COMPOSICIONES Y METODOS PARA LA PRODUCCION INCREMENTADA DE
ENDURACIDINA EN UNA CEPA GENETICAMENTE MODIFICADA DE
STREPTOMYCES FUNGICIDICUS

REFERENCIA RECIPROCA A SOLICITUDES RELACIONADAS

Esta solicitud reivindica el beneficio de prioridad de la fecha de presentacion
anticipada de las patentes provisionales de EE. UU. NUmeros 62/430.838, presentada el 6 de
diciembre de 2016 y 62/479.087, presentada el 30 de marzo de 2017, cada una de las cuales
se incorpora aqui como referencia en su totalidad.
CAMPO

Esta descripcion se refiere a la biosintesis de antibiéticos, en particular, a las

composiciones y métodos para mejorar la produccion de enduracidina.

FUNDAMENTO

La aparicion mundial de infecciones bacterianas resistentes a multiples farmacos ha
dado lugar a enormes costos sanitarios y se ha convertido en una amenaza importante para la
salud puablica. Para mantenerse a la vanguardia del desarrollo de resistencias a los
medicamentos antibacterianos, existe la necesidad de identificar nuevos antibidticos, asi

como métodos para producir dichos antibidticos de una manera mas rentable.

RESUMEN

La presente divulgacion supera los problemas asociados con la produccion limitada de
enduracidina (enramicina) en cepas de tipo silvestre de Streptomyces fungicidicus, asi como
los limites de produccion en cepas industriales desarrolladas a través de la radiacion
convencional y mutagénesis mediada por quimicos del cromosoma y multiples rondas
sucesivas de seleccion de mutantes para la produccién de niveles aumentados de los péptidos
deseados del antibiotico enduracidina. En el presente documento se describe la manipulacion
genetica de genes reguladores orf24 y orf18 asociados con el grupo de genes de biosintesis de
enduracidina (enramicina) de Streptomyces fungicidicus para generar vectores y cepas
recombinantes que producen mayores rendimientos de este antibiotico peptidico. Las cepas
recombinantes fueron construidas tanto en un productor de tipo silvestre, Streptomyces
fungicidicus B-5477 (ATCC 21013), y Streptomyces fungicidicus BM38-2 (ATCC PTA-

122342), que se deriva de la cepa de tipo silvestre y se usa actualmente para la produccién



industrial de enduracidina. En el organismo de tipo silvestre, la integracion especifica a sitio
del plasmido pXY152-endorf24, que impulsa la sobreexpresion de una segunda copia de
orf24, gener6 la cepa SfpXY152endorf24. La integracion del fosmid pXYF24D3
mutagenizado en el cromosoma de tipo Silvestre reemplazé el orfl8 nativo con una copia
interrumpida del gen y cre6 el mutante SfpXYF24D3. Trabajando con el productor
commercial de Streptomyces fungicidicus BM38-2 (ATCC PTA-122342), la integracion del
plasmido pXY152-endorf24 generd la cepa recombinante Streptomyces fungicidicus BM38-
2.24/16. Para crear una cepa derivada de BM38-2 (ATCC PTA-122342) que carece de orfl8
funcional, se construyé el plasmido pKS-T-orfl8pfrd-AmR para eliminar orfl8 y sus
regiones flanqueantes, reemplazando esta region con un marcador de resistencia a apramicina
y generando la cepa recombinante deStreptomyces fungicidicus BM38-2.18pfrd-AmR. Se
demostro que las cepas manipuladas genéticamente producen rendimientos de enduracidina
que varian de 1.2 a 4.6 veces mas que las cepas precursoras respectivas. Los rendimientos de
enduracidina elevados de las cepas recombinantes proporcionan una produccion mas rentable

de enduracidina.

Las anteriores y otras caracteristicas y ventajas de la divulgacién se hardn mas
evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada, que se desarrolla con referencia a las

figuras adjuntas.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La FIG. 1 proporciona la estructura quimica de las enduracidinas A y B.

La FIG. 2 es un mapa del plasmido integrativo de expresion pXY152-endorf24.

La FIG. 3 es un mapa de la eliminacion de genes del plasmido pXY300-orf18ifd.

La FIG. 4 es un mapa de la delecion de genes del plasmido pKS-T-orf18ifd.

La FIG. 5 es un mapa de la delecion de genes del plasmido pKS-T-orf18pfrd-AmR.

La FIG. 6 es un mapa de la delecion de genes del plasmido pKS-orfl18ifd-T-
AmR(NS).

La FIG. 7 es un mapa de la expresion integrativa del plasmido pXY152-endorf24-
camtsr.

La FIG. 8 es un mapa de la expresion integrativa del plasmido pXY152-endorf24-
blatsr.



La FIG. 9 proporciona una alineacién de la proteina StrR activadora de
estreptomicina (SEC ID NO: 25) con Orf24 (SEQ ID NO: 26).

Las FIGs. 10A y 10B son mapas de las inserciones de plasmidos pKS-T-orf18pfrd-
AmR (a) y pXY300-orfl8ifd (b). En el constructo pXY30-orfl8ifd, se elimind y se
reemplazé la secuencia interna de orf18 desde la posicidn del nucle6tido 25795 hasta 26450
(ndmero de acceso de GenBank DQ403252) con un sitio de restriccion Pacl (TTAATTAA,
FIG. 10B). El orfl8 resultante eliminado en el marco (GTGTTTAATTAATGA (SEC ID
NO: 27)) podria traducirse en un péptido de tres aminoacidos (VFN). En general, cualquier
eliminacion interna en el marco a lo largo de orf18 deberia resultar en una funcion anulada de
Orf18 debido a su estado incompleto.

La FIG. 11 es el alineamiento de Orf24 con seis proteinas ortdlogas del activador
especifico de la via de tipo a StrR funcionalmente caracterizadas de actinimicetos. Orf24
(ndmero de acceso de GenBank DQ403252; SEC ID N°: 26) del grupo de genes biosintéticos
de enduracidina de S. fungicidicus; StrR (nimero de acceso de GenBank Y00459; SEC ID
N°: 25) del grupo de genes biosintéticos de estreptomicina de S. griseus; Teil5* (nimero de
acceso de GenBank AJ632270; SEC ID NO: 32) del grupo de genes de teicoplanina de
Actinoplanes teichomyceticus; Bbr (nimero de acceso de GenBank Y16952; SEC ID N°: 28)
del grupo de genes biosintéticos balhimycina DSM 5908 de la cepa de Amycolatopsis; KasT
(nimero de acceso de GenBank BAF79690; SEC ID N° 29) del grupo de genes
kasugamicina de S. kasugaensis ; NovG (nimero de acceso de GenBank AF170880; SEC ID
N°: 30) del grupo de genes biosintéticos de novobiocina NCIMB 9219 de la cepa S. niveus;
SgcR1 (numero de acceso de GenBank AY048670; SEC ID NO: 31) del grupo de genes
biosintéticos C-1027 de S. globisporus. Aminoacidos idénticos (*), aminoacidos
conservadores (.) y sustituciones de aminodcidos altamente conservativos(:). EI motivo
conservado hélice-giro-hélice (HTH) caracteristico de las proteinas de unién al ADN como
StrR esta subrayado.

