 2 639224 T3

tgaaatcgge
aactgccatt
cgataatttc
ctataaaata
ttttgatagt
attaaataca
aagtatggtt
attaaataga
tatgaaatgg
cttaaaacat
tttcaatagce
acttgttttt
tttctatata
ttgctgttgg
cgagccgaag
gaaaagaaga
aatttgtttg
tttttttaga
gaaagaaaga
agaagtcata
atatatagtg
taactatatc
aatagcaaaa
agaaggaaat
gagaggcgac
ggcaaatgaa

gaaaatgcga

tcaggaaaag
gaaatagacc
caagttttaa
tttggtaata
atagctgatg
aaacgctcat
ccaagagaat
aaaaaatcaa
gttaacaaag
gcaggaattg
tataaattat
cgtgtaccta
aatatgagcg
agcatggggg
ggtagcattt
ttcaactagg
ttctaatttt
acagttatga
tatggaacag
gaggtagaca
caattaataa
ctagataatg
gctacaggaa
attataaaaa
gaccaaaaac
atagattgac

tta

42

ggcattttac
ataaattatg
acaaggatat
taccttataa
agatttattt
tggcattatt
attttcatce
gaatatcaca
aatacaagaa
acgatttaaa
ttaataagta
ttttttgtga
aagcgaataa
ttcagggggt
acgttagata
taaaatctta
tcactcattt
tatagttaga
tctataaagg
agttataccg
gtatgttaga
tccacttaag
caagtctaca
gaaaaactgg
aaaaatacct

ctcccaataa

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

8563



<400> 15
agcttggetg

ttaagagatg
actgatatta
gaaaaaatga
gatgctatat
aagtaataca
ttattacatt
gggggttage
ttttaacaaa
acgtataaat
accccgtatce
taagaacagc
gagctacage
aagtcatttt
cttttaaage
caggacttag
taatagcagg
ggggatatag
atgcatttaa
tttcaagaga
taaaatcagg
aaactgtagt
aattaaaacc
atgactgtgc
aaccacttgc
atggaccttt
tagatttaat
taaaatttga
ttggagcatc
caaaaaaagg

aaaagtgcta

caggtcgact
ttactgaaag
aaaagatagt
gtaaggcaat
tgtatcattt
tgagcattcet
aatatagtta
atatgcataa
atatattgat
tagggataaa
aaaatttagg
gattggatct
tataaaggaa
aggaaatgtt
aggattacca
aacagttagc
tggtatggaa
aatgggaaac
tgattaccac
agaacaagat
tcaatttaaa
tgatacagat
tgcctteaaa
agcagtactt
taagatagtt
ctatgcaaca
agaatcaaat
tatgaataaa
aggtgcaaga
cttagcaact

gaaaggatcc

tcaagaagag
accagaagca
agacgaagcc
aaatccatat
tggagtatta
aaaagaattt
aaatataaac
gtttaatttt
aaaaataata
ctatggaact
aggttagtta
tatggaaagt
gcagttaaaa
cttcaagcag
gttgaaattce
ttagcagcac
aatatgtcta
gctaaatttg
atgggaataa
gagtttgete
gatgaaatag
gagcacccta
aaagatggaa
gtaatcatga
tcttatggtt
aaagcagcta
gaagcttttg
gtaaatgtaa
atactcgtta
ttatgtatag

gataacaatt
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gcacctceatc
gttgaggcag
tataaaataa
ggtgatggaa
aaggatagac
agaatgaagt
ttatgtattt
tttgttaaaa
atagtgggta
tatgaaatag
gaatgaaaga
ctcttaagga
aagcaggaat
gtttaggaca
cagctatgac
aaattataaa
gagctcctta
ttgatgaaat
cagcagaaaa
ttgcatcaca
ttcctgtagt
gatttggatc
cagttacagce
gtgcagaaaa
cagcaggagt
ttgaaaaagc
cagctcaaag
atggaggagce
ctcttgtaca
gtggcggaca

tcacacagaa

ttggaaagce
gaacggtaaa
tgaaagatga
aggcttcaga
cagatgaatt
ttcttatgea
atgctaaaac
aatattaaac
taattaagtt
attgaaatgg
agttgtaata
tgtaccagca
aaaaccagag
gaatccagca
tattaataag
agcaggagat
cttagcgaat
gatcactgac
catagctgag
aaaaaaagct
aattaaaggc
aactatagaa
tggtaatgca
agctaaagag
tgacccagca
aggttggaca
tttagcagta
tattgcecctt
cgcaatgcaa
aggaacagca

ttcattaaag

43

tgtacttgtt
attagtagga
agaagaatat
tagaatagtt
ttcacctaaa
caagtatttt
atgattttaa
tttgtgtttt
gttagagaaa
tttatctgtt
gctagtgcag
gtagatttag
gatgttaatg
agacaggcat
gtttgtggtt
gctgacgtaa
aacgctagat
ggattgtggg
agatggaaca
gaagaagcta
agaaagggag
ggacttgcaa
tcaggattaa
cttggagtaa
ataatgggat
gttgatgaat
gcaaaagatt
ggtcatccaa
aaaagagatg
atattgctag

aggagaaatt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

€660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860



aaccatgggc
tecegtttgec
gtgcgagatg
ggatctegaa
gtttgtgctg
tgagcgtgaa
tcageggagg
aggcggaatg
tttecgatca
gtecgectgtt
gtggaagaag
gctgtcacaa
catttaaccg
taacttcgec
ttgtatateg
atgagcectt
atacagaaag
atatgatgta
ctaaaaaget
actatggaaa
ctaatgaagc
atgatggaag
atgaagcttg
atgatttgec
ctagagctga
aacgtcgtga
ctttegecag
gcagcctgaa
tttcacaccg
agccecgaca
ccgettacag

catcaccgaa

caactcttea
ggcggcetatt
ctegetgeeg
gagctgacgg
ttcggacaca
ggcatcttte
aaagtgtcee
cccgcagage
gattaccggg
catgtcttta
tgggcaaaag
acggaagaag
ggtacctttt
tgcatttcct
tacagatatg
agtcaggttt
cggacaggct
tttagataat
cgggtatceca
acttagagtt
aaaggatcaa
ccctagaata
gacaggacca
agtaaaagag
agttatatat
ctgggaaaac
ctggegtaat
tggegaatgg
catatggtgc
ccegecaaca
acaagetgtg

acgcgcgaga

aatcatttga
cggegtegtt
agecegeeggyg
atttgtacaa
gtatgggegy
cgcaggeggt
acctgectga
ttgttgaaaa
ctcttgaaca
acgggcttga
acatcacatt
tecgeagaacg
atgttaaagg
agaggaccct
gatgecactte
gaaattatgg
attcccgtaa
gagcctgcaa
aagctttttg
gcgacagcta
atttgtegcee
tgtgagctta
actcgactgce
attgtttcta
gattatctta
cctggegtta
agcgaagagyg
cgectgatge
actctcagta
cecegetgacyg
acegteteeg

cgaaagggcc
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tgcgteggaa
tcgeectete
acacggcacg
gcaagaactg
aatgatcacc
tatcatttcet
tgatcagttt
taaggaggtc
atttgagett
tgataaaaaa
ccatcaattt
gatttttgeg
atgaagtaat
ataaatttca
gtaaagttgt
caatgcatga
gctttaatgg
ttgcagtagg
tggattecaga
caatggggta
ctaattatat
taaatgcgaa
agttatttga
gctcteacat
agtaatagaa
cccaacttaa
ccegecacega
ggtattttet
caatctgctc
cgcectgacy
ggagctgcat

tcgtgatacg

aaaacaccgce
catgcttttt
aatcaaacgt
aaccttegee
ttcaggctgg
gcaatccagce
ctegatcata
atgtcctttt
tacgatctgg
tgcatacgag
gacggcgggce
atcttgaate
taaacaaatt
taatcgtgag
gccagagecet
tacgagtgga
agttaaggga
aagggaatta
tactttagta
caaacataaa
gttgaaaata
aatcacagat
tcacgctatg
tettgeagat
ttecactggece
tcgeettgea
tegeecttee
ccttacgeat
tgatgccgea
ggcttgtetg
gtgtcagagg