La FIG. 12 Alineacion de Orfl8 (SEC ID NO: 36) con otros ortologos
reguladores de la respuesta funcionalmente caracterizados. SCO1745/AbrA2: Regulador
de respuesta de dos componentes A3 (2) de S. coelicolor (nimero de acceso de GenBank
CAB50960; SEC ID NO: 33). SC0O3226/AbsA2: Regulador de respuesta de dos componentes
A3 (2) de S. coelicolor (nimero de acceso de GenBank AABO08053; SEC ID NO: 34).
SCO03818: Regulador transcripcional de respuesta de sistema de dos componentes A3 (2) de
S. coelicolor (nimero de acceso de GenBank CAB46941; SEC ID NO: 35).



LISTADO DE SECUENCIAS

Las secuencias de nucleétidos y aminoacidos enumeradas en este documento y en la
lista de secuencias adjunta se muestran usando abreviaturas de letras estandar para bases de
nucleotidos y un cédigo de tres letras para aminoacidos, como se define en 37 C.F.R. 1.822.
Solo se muestra una hebra de la secuencia de &cido nucléico, pero se entiende que la hebra
complementaria esté incluida por cualquier referencia a la hebra mostrada. En la siguiente
lista de secuencias:

Las SEQ ID NOs: 1y 2 son cebadores oligonucleotidicos utilizados para generar el
inserto del plasmido pXY152-endorf24.

La SEQ ID NO: 3 es la secuencia de acido nucleico del plasmido pXY152-endorf24.

Las SEQ ID NOs: 4-7 son cebadores oligonucledtidos utilizados para generar el
inserto del plasmido pXY300-orf18ifd.

La SEQ ID NO: 8 es la secuencia de acido nucleico del plasmido pXY300-orf18ifd.

Las SEQ ID NOs: 9y 10 son cebadores oligonucleotidicos utilizados para generar el
fragmento oriT del plasmido pKS-T-orf18pfrd.

La SEQ ID NO: 11 es la secuencia de acido nucleico del plasmido pKS-T-orf18pfrd.

Las SEQ ID NOs: 12 y 13 son cebadores oligonucleotidicos utilizados para generar
el fragmento amR del pldsmido pKS-T-orf18pfrd-AmR.

La SEQ ID NO: 14 es la secuencia de acido nucleico del plasmido pKS-T-orf18pfrd-
AmR.

Las SEQ ID NOs: 15-18 son cebadores oligonucleotidos utilizados para generar 1os
fragmentos oriT y amR del plasmido pKS-orf18ifd-T-AmR (NS).

La SEQ ID NO: 19 es la secuencia de acido nucleico del plasmido pKS-orf18ifd-T-
AmR (NS).

La SEQ ID NO: 20 es la secuencia de acido nucleico del plasmido pXY152-
endorf24-camtsr.

Las SEQ ID NOs: 21 y 22 son cebadores oligonucleotidicos utilizados para generar
el fragmento bla del plasmido pXY 152-endorf24-blatsr.

La SEQ ID NO: 23 es la secuencia de acido nucleico del plasmido pXY152-
endorf24-blatsr.

La SEQ ID NO: 24 es un cebador oligonucleotidico que corresponde a una region de

un gen de resistencia a apramicina.



La SEQ ID NO: 25 es la secuencia de aminoacidos de la proteina StrR activadora de
estreptomicina.

La SEQ ID NO: 26 es la secuencia de amino&cidos codificada por ORF24.

La SEQ ID NO: 27 es la secuencia de acido nucleico que ilustra una eliminacion en
el marco en orf18.

La SEQ ID NO: 28 es la secuencia de aminoacidos del inserto Bbr.

La SEQ ID NO: 29 es la secuencia de aminoacidos del inserto KasT.

La SEQ ID NO: 30 es la secuencia de aminoéacidos del inserto NovG.

La SEQ ID NO: 31 es la secuencia de aminoacidos del inserto SgcR1.

La SEQ ID NO: 32 es la secuencia de aminoacidos del inserto Teil5*.

La SEQ ID NO: 33 es la secuencia de aminoacidos del ortélogo regulador de la
respuesta SCO1745/AbrA2 de S. coelicolor A3 (2) (GenBank Accession No. CAB50960).

La SEQ ID NO: 34 es la secuencia de aminoacidos del ortélogo regulador de la
respuesta SCO/3226/AbsA2 de S. coelicolor A3 (2) (GenBank Accession No. AAB08053).

La SEQ ID NO: 35 es la secuencia de aminoacidos del regulador de respuesta
ortdlogo SC0O3818 de S. coelicolor A3 (2) (GenBank Accession No. CAB46941).

La SEQ ID NO: 36 es la secuencia de aminoacidos codificada por ORF18.

La SEQ ID NO: 37 es la secuencia de acido nucleico de orf18.

La SEQ ID NO: 38 es la secuencia de acido nucleico de orf24.

La SEQ ID NO: 39 es la secuencia de &cido nucleico del fosmid pXYF148 con el
orf24 ubicado en la posicion de nucledtido 23109 a 24044).

La SEQ ID NO: 40 es la secuencia de acido nucleico del fosmid pXYF24 con el
orfl18 ubicado en la posicion del nucledtido 31091-31753).

DESCRIPCION DETALLADA DE VARIAS MODALIDADES
l. Introduccion

La enduracidina (FIG. 1), también Illamada enramicina, es un antibidtico
lipodepsipeptidico de 17 aminoacidos producido por la bacteria del suelo S. fungicidicus B-
5477 (ATCC 21013). El péptido se aisla del caldo de fermentacion y los micelios
principalmente como una mezcla de enduracidinas A y B, que difieren en un carbono en la
longitud de la cadena lipidica adherida. Estructuralmente, las enduracidinas se distinguen por
una fraccion de &cido graso ramificado Ci, 0 Ci3 2Z, 4E unido por un enlace amida a un

residuo de acido aspartico, y la presencia de numerosos residuos de aminoacidos no proteicos



tales como enduracididina (End), 4-hidroxifenilglicina  (Hpg), 3,5-dicloro-4-
hidroxifenilglicina (Dpg), citrulina (Cit) y ornitina (Orn) (cf. FIG. 1). Siete de los 17
aminoacidos tienen la configuracion D y seis de los residuos son Hpg o el derivado clorado
Dpg.

La enduracidina (por simplicidad, se hara referencia a los péptidos de forma singular)
muestra una potente actividad antibacteriana in vitro e in vivo contra un amplio espectro de
organismos gram-positivos, incluido Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) y
Enterococcus resistente a vancomicina (VRE). Las concentraciones inhibitorias minimas
(CIM) son tan bajas como 0.05 pug/mL y el efecto es bactericida. Un estudio con 100 cepas de
S. aureus recolectadas de varios productos patoldgicos, e incluyendo un 40% de MRSA,
estableci6 MIC que varian de 0.09 a 0.56 pg/mL sin una cepa capaz de sobrevivir a la
exposicion a 1 pg/mL. Para comparacion, las CIM tipicas para vancomicina hacia cepas
sensibles de S. aureus varian de 0,5 a 2 pg/ml. Ademas, la enduracidina tiene un excelente
perfil toxicoldgico. En un estudio en ratones, conejos, perros y monos, las LD50 agudas
fueron: intravenosas, 30-125 mg/kg; intraperitoneal, 750-910 mg/kg; subcutanea,
intramuscular (i.m.) u oral,> 5-10 g/kg. En el mismo estudio, los monos que recibieron
enduracidina por via intramuscular durante 6 meses y las ratas a las que se les administré una
dosis similar durante 12 meses se encontré que solo tenian una inflamacion localizada en el
sitio de las inyecciones. En humanos, se administré enduracidina por via intramuscular (100
mg cada 12 horas) a 20 pacientes adultos hospitalizados infectados con MRSA. Se informo
que el péptido estaba libre de efectos secundarios y que también era muy efectivo para tratar
infecciones del tracto urinario y de la piel causadas por MRSA, pero no infecciones crénicas
del hueso (Peromet, Chemotherapy 19: 53-61, 1973).