cctattttta

44

tcatctgttt
tgcaggggga
cagccattga
ctgateggee
cgcaaaagct
cgcctcatat
ttatccaatt
tcctgecttce
cccagatccea
atgcggaagg
acatgttecct
agcatcegat
agcacgccat
tattttaaca
ttagaaattg
cttggttgtt
gattatcttc
agtgcatatc
ggaactttag
gccttagatg
atacccaatt
gttaccgtac
gcgccactta
ataatattge
gtegttttac
gcacatccecce
caacagttge
ctgtgeggta
tagttaagcc
ctcecggeat
ttttcacegt

taggttaatg

1520

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



tcatgataat
cccctatttg
cctgataaat
tcgeeccttat
tggtgaaagt
atctcaacag
gcacttttaa
aacteggteg
aaaagcatct
gtgataacac
cttttttgca
atgaagccat
tgegcaaact
ggatggaggc
ttattgetga
ggccagatgg
tggatgaacg
tgtcagacca
aaaggatcta
tttegtteca
tttttetgeg
gtttgeccgga
agataccaaa
tagcaccgcc
ataagtcgtg
cgggctgaac
tgagatacct
acaggtatcc
gaaacgcctg
ttttgtgatg

tacggttect

aatggtttct
tttatttttc
gcttcaataa
tccotttttt
aaaagatgct
cggtaagatc
agttctgcta
ccgcatacac
tacggatggc
tgcggcecaac
caacatgggg
accaaacgac
attaactgge
ggataaagtt
taaatctgga
taagcecctcece
aaatagacag
agtttactca
ggtgaagatc
ctgagegtea
cgtaatctgc
tcaagagcta
tactgtectt
tacatacctc
tcttaccggg
ggggggttcg
acagcgtgag
ggtaagegge
gtatctttat
ctegtcaggg

ggccttttge

tagacgtcag
taaatacatt
tattgaaaaa
gcggecatttt
gaagatcagt
cttgagagtt
tgtggcgegg
tattctecaga
atgacagtaa
ttacttctga
gatcatgtaa
gagcgtgaca
gaactactta
gcaggaccac
gceggtgage
cgtatcgtag
atcgctgaga
tatatacttt
ctttttgata
gaccecgtag
tgcttgcaaa
ccaactcttt
ctagtgtage
gctctgctaa
ttggactcaa
tgcacacagce
ctatgagaaa
agggtcggaa
agtcectgtceg
gggeggagece

tggecettttg
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gtggcacttt
caaatatgta
ggaagagtat
gccttectgt
tgggtgeacg
ttegeeeccga
tattatcccg
atgacttggt
gagaattatg
caacgatcgg
ctcgeccttga
ccacgatgcc
ctetagette
ttctgegete
gtgggtcteg
ttatctacac
taggtgcctce
agattgattt
atctcatgac
aaaagatcaa
caaaaaaacc
ttccgaaggt
cgtagttagg
tcctgttacc
gacgatagtt
ccagcttgga
gcgccacgct
caggagagceg
ggtttcgcca
tatggaaaaa

ctcacatgtt

tcggggaaat
tccgectcatg
gagtattcaa
ttttgctcac
agtgggttac
agaacgtttt
tattgacgce
tgagtactca
cagtgctgcce
aggaccgaag
tcgttgggaa
tgtagcaatg
ccggcaacaa
ggcecttecyg
cggtatcatt
gacggggagt
actgattaag
aaaacttcat
caaaatccct
aggatcttcet
accgctacca
aactggcttc
ccaccactte
agtggctgct
accggataag
gcgaacgace
tcccgaaggyg
cacgagggag
cctctgactt
cgcecagcaac

cttteetgeg
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gtgcgeggaa
agacaataac
catttccgtg
ccagaaacgc
atcgaactgg
ccaatgatga
gggcaagagc
ccagtecacag
ataaccatga
gagctaaccg
ccggagctga
gcaacaacgt
ttaatagact
getggetggt
gcagcactgg
caggcaacta
cattggtaac
ttttaattta
taacgtgagt
tgagatcctt
gcggtggttt
agcagagcgc
aagaactctg
gccagtggcg
gcgcageggt
tacaccgaac
agaaaggcgg
ctteccagggg
gagcgtcgat
geggectttt