La enduracidina inhibe la biosintesis de la pared celular del peptidoglicano bacteriano
mediante la formacién de complejos con el lipido Il extracelular, un precursor para la
estructura de la pared celular bacteriana. El sitio de la formacién de complejos del lipido Il es
distinto del reconocido por vancomicina y explica la accion de la enduracidina contra
organismos resistentes a vancomicina. Hasta la fecha, no hay una resistencia cruzada
documentada de enduracidina con ningun antibiético utilizado clinicamente y no hay
evidencia de resistencia desarrollada, adquirida o transferible. La ausencia de cualquier forma
conocida de mecanismo de resistencia transferible, la falta de biodisponibilidad oral, su baja

toxicidad y excelente actividad hacia Clostridium spp. han hecho de la enduracidina un



antibidtico peptidico comercial clave utilizado como aditivo alimenticio para aves de corral
para controlar la enteritis clostridial.

Para derivar una cepa del organismo productor que podria suministrar las cantidades
de péptidos requeridos para usos comerciales, Japon Takeda Animal Health (ahora parte de
Intervet/Merck Animal Health) sometieron a S. fungicidicus B-5477 a varios métodos
tradicionales de optimizacion de cepas y se seleccionaron para los mutantes que produjeron
rendimientos mas altos de enduracidina. Un mercado mundial creciente de enduracidina ha
impulsado los esfuerzos para mejorar ain mas el rendimiento de este antibiético en BM38-2
(ATCC PTA-122342). Con la secuencia genética del grupo de genes de biosintesis de
enduracidina disponible (nimero de acceso de GenBank DQ403252, que se incorpora aqui
como referencia en la red informéatica mundial el 3 de octubre de 2006, BM38-2 (ATCC
PTA-122342) sirvio como la cepa inicial para la manipulacion genética dirigida de genes
reguladores asociados con el grupo de genes y constituye la base de esta divulgacion. En este
documento, se describe que el producto de orf18 tiene un efecto negativo en la produccion de
enduracidina y el producto del gen orf24 tiene un efecto positivo en la produccion de
enduracidina y que las cepas recombinantes derivadas tanto de S. fungicidicus de tipo
silvestre como de organismos BM38-2 (ATCC PTA -122342) que explotan estos efectos
reguladores producen rendimientos elevados de enduracidina. Ademas, en el presente
documento se describen nuevos vectores de expresion de sustitucion génica y de integracion

basados en pBluescript 11 KS y pSET152, respectivamente.

. Abreviaturas y Términos

a. Abreviaturas
AA: aminoacido
Am: apramicina
AmR: marcador de resistencia a apramicina
amRp: promotor de resistencia a apramicina nativa
ATCC: Coleccion de Cultura Tipo Americana
bla: gen de resistencia a ampicilina
BLAST: Herramienta béasica de busqueda de alineacion local
cam: gen de resistencia a cloranfenicol
CFU unidades formadoras de colonias
CTAB: Bromuro de cetiltrimetilamonio
Cit: L-citrulina
Dpg: 3,5-dicloro-L-4-hidroxifenilglicina
EDTA: EtilenDiaminoTetra-Acetato disodico
Final: enduracididina
Enradin: Enduracidina, enramicina



EPM: Medio de produccion de enduracidina

Hpg: D- y L- 4-hidroxifenilglicina

HPLC: Cromatografia liquida de alto desempefio

HTH: Hélice-Giro-Hélice

IM: Intramuscular

ISP2: Medio 2 del Proyecto Internacional Streptomyces

ISPA4: Medio 4 del Proyecto Internacional Streptomyces

LB: Caldo Luria-Bertani

LD50: Dosis letal, un LD50 representa la dosis individual requerida
para matar al 50 por ciento de una poblacién de animales de
prueba

MAH: Intervet/Merck Animal Health

MeOH: Metanol

MICs: Concentraciones inhibitorias minimas,

MRSA: Staphylococcus aureus resistente a meticilina

nm: Nandmetro

NRPS: sintetasa de péptidos no ribosomal

ORF: marco de lectura abierta

Orn: D-ornitina

PCP: proteina portadora de peptidilo

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

Pfrd: Eliminacion adicional de la region flanqueante

SDS: Dodecilsulfato sédico

SNP: Polimorfismo de nucle6tido Unico

SPD: Fotodiodo espectral

TFA: Acido trifluoroacético

TSB: Caldo de soya triptico

tsr: Gen de resistencia a tiostreptona

uV: ultravioleta

VRE: enterococos resistentes a vancomicina

b. Condiciones

A menos que se indique lo contrario, los términos técnicos se utilizan de acuerdo con
el uso convencional. Las definiciones de términos comunes en biologia molecular se pueden
encontrar en Benjamin Lewin Genes V publicado por Oxford University Press, 1994 (ISBN
0-19-854287-9); Kendrew, (eds.) The Encyclopedia of Molecular Biology, publicado por
Blackwell Science Ltd., 1994 (ISBN 0-632-02182-9); y Robert A. Meyers (ed.) Molecular
Biology and Biotechnology: a Comprehensive Desk Reference, publicado por VCH
Publishers, Inc., 1995 (ISBN 1-56081-569-8).

Para facilitar la revision de las diversas modalidades de esta divulgacion, se
proporcionan las siguientes explicaciones de términos especificos:

Administracion: Administracion por cualquier via al animal. Como se usa en este

documento, la administracion se refiere tipicamente a la administracion oral.



Variante alélica: Una forma alternativa de un polipéptido que se caracteriza por tener
una sustitucion, eliminacion o adicion de uno o mas aminoacidos. En un ejemplo, la variante
no altera la funcion bioldgica del polipéptido.

Amplificacion: Cuando se usa en referencia a acidos nucleicos, técnicas que
aumentan el numero de copias de una molécula de acido nucleico en una muestra o
espécimen. Un ejemplo de amplificacion es la reaccion en cadena de la polimerasa, en la cual
una muestra bioldgica recolectada de un sujeto se pone en contacto con un par de cebadores
oligonucleotidicos, bajo condiciones que permiten la hibridacion de los cebadores con la
plantilla de acido nucleico en la muestra. Los cebadores se extienden bajo condiciones
adecuadas, se disocian de la plantilla y luego se vuelven a recocer, se extienden y se disocian
para amplificar el nimero de copias del acido nucleico. El producto de la amplificacion in
vitro se puede caracterizar por electroforesis, patrones de escision por endonucleasas de
restriccion, hibridacion o ligacion de oligonucle6tidos y/o secuenciacion de acidos nucleicos,
utilizando técnicas estandar. Otros ejemplos de técnicas de amplificacion in vitro incluyen la
amplificacion por desplazamiento de hebras (véase la patente de EE.UU. n° 5.744.311);
amplificacion isotérmica libre de transcripcion (véase la patente de EE.UU. n° 6.033.881);
Amplificacion de la reaccion de reparacion de la cadena (véase WO 90/01069); amplificacion
de la reaccion de la cadena ligasa (véase EP-A-320 308); amplificacion de la reaccion de la
cadena de la ligasa para el llenado de faltantes (ver la patente de los Estados Unidos No.
5.427.930); Deteccidn de ligasa acoplada y PCR (véase la patente de EE.UU. No. 6.027.889);
y la amplificacion libre de transcripcion de ARN NASBA™ (véase la patente de EE.UU. n°
6.025.134).