ttatccectg

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



attctgtgga
cgaccgagcg
cteteeccege
aagcgggcag
ctttacactt
acacaggaaa
aaccaatagt
aaaaacatta
gtgctctacg
aactagataa
aacgatcact
aaggaggaaa
tttattactt
gataatatct
tgtaattteg
cttgttgate
aaaaaccaat
cgcaaaattg
gctaaaagat
atttctatat
tcacttatca
aattatttcg
tttaacaatt
ttettatete
tgcatcectt
cattcacttc
aagtttcctt
ccgagcegaaa
cgctttatat
ggtttataag
aaatgttctt

gagaaaaaga

taaccgtatt
cagcgagtca
gegttggeeg
tgagcegcaac
tatgcttccg
cagctatgac
ttteteggea
aagtctaaca
accaaaagta
atctctcata
catcatgtte
aaataaagag
caaaacataa
ttgaaatcgg
taactgecat
acgataattt
cctataaaat
tttttgatag
tattaaatac
taagtatggt
gattaaatag
ttatgaaatg
ccttaaaaca
ttttcaatag
aacttgtttt
ttttctatat
tttgetgttg
gcegagecgaa
agaaaagaag
gaatttgttt
ttttttttag

tgaaagaaag

accgectttg
gtgagcgagg
attcattaat
gcaattaatg
gctcgtatgt
catgattacg
taaageccatg
cactagactt
taaaaccttt
tcttttatte
atatttatca
ggttataatg
tatagataaa
ctcaggaaaa
tgaaatagac
ccaagtttta
atttggtaat
tatagctgat
aaaacgctca
tccaagagaa
aaaaaaatca
ggttaacaaa
tgcaggaatt
ctataaatta
tcgtgtacct
aaatatgagc
gagcatgggg
gggtageatt
attcaactag
gttctaattt
aacagttatg

atatggaaca
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agtgagctga
aagcggaaga
gcagcectggea
tgagttaget
tgtgtggaat
ccaagctttyg
ctetgacget
atttacttcg
aagaactttce
aataatcgca
gagctcegtge
aacgagaaaa
ataatgacaa
gggcatttta
cataaattat
aacaaggata
ataccttata
gagatttatt
ttggcattat
tattttcatc
agaatatcac
gaatacaaga
gacgatttaa
tttaataagt
attttttgtg
gaagcgaata
gttcaggggg
tacgttagat
gtaaaatctt
ttcactcatt
atatagttag

gtctataaag

tacecgectege
gcgcccaata
cgacaggttt
cactcattag
tgtgagcgga
gctaacacac
taaatgcact
taattaagtc
ttttttettg
tcagattgca
tataattata
atataaaaca
atataagatt
cccttgaatt
gcaaaactac
tattgcagtt
acataagtac
taatcgtgga
ttttaatgge
ctaaacctaa
acaaagataa
aaatatttac
acaatattag
aagttaaggg
aatcgattat
agcgtcggaa
tgcagtatet
aaccccctga
aatataggtt
ttgttctaat
aatagtttaa

gctctcagag

46

cgcagccgaa
cgcaaaccgc
cccgactgga
gcaccccagg
taacaatttc
acgccattcecce
aatgecttaa
gttaaaccgt
taaaaaaaga
gtataaattt
ctaattttat
cagtcaaaac
aaatgaacat
agtacagagg
agaaaataaa
taaatttecet
ggatataata
atacgggttt
agaagttgat
agtgaatagc
acagaagtat
aaaaaatcaa
ctttgaacaa
atgcataaac
gtettttgeg
aagcagcaaa
gacgtcaatg
tatgctecga
gagatgataa
ttcttttaac
aataaggagt

gctcatagac

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

7440

7500

7560



10

gaagaaagtg
ttcgtaaagg
cttaaaatcg
acaacaagag
aaaatcttag
gaactactaa
tttgagcaag

ggtcaatcta

<210> 16
<211> 7693
<212>DNA

gagaagtcat
catatatagt
ttaactatat
aaatagcaaa
aagaaggaaa
tgagaggcga
aggcaaatga

tgaaaatgeg

< 213> Artificial

<220>

< 223> Plasmido

<400> 16
agcttggectg

ttaagagatg
actgatatta
gaaaaaatga
gatgctatat
aagtaataca
ttattacatt
gggggttage
ttttaacaaa
acgtataaat
acccegtate
taagaacagc
gagctacagc
aagtcatttt
cttttaaagc
caggacttag
taatagcagg