Analogo, derivado o mimético: Un analogo es una molécula que se diferencia en la
estructura quimica de un compuesto precursor, por ejemplo un homdlogo (que se diferencia
en un incremento en la estructura quimica, tal como una diferencia en la longitud de una
cadena de alquilo), un fragmento molecular, una estructura que difiere por uno o mas grupos
funcionales, y/o un cambio en la ionizacion. Los anélogos estructurales a menudo se
encuentran utilizando relaciones cuantitativas estructura-actividad (QSAR), con técnicas tales
como las que se describen en Remington (The Science and Practice of Pharmacology, 192
edicion (1995), capitulo 28). Cuando los cambios al compuesto original son sustanciales, o se
combinan muchos cambios incrementales, el compuesto no es mas un analogo. Por ejemplo,
la ramoplanina no se considera en la presente como un andlogo de la enduracidina: la

ramoplanina no tiene el aminoacido enduracididina, incluye diferentes aminoacidos, y aunque



tiene una cadena lateral de lipidos, la longitud de cadena es sustancialmente mas corta. Los
analogos de enduracidina pueden prepararse mediante la adicién o eliminacién de grupos
funcionales en los amino&cidos que constituyen los lipodepsipéptidos, mediante la sustitucion
de un aminoacido por otro (excepto los aminoacidos enduracididina) o una combinacion de
modificacion del grupo funcional y sustitucion de aminoacidos. Ejemplos de analogos de
enduracidina incluyen tetrahdorenduracidina A, tetrahidroenduracidina B,
descloroenduracidina A y descloroenduracidina B.

Un derivado es una molécula biol6gicamente activa derivada de la estructura base.
Un mimético es una molécula que imita la actividad de otra molécula al imitar la estructura
de dicha molécula, tal como una molécula biolégicamente activa. Por lo tanto, el término
"mimético" indica una estructura definida relacionada con la actividad.

Antibiotico: Una sustancia, por ejemplo, enduracidina, penicilina o estreptomicina, a
menudo producida por o derivada de ciertos hongos, bacterias y otros organismos, que puede
destruir o inhibir el crecimiento de otros microorganismos.

Antisentido, sentido, y antigenos: EI ADN de doble hebra (ADNds) tiene dos
hebras, una hebra de 5 '— 3', denominada la hebra positiva, y una hebra de 3 '— 5' (el
complemento inverso), denominada la hebra negativa. Debido a que la ARN polimerasa
agrega acidos nucleicos en una direccion 5 '— 3', la hebra negativa del ADN sirve como
plantilla para el ARN durante la transcripcion. Por lo tanto, el ARN formado tendrd una
secuencia complementaria a la hebra negativa e idéntica a la hebra positiva (excepto que U es
sustituida por T). Las moléculas antisentido son moléculas que son especificamente
hibridables o especificamente complementarias a cualquiera ARN o ADN de hebra positiva.
Las moléculas sensoriales son moléculas que son especificamente hibridables o
especificamente complementarias a la hebra negativa de ADN. Las moléculas de antigeno
son bien sea moléculas complementarias antisentido o sentido a una diana de ADN de doble
hebra. En una modalidad, una molécula antisentido hibrida especificamente con un ARNm
diana e inhibe la transcripcion del ARNm diana.

Unidn o union estable: Una molécula, tal como un oligonucle6tido o una proteina,
se une o se une de manera estable a una molécula diana, tal como un &cido nucleico o una
proteina, si la unién es detectable. En un ejemplo, un oligonucledtido se une o se une de
manera estable a un acido nucleico diana si una cantidad suficiente del oligonucleotido forma
pares de bases o se hibrida con su acido nucleico diana, para permitir la deteccion de esa

unién. La unién puede ser detectada por bien sea las propiedades fisicas o funcionales de la
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diana: complejo de oligonucledtidos. La union entre una diana y un oligonucleoétido puede
detectarse mediante cualquier procedimiento conocido por un experto en la técnica, incluidos
los ensayos de union tanto funcionales como fisicos. La union puede detectarse
funcionalmente al determinar si la union tiene un efecto observable sobre un proceso
biosintético tal como la expresion de un gen, replicacion del ADN, transcripcion, traduccién y
similares.

Los métodos fisicos para detectar la union de hebras complementarias de ADN o
ARN son bien conocidos en la técnica e incluyen métodos tales como DNasa | o huella
quimica, andlisis de cambio de gel y ensayos de escision por afinidad, transferencia Northern,
transferencia de puntos y procedimientos de deteccion de absorcion de luz. Por ejemplo, un
método que se usa ampliamente, debido a que es tan simple y confiable, implica observar un
cambio en la absorcion de la luz de una solucion que contiene un oligonucleétido (o un
analogo) y un &cido nucleico diana en 220 a 300 nm, a medida que la temperatura aumenta
poco a poco. Si el oligonucledtido o andlogo se ha unido a su diana, hay un aumento
repentino en la absorcion a una temperatura caracteristica a medida que el oligonucledtido (o
analogo) y la diana se disocian entre si, o se funden.

La union entre un oligdmero y su acido nucleico diana se caracteriza frecuentemente
por la temperatura (Ty,) a la que se funde el 50% del oligbmero de su diana. Una T, més alta
significa un complejo mas fuerte o mas estable en relacion con un complejo con una Ty, Mas
baja.

La unidn entre una proteina y su proteina diana, como un anticuerpo para un antigeno,
se caracteriza frecuentemente por la determinacion de la afinidad de union. En una
modalidad, la afinidad se calcula mediante una modificacion del método de Scatchard
descrito por Frankel, Mol. Immunol., 16:101-106, 1979. En otra modalidad, la afinidad de
unién se mide por una tasa de disociacion del receptor de agente de unién especifico. En otra
modalidad mas, una alta afinidad de unién se mide mediante un radioinmunoensayo de
competicion. En varios ejemplos, una alta afinidad de union es al menos 1x10.s3 M
aproximadamente. En otras modalidades, una alta afinidad de unién es al menos 1,5 x 10®
aproximadamente, al menos 2,0x
10® aproximadamente, al menos 2.5 x 10° aproximadamente, al menos 3.0 x 10
aproximadamente, al menos 35 x 10° aproximadamente, al menos 4.0 x 10%
aproximadamente, al menos 4.5 x 10® aproximadamente, o al menos 5.0 x 10° M

aproximadamente.
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Funcion bioldgica: La funcion de un polipéptido en las células en las que ocurre
naturalmente. Un polipéptido puede tener mas de una funcion bioldgica.

ADNc (ADN complementario): Una pieza de ADN que carece de segmentos
internos no codificantes (intrones) y secuencias reguladoras de la transcripcion. EI ADNc
también puede contener regiones no traducidas (UTR) que son responsables del control de
traduccion en la molécula de ARN correspondiente. EI ADNc se sintetiza en el laboratorio
por transcripcion inversa del ARN mensajero extraido de las células.

Sustitucién conservadora: Las sustituciones de aminoacidos que no alteran
sustancialmente la actividad (especificidad o afinidad de union) de la molécula. Tipicamente,
las sustituciones de amino&cidos conservadoras implican sustituciones de un aminoécido por
otro aminoécido con propiedades quimicas similares (ej., carga o hidrofobicidad). La

siguiente tabla muestra ejemplos de sustituciones de aminoacidos conservativas:

. - Sustituciones
Residuo original
conservadoras

Ala Ser
Arg Lys
Asn Gln; His
Asp Glu
Cys Ser
Gln Asn
Glu Asp
Gly Pro
His Asn; GIn
lle Leu; Val
Leu lle; Val
Lys Arg; Gln; Glu
Met Leu; lle
Phe Met; Leu; Tyr
Ser Thr
Thr Ser
Trp Tyr
Tyr Trp; Phe
Val lle; Leu

Control de la cepa de Streptomyces fungicidicus: La cepa natural de tipo silvestre
de origen natural, Streptomyces fungicidicus ATCC21013.