ggggatatag

caggtcgact
ttactgaaag
aaaagatagt
gtaaggcaat
tgtatcattt
tgagcattct
aatatagtta
atatgcataa
atatattgat
tagggataaa
aaaatttagg
gattggatct
tataaaggaa
aggaaatgtt
aggattacca
aacagttagc
tggtatggaa

aatgggaaac

agaggtagac
gcaattaata
cctagataat
agctacagga
tattataaaa
cgaccaaaaa
aatagattga

atta

tcaagaagag
accagaagca
agacgaagcc
aaatccatat
tggagtatta
aaaagaattt
aaatataaac
gtttaatttt
aaaaataata
ctatggaact
aggttagtta
tatggaaagt
gcagttaaaa
cttcaagcag
gttgaaattc
ttagcagcac
aatatgtcta

gctaaatttg
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aagttatacc
agtatgttag
gtccacttaa
acaagtctac
agaaaaactg
caaaaatacc

cctcccaata

gcacctcatc
gttgaggcag
tataaaataa
ggtgatggaa
aaggatagac
agaatgaagt
ttatgtattt
tttgttaaaa
atagtgggta
tatgaaatag
gaatgaaaga
ctcttaagga
aagcaggaat
gtttaggaca
cagctatgac
aaattataaa
gagctectta

ttgatgaaat

gtaaacaaac
atatgattgg
gtaacaatac
aaacagtaat
gagtattaat
tcttactega

acaccacgta

ttggaaagcc
gaacggtaaa
tgaaagatga
aggcttcaga
cagatgaatt
ttcttatgca
atgctaaaac
aatattaaac
taattaagtt
attgaaatgg
agttgtaata
tgtaccagca
aaaaccagag
gaatccagcea
tattaataag
agcaggagat
cttagcgaat

gatcactgac

47

gtctggtaac
cggaaaaaaa
aatgatagct
aacaacactt
gttaaacccet
atttgggaac

gttattggga

tgtacttgtt
attagtagga
agaagaatat
tagaatagtt
ttcacctaaa
caagtatttt
atgattttaa
tttgtgtttt
gttagagaaa
tttatctgtt
gctagtgeag
gtagatttag
gatgttaatg
agacaggcat
gtttgtggtt
gctgacgtaa
aacgctagat

ggattgtggg

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7380

8004

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080



atgcatttaa
tttcaagaga
taaaatcagg
aaactgtagt
aattaaaacc
atgactgtgce
aaccacttge
atggaccttt
tagatttaat
taaaatttga
ttggagcatc
caaaaaaagg
aaaagtgcta
ggcttttcoctt
cacgceteget
tttacgcaac
attgattatt
gaagtaaaag
tcaaaggceta
cccaaagaag
gtacctttta
gcatttccta
acagatatgg
gtcaggtttg
ggacaggcta
ttagataatg
gggtatccaa
cttagagttg
aaggatcaaa
cctagaatat

acaggaccaa

gtaaaagaga

tgattaccac
agaacaagat
tcaatttaaa
tgatacagat
tgccttcaaa
agcagtactt
taagatagtt
ctatgcaaca
agaatcaaat
tatgaataaa
aggtgcaaga
cttagcaact
gaaaggatcc
ttcectgtteg
atttgecattt
aaaccttact
gcgtggcage
gggctacaat
ctgttaaggt
ttaaagcggce
tgttaaagga
gaggacccta
atgcacttcg
aaattatgge
ttcecegtaag
agcctgcaat
agetttttgt
cgacagctac
tttgtcgecc
gtgagettat
ctegactgea

ttgtttctag

atgggaataa
gagtttgctc
gatgaaatag
gagcacccta
aaagatggaa
gtaatcatga
tcttatggtt
aaagcagcta
gaagcttttg
gtaaatgtaa
atactcgtta
ttatgtatag
tgtttaactt
tgtgtattat
ttttgaacga
agaggaacaa
aaaattggat
cctttttgaa
ageetgtgtt
gtttcatcac
tgaagtaatt
taaatttcat
taaagttgtg
aatgcatgat
ctttaatgga
tgcagtagga
ggattcagat
aatggggtac
taattatatg
aaatgcgaaa
gttatttgat

ctctcacatt
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cagcagaaaa
ttgcatcaca
ttcctgtagt
gatttggatce
cagttacagc
gtgcagaaaa
cagcaggagt
ttgaaaaagc
cagctcaaag
atggaggagce
ctcttgtaca
gtggcggaca
taagaaggag
gaagatactg
gcaagaacag
caactegeat
gatttactta
cagagactga
gatctaggcea
ttaaaataat
aaacaaatta
aatcgtgagt
ccagagcctt
acgagtggac
gttaagggag
agggaattaa
actttagtag
aaacataaag
ttgaaaataa
atcacagatg
cacgctatgg

cttgcagata

catagctgag
aaaaaaagct
aattaaaggc
aactatagaa
tggtaatgca
agctaaagag
tgacccagea
aggttggaca
tttagcagta
tattgcccectt
cgcaatgcaa
aggaacagca
atatacatat
atgcaggtgg
aatatttgeg
ttgttgtcaa
tggtggaaac
tgcgcaacac
agatgaaacc
ttttcggagt
gcacgccatt
attttaacat
tagaaattga
ttggttgtta
attatcttca
gtgcatatce
gaactttaga
ccttagatge
tacccaatta
ttaccgtaca
cgccacttaa

taatattgcc

48

agatggaaca
gaagaagcta
agaaagggag
ggacttgcaa
tcaggattaa
cttggagtaa
ataatgggat
gttgatgaat
gcaaaagatt
ggtcatccaa
aaaagagatg
atattgetag
gttggataat
cgtagtgtat
tacattaaat
aacgctegee
agaggtttca
cctgatgtta
agtggegttt
atgcaatgag
aacttcgcecet
tgtatatcgt
tgagccctta
tacagaaagce
tatgatgtat
taaaaagcte
ctatggaaaa
taatgaagca
tgatggaagc
tgaagettgg
tgatttgeea

tagagctgaa

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

2340

3000



gttatatatg
tgggaaaacc
tggcgtaata
ggcgaatgge
atatggtgca
ccgecaacac
caagctgtga
cgegegagac
atggtttctt
ttatttttet
cttcaataat
ccecttttttg
aaagatgctg
ggtaagatcc
gttectgetat
cgcatacact
acggatggca
gcggccaact
aacatggggg
ccaaacgacg
ttaactggcg
gataaagttg
aaatctggag
aagccctccc
aatagacaga
gtttactcat
gtgaagatcc
tgagegtceag
gtaatctgct
caagagctac

actgtectte

attatcttaa
ctggcgttac
gcgaagaggc
gcctgatgeg
ctetcagtac
ccgcetgacge
ccgtctecegg
gaaagggcct
agacgtcagg
aaatacattc
attgaaaaag
cggcattttg
aagatcagtt
ttgagagttt
gtggcgeggt
attctcagaa
tgacagtaag
tacttetgac
atcatgtaac
agcgtgacac
aactacttac
caggaccact
ceggtgageg
gtatcgtagt
tcgctgagat
atatacttta
tttttgataa
acccegtaga
gcttgcaaac
caactctttt

tagtgtagcece

gtaatagaat
ccaacttaat
ccgcaccgat
gtattttctc
aatetgetet
gcectgacgg
gagctgcatg
cgtgatacge
tggcactttt
aaatatgtat
gaagagtatg
cctteectgtt
gggtgcacga
tcgececcgaa
attatccegt
tgacttggtt
agaattatgc
aacgatcgga
tcgecttgat
cacgatgect
tctagecttce
tctgegeteg
tgggtctege
tatctacacg
aggtgcctca
gattgattta
tctcatgacc
aaagatcaaa
aaaaaaacca
tccgaaggta

gtagttagge

ES 2 639224 T3

tcactggeceg
cgccttgcag
cgccctteee
cttacgcatc
gatgcegeat
gcttgtetge
tgtcagaggt
ctatttttat
cggggaaatg
cegcetcatga
agtattcaac
tttgctcacc
gtgggttaca
gaacgttttc
attgacgceg
gagtactcac
agtgctgcca
ggaccgaagg
cgttgggaac
gtagcaatgg
cggcaacaat
gccecttecgg
ggtatcattg
acggggagtc
ctgattaagc
aaacttcatt
aaaatccctt
ggatcttett
ccgctaccag
actggcttea