ADN (acido desoxirribonucleico): Un polimero de cadena larga que comprende el
material genético de la mayoria de los organismos vivos (algunos virus tienen genes que

comprenden el acido ribonucleico (ARN)). Las unidades de repeticion en los polimeros de
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ADN son cuatro nucleétidos diferentes, cada uno de los cuales comprende una de las cuatro
bases, adenina, guanina, citosina y timina unidas a un azucar de desoxirribosa al que esta
unido un grupo fosfato. Las tripletas de nucledtidos (denominadas codones) codifican para
cada aminoacido en un polipéptido. El término codén también se usa para las secuencias
correspondientes (y complementarias) de tres nucle6tidos en el ARNm en el que se transcribe
la secuencia de ADN.

A menos que se especifique lo contrario, cualquier referencia a una molécula de ADN
pretende incluir el complemento inverso de esa molécula de ADN. Excepto donde se requiere
una sola hebra, por el texto en la presente, las moléculas de ADN, aunque estan escritas para
representar solo una hebra Unica, abarcan ambas hebras de una molécula de ADN de doble
hebra. Por lo tanto, una referencia a la molécula de &cido nucleico que codifica una proteina
especifica, o un fragmento de la misma, abarca tanto el hilo de los sentidos como su
complemento inverso. Asi, por ejemplo, es apropiado generar sondas o cebadores a partir de
la secuencia de complemento inversa de las moléculas de acido nucleico descritas.

Dominio: Una porcién de una molécula tal como proteinas o acidos nucleicos que es
estructural y/o funcionalmente distinta de otra porcion de la molécula.

Codifica: Se dice que un polinucleétido "codifica™ un polipéptido si, en su estado
nativo o cuando se manipula mediante métodos bien conocidos por los expertos en la técnica,
puede transcribirse y/o traducirse para producir el ARNm para y/o el polipéptido o un
fragmento del mismo. La hebra antisentido es el complemento de dicho acido nucleico, y la
secuencia de codificacion se puede deducir de él.

Enduracidina: Las enduracidinas A y B son lipodepsipéptidos de 17 aminoacidos
descubiertos a fines de la decada de 1960 a partir de las fermentaciones de la bacteria del
suelo Streptomyces fungicidicus B-5477 (ATCC 21013). Los péptidos A y B son homologos
que difieren en un carbono en la longitud de la cadena lipidica unida. Estructuralmente, las
enduracidinas se distinguen por una fraccion de acido graso ramificado Cy, 0 C132Z, 4E y la
presencia de numerosos residuos de aminoacidos no proteicos tales como la enduracididina
(End), 4-hidroxifenilglicina (Hpg), 3,5-dicloro-4-hidroxifenilglicina (Dpg), citrulina (Cit) y
ornitina (Orn). Siete de los 17 aminoacidos tienen la configuracion D y seis de los residuos
son Hpg o su analogo clorado Dpg.

Fragmentos funcionales y variantes de un polipéptido: Se incluyen aquellos
fragmentos y variantes que mantienen una o mas funciones del polipéptido original. Se

reconoce que el gen o ADNc que codifica un polipéptido puede mutarse considerablemente

-13 -



sin alterar materialmente una o mas funciones del polipéptido. Primero, el cddigo genético
esta degenerado y, por lo tanto, diferentes codones codifican los mismos aminodcidos. En
segundo lugar, incluso cuando se introduce una sustitucién de aminoécidos, la mutacion
puede ser conservadora y no tener un impacto material en la funcion o funciones esenciales
de una proteina. VVéase Stryer Biochemistry, 32 ed., (C) 1988. Tercero, parte de una cadena
polipeptidica puede eliminarse sin afectar o eliminar todas sus funciones. En cuarto lugar, las
inserciones o adiciones se pueden hacer en la cadena polipeptidica, por ejemplo, agregando
etiquetas de epitopo, sin afectar o eliminar sus funciones (Ausubel, J. Immunol. 159(5): 2502-
12, 1997). Otras modificaciones que se pueden hacer sin afectar materialmente una 0 mas
funciones de un polipéptido incluyen, por ejemplo, modificaciones quimicas y bioquimicas in
vivo o in vitro o la incorporacion de aminoacidos inusuales. Tales modificaciones incluyen,
por ejemplo, acetilacion, carboxilacion, fosforilacion, glicosilacion, ubiquinacion, etiquetado,
ej., con radionucleidos, y diversas modificaciones enzimaticas, como apreciaran facilmente
los expertos en la materia. Una variedad de métodos para el etiquetado de polipéptidos, y
etiquetas Utiles para tales fines, incluyen is6topos radiactivos tales como P, ligandos que se
unen o estdn unidos por parejas de union especificas etiquetadas (ej., anticuerpos),
fluoré6foros, agentes quimioluminiscentes, enzimas y antiligandos. Los fragmentos vy
variantes funcionales pueden ser de longitud variable. Por ejemplo, algunos fragmentos
tienen al menos 10, 25, 50, 75, 100, 200 o incluso mas residuos de aminoacidos.

Cantidad efectiva: Una cantidad o concentracion de un compuesto o composicion
especifica suficiente para lograr un efecto deseado en un sujeto. La cantidad efectiva puede
depender, al menos en parte, de la especie de animal que se esté tratando, el tamafio del
animal y/o la naturaleza del efecto deseado.

Grupo de genes: Un conjunto de elementos genéticos agrupados en el cromosoma,
cuyos productos proteinicos tienen una funcién relacionada, tal como la formacién de una
ruta biosintética del producto natural.

Heterologo: Como se relaciona con secuencias de &cido nucleico tales como
secuencias codificantes y secuencias de control, "heter6logo” denota secuencias que
normalmente no estan asociadas con una region de una construccién recombinante, y/o no
estdn normalmente asociadas con una célula en particular. Por lo tanto, una region
"heter6loga™ de un constructo de acido nucleico es un segmento identificable de &cido
nucleico dentro de o unido a otra molécula de &cido nucleico que no se encuentra en

asociacion con la otra molécula en la naturaleza. Por ejemplo, una region heteréloga de un
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constructo podria incluir una secuencia de codificacion flanqueada por secuencias que no se
encuentran en asociacion con la secuencia de codificacion en la naturaleza. Otro ejemplo de
una secuencia de codificacion heterdloga es un constructo donde la secuencia de codificacion
misma no se encuentra en la naturaleza (ej., secuencias sintéticas que tienen codones
diferentes al gen nativo). De manera similar, una célula huésped transformada con un
constructo que normalmente no esta presente en la célula huésped se considera heteréloga
para propositos de esta descripcion.

Secuencia homdloga de aminoéacidos: Cualquier polipéptido que esté codificado, en
su totalidad o en parte, por una secuencia de acido nucleico que hibrida con cualquier porcion
de las secuencias de acido nucleico de la regién de codificacién. Una secuencia homdloga de
aminodcidos es una que difiere de una secuencia de aminoécidos mostrada en la lista de
secuencias por una o mas sustituciones de aminoacidos conservadoras. Dicha secuencia
también abarca variantes alélicas (definidas anteriormente) asi como secuencias que
contienen deleciones o inserciones que conservan las caracteristicas funcionales del
polipéptido. Preferiblemente, tal secuencia es al menos 75%, mas preferiblemente 80%, mas
preferiblemente 85%, mas preferiblemente 90%, mas preferiblemente 95%, y mas
preferiblemente 98% idéntica a cualquiera de las secuencias de aminoacidos.

Las secuencias de aminoacidos homdlogas incluyen secuencias que son idénticas o
sustancialmente idénticas a las secuencias de aminodcidos de la lista de secuencias. Por
"secuencia de aminodcidos sustancialmente idéntica” se entiende una secuencia que es al
menos el 90%, preferiblemente 95%, mas preferiblemente 97%, y mas preferiblemente 99%
idéntica a una secuencia de aminoéacidos de referencia y que preferiblemente difiere de la
secuencia de referencia por una mayoria de sustituciones conservadoras de aminoacidos. De
acuerdo con este aspecto de la invencion, los polipéptidos que tienen una secuencia homoéloga
a cualquiera de las secuencias de aminoacidos de la lista de secuencias incluyen variantes
alélicas de origen natural, asi como mutantes o cualquier otra variante de origen no natural
que conserva las caracteristicas inherentes de cualquier polipéptido de las secuencias
descritas en el presente documento. La homologia se puede medir utilizando un software de
analisis de secuencias como el paquete de software de andlisis de secuencia del Genetics
Computer Group, Centro de Biotecnologia de la Universidad de Wisconsin, 1710 University
Avenue, Madison, WI 53705. Las secuencias de aminoacidos pueden alinearse para
maximizar la identidad. Los espacios también pueden introducirse artificialmente en la

secuencia para lograr una alineacion éptima. Una vez que se ha establecido la alineacion
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Optima, el grado de homologia se establece registrando todas las posiciones en las que los
aminodcidos de ambas secuencias son idénticos, en relacion con el nimero total de
posiciones. Las secuencias de polinucle6tidos homologas se definen de una manera similar.
Preferiblemente, una secuencia homologa es una que es al menos 45%, 50%, 60%, 70%,
75%, 80%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%,
0 99% idéntica a cualquiera de las secuencias de codificacion.

Hibridacion: Los oligonucledtidos y otros &cidos nucleicos se hibridan mediante
enlaces de hidrogeno, que incluyen enlaces de hidrégeno de Watson-Crick, Hoogsteen o
Hoogsteen invertidos, entre bases complementarias. En general, el &cido nucleico consiste en
bases nitrogenadas que son pirimidinas (citosina (C), uracilo (U) y timina (T)) o purinas
(adenina (A) y guanina (G)). Estas bases nitrogenadas forman enlaces de hidrégeno entre una
pirimidina y una purina, y la union de la pirimidina a la purina se conoce como apareamiento
de bases. Mas especificamente, A se unira con hidrégeno a T o U, y G se unira a C.
Complementario se refiere al apareamiento de bases que se produce entre dos secuencias de
acido nucleico distintas o dos regiones distintas de la misma secuencia de acido nucleico.

Especificamente hibridables y especificamente complementarios son términos que
indican un grado suficiente de complementariedad de tal manera que se produce una unién
estable y especifica entre un primer &cido nucleico (tal como, un oligonucleétido) y una diana
de ADN o ARN. EI primer acido nucleico (tal como, un oligonucle6tido) no necesita ser
100% complementario a su secuencia diana para ser especificamente hibridable. Un primer
acido nucleico (tal como, un oligonucle6tido) se puede hibridar especificamente cuando
existe un grado suficiente de complementariedad para evitar la union no especifica del primer
acido nucleico (tal como, un oligonucleétido) a secuencias no diana bajo condiciones donde
la unidn especifica es deseada. Dicha unidn se conoce como hibridacion especifica.

Las condiciones de hibridacion que dan como resultado grados particulares de
rigurosidad variaran dependiendo de la naturaleza del método de hibridacion elegido y la
composicion y longitud de las secuencias de &cido nucleico de hibridacion. En general, la
temperatura de hibridacion y la fuerza ionica (especialmente la concentracion de Na*) del
tampon de hibridacion determinaran la rigurosidad de la hibridacion, aungue los tiempos de
lavado también influyen en la rigurosidad. Los célculos con respecto a las condiciones de
hibridacion requeridas para alcanzar grados particulares de rigurosidad son discutidos por
Sambrook (ed.) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 ed., Vol. 1-3, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989, capitulos 9y 11.
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Los siguientes son conjuntos de ejemplo de condiciones de hibridacion y no pretenden
ser limitantes.

Rigurosidad Muy Alta (detecta secuencias que comparten el 90% de identidad de

secuencia)

Hibridizacién: 5x SSC a 65EC durante 16 horas

Lavar dos veces: 2x SSC a temperatura ambiente (RT) durante 15
minutos cada vez

Lavar dos veces: 0.5x SSC a 65EC durante 20 minutos cada vez

Rigurosidad Alta (detecta secuencias que comparten 80% de identidad de secuencia o

mas

Hibridizacién: 5x-6x SSC a 65EC-70EC durante 16-20 horas

Lavar dos veces: 2x SSC a temperatura ambiente durante 5-20 minutos
cada vez

Lavar dos veces: 1x SSC a 55EC-70EC durante 30 minutos cada vez

Rigurosidad Baja (detecta secuencias que comparten méas del 50% de identidad de
secuencia)

Hibridizacion: 6x SSC desde temperatura ambiente a 55EC durante 16-
20 horas

Lavar al menos dos veces:2x-3x SSC desde temperatura ambiente a 55EC durante 20-
30 minutos cada vez.

Aislado: Un componente biol6gico aislado (tal como una molécula de &cido nucleico
0 una proteina) es uno que se ha separado o purificado sustancialmente de otros componentes
bioldgicos en la célula del organismo en el que se encuentra el componente de forma natural,
tal como otro ADN cromosomico y extracromosoémico y ARN, proteinas y organulos. Con
respecto a los &cidos nucleicos y/o polipéptidos, el término puede referirse a los acidos
nucleicos o polipéptidos que no se flanquean méas por las secuencias que tipicamente los
flanquean en la naturaleza. Los acidos nucleicos y proteinas que se han aislado incluyen
acidos nucleicos y proteinas purificadas por métodos de purificacién estandar. El término
también abarca &cidos nucleicos y proteinas preparados mediante expresion recombinante en
una célula huésped, asi como acidos nucleicos sintetizados quimicamente.

Mutado: El proceso de realizar un cambio en la secuencia de un material genético
(generalmente ADN o ARN) de una célula u organismo. Las mutaciones pueden introducirse
intencionalmente en material genético utilizando técnicas moleculares bien conocidas en la
técnica (ej., mutagénesis dirigida a sitio, mutagénesis por PCR y otras).

Péptido no ribosomal (PNR): Una clase de metabolitos secundarios, generalmente

producidos por microorganismos, tales como bacterias y hongos. A diferencia de los
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polipéptidos sintetizados en el ribosoma, estos péptidos se sintetizan mediante sintetasas de
péptidos no ribosomales (NRPS) a partir de aminoacidos.

Ensamblaje de la estructura peptidica no ribosomal: El segundo paso en la
biosintesis de péptidos no ribosomales, que incluye la formacion de enlaces amida
(condensacidn) de la secuencia peptidica.