caccacttca

tegttttaca
cacatcccce
aacagttgcg
tgtgecggtat
agttaagcca
teceggeate
tttcaccgtce
aggttaatgt
tgcgcggaac
gacaataacce
atttccgtgt
cagaaacgct
tegaactgga
caatgatgag
ggcaagagca
cagtcacaga
taaccatgag
agctaaccege
cggagctgaa
caacaacgtt
taatagactyg
ctggctggtt
cagcactggg
aggcaactat
attggtaact
tttaatttaa
aacgtgagtt
gagatccttt
cggtggtttg
gcagagegea

agaactctgt

49

acgtcgtgac
tttcgcecage
cagcctgaat
ttcacaccge
gccccgacac
cgettacaga
atcaccgaaa
catgataata
ccctatttgt
ctgataaatg
cgcecttatt
ggtgaaagta
tctcaacage
cacttttaaa
acteggtege
aaagcatctt
tgataacact
ttttttgeac
tgaagccata
gcgcaaacta
gatggaggcyg
tattgctgat
gccagatggt
ggatgaacga
gtcagaccaa
aaggatctag
ttcgttccac
ttttctgege
tttgccggat
gataccaaat

agcaccgect

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



acataccteg
cttaccgggt
gggggttegt
cagegtgage
gtaagcggca
tatctttata
tegtcagggg
gecttttget
aaccgtatta
agcgagtcag
cgttggceega
gagcgcaacg
atgcttecgg
agctatgacc
tteteggeat
agtctaacac
ccaaaagtat
tctctcatat
atcatgtteca
aataaagagg
aaaacataat
tgaaatcggc
aactgccatt
cgataattte
ctataaaata
ttttgatagt
attaaataca
aagtatggtt
attaaataga
tatgaaatgg
cttaaaacat

tttcaatagce

ctetgetaat
tggactcaag
gcacacagec
tatgagaaag
gggtcggaac
gtcctgtegg
ggeggagect
ggccttttge
cegectttga
tgagcgagga
ttcattaatg
caattaatgt
ctegtatgtt
atgattacgc
aaagccatge
actagactta
aaaaccttta
cttttattca
tatttatcag
gttataatga
atagataaaa
tcaggaaaag
gaaatagacc
caagttttaa
tttggtaata
atagctgatg
aaacgcteat
ccaagagaat
aaaaaatcaa
gttaacaaag
gcaggaattg

tataaattat

cctgttacca
acgatagtta
cagettggag
cgecacgett
aggagagcgc
gtttegecac
atggaaaaac
tcacatgttc
gtgagctgat
agcggaagag
cagctggcac
gagttagete
gtgtggaatt
caagctttgg
tctgacgett
tttacttegt
agaactttct
ataatcgcat
agetegtget
acgagaaaaa
taatgacaaa
ggcattttac
ataaattatg
acaaggatat
taccttataa
agatttattt
tggcattatt
attttecatce
gaatatcaca
aatacaagaa
acgatttaaa

ttaataagta
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gtggctgetg
ccggataagg
cgaacgacct
cccgaaggga
acgagggagc
ctctgacttyg
gccagcaacyg
tttcctgegt
accgctegece
cgcccaatac
gacaggtttc
actcattagg
gtgageggat
ctaacacaca
aaatgcacta
aattaagteg
tttttecttgt
cagattgcag
ataattatac
tataaaacac
tataagatta
ccttgaatta
caaaactaca
attgcagttt
cataagtacg
aatcgtggaa
tttaatggeca
taaacctaaa
caaagataaa
aatatttaca
caatattage

agttaaggga

ccagtggega
cgcagcggtc
acaccgaact
gaaaggcgga
ttccaggggy
agcgtcgatt
cggecttttt
tatccccetga
gcagccgaac
gcaaaccgcec
ccgactggaa
caccccagge
aacaatttca
cgccattcca
atgeocttaaa
ttaaacegtg
aaaaaaagaa
tataaattta
taattttata
agtcaaaact
aatgaacatg
gtacagaggt
gaaaataaac
aaatttccta
gatataatac
tacgggtttg
gaagttgata
gtgaatagcet
cagaagtata
aaaaatcaat
tttgaacaat