Sintetasa de péptidos no ribosomal (NRPS): Una gran proteina multifuncional que
sintetiza polipéptidos mediante un mecanismo no ribosomal, a menudo conocido como
sintesis de tiotemplato (Kleinkauf y von Doehren Ann. Rev. Microbiol. 41: 259-289, 1987).
Dichos polipéptidos no ribosomales pueden tener una estructura ciclica lineal, ciclica o
ramificada y con frecuencia contienen aminoécidos que no estan presentes en proteinas o
aminoacidos modificados mediante metilacion o epimerizacion. En ejemplos particulares, la
NRPS produce dipéptidos.

Adaptacién de péptidos no ribosémicos: El tercer paso en la biosintesis de péptidos
no ribosomales. Hay numerosos aminoacidos precursores nuevos que se encuentran en los
péptidos no ribosémicos y muchos de estos precursores se forman se forman o modifican
mientras se unen a dominios PCP de proteinas especializadas o la NRPS. Esta modificacién
post-sintética puede ocurrir después de la formacion del enlace amida de la estructura
peptidica. Las modificaciones de ejemplo incluyen epimerizacion de carbono-o, metilacion
N, heterociclizacion de residuos de Cys o Ser/Thr a tiazolinas y oxazolinas, y halogenacién o
hidroxilacion de la cadena lateral. Otras modificaciones, como la oxidacién, alquilacion,
acilacion y glicosilacion, pueden ocurrir después de la liberacién del péptido naciente del
complejo NRPS y a menudo son necesarias para la actividad bioldgica completa.

Biosintesis de aminoacidos precursores no ribosomales: El primer paso en la
biosintesis de péptidos no ribosomales. Los peptidos no ribosomales a menudo poseen
aminoacidos que no se encuentran en los péptidos y proteinas que se ensamblan en los
ribosomas. Estos aminoacidos no proteicos contribuyen a la diversidad de estos péptidos vy, a
menudo, desempefian funciones en su actividad biologica. La biosintesis de estos
aminoacidos puede ocurrir a través de intermedios unidos a proteinas o como especies libres
solubles.

Acido nucleico: Un polimero desoxirribonucleétido o ribonucledtido bien sea en
forma de hebra simple o doble, y a menos que se limite de otra manera, abarca analogos
conocidos de nucleodtidos naturales que se hibridan con &cidos nucleicos de una manera

similar a los nucleétidos de origen natural.
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Nucleotido: Este término incluye, pero no se limita a, un monémero que incluye una
base unida a un azdcar, tal como una pirimidina, purina o analogos sintéticos de los mismos,
0 una base unida a un amino&cido, como en un acido nucleico peptidico. Un nucle6tido es un
monomero en un polinucledtido. Una secuencia de nucleotidos se refiere a la secuencia de
bases en un polinucleotido.

Oligonucledtido: Una pluralidad de nucleotidos unidos mediante enlaces fosfodiéster
nativos, entre 6 y 300 nucledtidos de longitud aproximadamente. Un analogo de
oligonucledtido se refiere a fracciones que funcionan de manera similar a oligonucleo6tidos
pero tienen porciones de origen no natural. Por ejemplo, los analogos de oligonucle6tidos
pueden contener porciones de origen no natural, tales como fracciones de azUcar alteradas o
enlaces entre azucares, como un oligodesoxinucledtidos fosforotioato. Los analogos
funcionales de los polinucledtidos de origen natural pueden unirse al ARN o al ADN, e
incluyen moléculas de acido nucleico peptidico.

Los oligonucledtidos y analogos de oligonucledtidos particulares pueden incluir
secuencias lineales de hasta 200 nucledtidos de longitud aproximadamente, por ejemplo, una
secuencia (tal como ADN o ARN) que tiene al menos 6 bases, por ejemplo al menos 8, 10,
15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 100 o incluso 200 bases de largo, o de 6 a 50 bases
aproximadamente, por ejemplo de 10-25 bases aproximadamente, tales como 12, 15 o 20
bases.

Marco de lectura abierta (ORF): Una serie de tripletes de nucle6tidos (codones)
que codifican aminoacidos sin ningan codén de terminacion interno. Estas secuencias son
generalmente traducibles en un péptido. Por ejemplo, ORF, marco de lectura abierta y ORF
de enduracidina se refieren a un marco de lectura abierta en el grupo de genes biosintéticos de
enduracidina como aislados de Streptomyces fungicidicus. El término también abarca los
mismos ORF que estan presentes en otros organismos que sintetizan la enduracidina. El
término abarca variantes alélicas y polimorfismos de un solo nucleétido (SNP). En ciertos
casos, el término ORF de enduracidina se usa de forma sinonima con el polipéptido
codificado por el ORF de enduracidina y puede incluir sustituciones conservadoras en ese
polipéptido. El uso particular sera claro desde el contexto.

Un marco de lectura abierta que se ha anulado es un marco de lectura abierto que
se ha vuelto no funcional a través de la eliminacion, insercion o mutacion de uno 0 mas

nucledtidos en la secuencia de codificacion.
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Un Streptomyces fungicidicus que comprende un marco de lectura abierta
disminuido-18 (orf 18) es un organismo que tiene una disminucién en, tal como una
disminucion de 2 veces, o incluso una péerdida completa de la funcién bioldgica del producto
génico de orfl8, en relacion a un Streptomyces fungicidicus de tipo silvestre, por ejemplo,
mediante modificacion genética de orfl8, incluido el orfl8 que se anula como se ejemplifica
a continuacion, y/o mediante manipulacion reguladora, ej., modificacion, insercion,
eliminacién y/o sustitucion de regiones no codificantes del gen que codifica ORF18 que
resultan en una disminucion en la expresion del producto génico orfl8. Por ejemplo, el
promotor de tipo silvestre de orfl8 podria modificarse para disminuir sustancialmente la
transcripcion de orf18.

Un Streptomyces fungicidicus que comprende un marco de lectura abierta
aumentada-24 (orf24) es un organismo gue tiene un aumento, por ejemplo un aumento de 2
veces 0 mas, en la funcién bioldgica del producto génico de orf24, en relacion con un
Streptomyces fungicicicus de tipo silvestre, ej., a través de la modificacion genética de orf24
para mejorar la funcion bioldgica del producto génico de orf24 y/o mediante la manipulacion
reguladora, ej., modificacién, insercion, eliminacion y/o reemplazo de regiones no
codificantes del gen que codifica ORF24 que resultan en un aumento en la expresion del
producto génico orf24. Por ejemplo, el promotor de tipo silvestre para orf24 se reemplazé
con un promotor constitutivo fuerte que mejoré la transcripcion de orf24, como se ilustra a
continuacion.

Gen modificado: Una secuencia de genes que contiene una modificacion en
comparacion con la que se encuentra en el gen de origen natural (tipo silvestre).

Ligado operativamente: Una primera secuencia de &cido nucleico esta unida
operativamente con una segunda secuencia de acido nucleico cuando la primera secuencia de
acido nucleico se coloca en una relacién funcional con la segunda secuencia de &cido
nucleico. Por ejemplo, un promotor esta unido operativamente a una secuencia codificante si
el promotor afecta la transcripcion o expresion de la secuencia codificante. Generalmente, las
secuencias de ADN operativamente unidas pueden ser contiguas y, donde sea necesario unir
dos regiones codificantes de proteina, estan en el mismo marco de lectura.