tgcataaact

50

taagtcgtgt
gggctgaacg
gagataccta
caggtatceg
aaacgcctgg
tttgtgatgce
acggttectg
ttctgtggat
gaccgagege
tcteceegeg
agcgggcagt
tttacacttt
cacaggaaac
accaatagtt
aaaacattaa
tgctcetacga
actagataaa
acgatcactc
aggaggaaaa
ttattacttc
ataatatctt
gtaatttcgt
ttgttgatca
aaaaccaatce
gcaaaattgt
ctaaaagatt
tttetatatt
cacttatcag
attatttcgt
ttaacaatte
tettatetet

gcatccctta

4920

4280

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



acttgttttt
tttctatata
ttgetgttgg
cgagccgaag
gaaaagaaga
aatttgtttg
tttttttaga
gaaagaaaga
agaagtcata
atatatagtg
taactatatc
aatagcaaaa
agaaggaaat
gagaggcgac
ggcaaatgaa

gaaaatgcga

cgtgtaccta
aatatgagcg
agcatggggg
ggtagcattt
ttcaactagg
ttctaatttt
acagttatga
tatggaacag
gaggtagaca
caattaataa
ctagataatg
gctacaggaa
attataaaaa
gaccaaaaac
atagattgac

tta

ttttttgtga
aagcgaataa
ttcagggggt
acgttagata
taaaatctta
tcactcattt
tatagttaga
tctataaagg
agttataccg
gtatgttaga
tccacttaag
caagtctaca
gaaaaactgg
aaaaatacct

ctececcaataa
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atcgattatg
gcgtcggaaa
gcagtatctg
accccectgat
atataggttg
tgttctaatt
atagtttaaa
ctctcagagyg
taaacaaacg
tatgattggc
taacaataca
aacagtaata
agtattaatg
cttactcgaa

caccacgtag

tcttttgege
agcagcaaaa
acgtcaatge
atgcteegac
agatgataag
tcttttaaca
ataaggagtg
ctcatagacg
tctggtaact
ggaaaaaaac
atgatagcta
acaacactta
ttaaaccctg
tttgggaact

ttattgggag
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attcacttct
agtttccttt
cgagcgaaag
gctttatata
gtttataagg
aatgttcttt
agaaaaagat
aagaaagtgg
tegtaaagge
ttaaaatcgt
caacaagaga
aaatcttaga
aactactaat
ttgagcaaga

gtcaatctat
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REIVINDICACIONES
1.- Un procedimiento para la produccién de acetona, que comprende los pasos de procedimiento:

A) puesta en contacto de una célula acetégena, que es capaz de formar acetona, con un medio nutriente que
contiene al menos una fuente de carbono seleccionada a partir del grupo que comprende diéxido de carbono y
mondxido de carbono;

B) cultivo de la célula bajo condiciones que posibiliten formar acetona a la célula;

C) en caso dado aislamiento de la acetona formada,

caracterizado por que la célula presenta una actividad acrecentada en comparacién con su tipo salvaje de al menos
uno de los siguientes enzimas mediante sobreexpresion:

de un enzima E1, que cataliza la reaccién de acetil-coenzima A para dar acetoacetil-coenzima A;
de un enzima E2, que cataliza la reaccién de acetoacetil-coenzima A para dar acetoacetato;
de un enzima Es, que cataliza la reaccién de acetoacetato para dar acetona,

y por que la célula procedente de al menos una fuente de carbono seleccionada a partir del grupo que contiene
diéxido de carbono y mondxido de carbono es capaz de formar acetona.

2.- Procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado por que
en el caso del enzima E; se trata de una acetil-CoA-C-acetiltransferasa (EC 2.3.1.9);

en el caso del enzima E; se trata de butirato-acetoacetato-CoA-transferasa (EC 2.8.3.9) o de una acil-CoA-hidrolasa
(EC 3.1.2.20);

en el caso del enzima Ej3 se trata de acetoacetato-decarboxilasa (EC 4.1.1.4).

3.- Procedimiento segun al menos una de las reivindicaciones 1 o 2, caracterizado por que la célula es un
microorganismo seleccionado a partir del grupo que comprende Thermoanaerobacter kivui, Acetobacterium woodii,
Acetoanaerobium notera, Clostridium aceticum, Butyribacterium methylotrophicum, Moorella thermoacetica,
Eubacterium limosum, Peptostreptococcus productus, Clostridium ljungdahliiy Clostridium carboxidivorans.
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Figura 1
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Figura 2
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