Ortélogo: Dos secuencias de &cido nucleico o aminoacido son ortologas entre si si
comparten una secuencia ancestral comun y se separan cuando una especie que lleva esa
secuencia ancestral se divide en dos especies. Las secuencias ortdlogas también son

secuencias homdlogas.
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Polipéptido: Un polimero en el que los mondémeros son residuos de aminoacidos que
se unen entre si mediante enlaces amida. Cuando los aminoacidos son aminoacidos-alfa, se
puede usar bien sea el isomero L-0ptico o el isomero D-0ptico, prefiriéndose los isomeros L
en algunos casos. El término polipéptido o proteina como se usa en el presente documento
abarca cualquier secuencia de aminoacidos e incluye secuencias modificadas tales como
glicoproteinas. El término polipéptido se destina especificamente a cubrir las proteinas
naturales (ya sean producidas por mecanismos ribosomales 0 no ribosomales), asi como
aquellas producidas de forma recombinante o sintética.

El término fragmento de polipéptido se refiere a una porcion de un polipéptido que
exhibe al menos un epitope dtil. La frase fragmento funcional de un polipéptido se refiere a
todos los fragmentos de un polipéptido que retienen una actividad (tal como una actividad
bioldgica), o una porcion medible de una actividad, del polipéptido del cual se deriva el
fragmento. Los fragmentos, por ejemplo, pueden variar en tamafio desde un fragmento
polipeptidico tan pequefio como un epitopo capaz de unirse a una molécula de anticuerpo a
un polipéptido grande capaz de participar en la induccion o programacion caracteristica de
cambios fenotipicos dentro de una célula.

El término polipéptido sustancialmente purificado, como se usa en el presente
documento, se refiere a un polipéptido que esta sustancialmente libre de otras proteinas,
lipidos, carbohidratos u otros materiales con los que estd naturalmente asociado. En una
modalidad, el polipéptido est& al menos en un 50%, por ejemplo en al menos un 80% libre de
otras proteinas, lipidos, carbohidratos u otros materiales con los que esta asociado de forma
natural. En otra modalidad, el polipéptido es al menos en un 90% libre de otras proteinas,
lipidos, carbohidratos u otros materiales con los que esta naturalmente asociado. En aun otra
modalidad, el polipéptido es al menos en un 95% libre de otras proteinas, lipidos,
carbohidratos u otros materiales con los que esta naturalmente asociado.

Sondas y cebadores: Las sondas de acido nucleico y cebadores pueden prepararse
facilmente en base a las moléculas de acido nucleico proporcionadas en esta divulgacion. Una
sonda comprende un &cido nucleico aislado unido a una etiqueta detectable o molécula
reportera. Las etiquetas tipicas incluyen is6topos radiactivos, sustratos enzimaticos, co-
factores, ligandos, agentes quimioluminiscentes o fluorescentes, haptenos y enzimas. Los
métodos para etiquetar y guiar en la eleccion de etiquetas apropiadas para varios propositos

se discuten, ej., en Sambrook (In Molecular Cloning: A Laboratory Manual, CSHL, New

-21 -



York, 1989) y Ausubel (In Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publ. Assoc. y
Wiley-Intersciences, 1992).

Los cebadores son moléculas de &cido nucleico cortas, preferiblemente
oligonucledtidos de ADN, 10 nucletdtidos o mas de longitud. Mas preferiblemente, los
oligonucledtidos de ADN mas largos pueden tener aproximadamente 15, 17, 20 o 23
nucleétidos o mas de longitud. Los cebadores pueden ser recocidos a una hebra de ADN
diana complementaria mediante hibridacion de acido nucleico para formar un hibrido entre el
cebador y la hebra de ADN diana, y luego el cebador se extendi6 a lo largo de la cadena de
ADN diana por una enzima ADN polimerasa. Los pares de cebadores pueden usarse para
amplificar una secuencia de acido nucleico, ej., mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) u otros métodos de amplificacion de &cido nucleico conocidos en la
técnica.

Los métodos para preparar y usar sondas y cebadores se describen, por ejemplo, en
Sambrook (In Molecular Cloning: A Laboratory Manual, CSHL, Nueva York, 1989),
Ausubel, (In Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publ. Asoc. y Wiley-
Intersciences, 1998), e Innis, (PCR Protocols, A Guide to Methods and Applications,
Academic Press, Inc., San Diego, CA, 1990). Los pares de cebadores de PCR se pueden
derivar de una secuencia conocida, por ejemplo, mediante el uso de programas informaticos
destinados a tal fin, como Primer (Version 0.5, © 1991, Instituto Whitehead para la
Investigacion Biomédica, Cambridge, MA).. La especificidad de una sonda o cebador
particular aumenta con su longitud. Por lo tanto, para obtener una mayor especificidad, se
pueden seleccionar sondas y cebadores que comprenden al menos 17, 20, 23, 25, 30, 35, 40,
45, 50 0 mas nucledtidos consecutivos de la secuencia de nucle6tidos deseada.

Proteina: Una molécula biologica expresada mediante un gen y compuesta de
aminoacidos.

Purificado: EIl término purificado no requiere pureza absoluta; mas bien, se pretende
como un término relativo. Asi, por ejemplo, una preparacion de proteina purificada es aquella
en la que la proteina a la que se hace referencia es méas pura que la proteina en su entorno
natural dentro de una célula.

Recombinante: Un &cido nucleico que tiene una secuencia que no se produce de
forma natural o tiene una secuencia creada por una combinacion artificial de dos segmentos
de secuencia separados de otra manera. Esta combinacion artificial puede lograrse mediante

la sintesis quimica o, mas cominmente, mediante la manipulacién artificial de segmentos
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aislados de acidos nucleicos, ej., mediante técnicas de ingenieria genética. "Recombinante”
también se usa para describir moléculas de acido nucleico que han sido manipuladas
artificialmente, pero contienen las mismas secuencias de control y regiones codificantes que
se encuentran en el organismo del cual se aislo el gen.

Regulacion de la produccién de antibioticos: Para causar una alteracion, tal como
un aumento o disminucion, en la cantidad, tipo o calidad de la produccion de antibioticos. En
el presente documento se describen cepas recombinantes de Streptomyces fungicidicus con
produccién de enduracidina mejorada.

Identidad de secuencia: La similitud entre dos secuencias de &cido nucleico o entre
dos secuencias de aminoacidos se expresa en términos de nivel de identidad de secuencia
compartida entre las secuencias. La identidad de secuencia se expresa tipicamente en
términos de porcentaje de identidad; cuanto mayor sea el porcentaje, mas similares seran las
dos secuencias.

Los métodos para alinear secuencias para comparacion son bien conocidos en la
técnica. Varios programas y algoritmos de alineacion se describen en: Smith y Waterman,
Adv. Appl. Math. 2:482, 1981; Needleman y Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443, 1970; Pearson y
Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444, 1988; Higgins y Sharp, Gene 73:237-244, 1988,
Higgins y Sharp, CABIOS 5:151-153, 1989; Corpet, Nucleic Acids Research 16:10881-10890,
1988; Huang, Computer Applications in the Biosciences 8:155-165, 1992; Pearson, Methods
in Molecular Biology 24:307-331, 1994; Tatiana, (1999), FEMS Microbiol. Lett.,
174:247-250, 1999. Altschul, presentd una consideracion detallada de los métodos de
alineacidn de secuencias y calculos de homologia (J. Mol. Biol. 215:403-410, 1990).

El Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica (NCBI) Herramienta de Busqueda
Basica de Alineacion Local (BLAST™, Altchul. J. Mol. Biol. 215: 403-410, 1990) esta
disponible en varias fuentes, incluido el Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica
(NCBI, Bethesda, MD) y en Internet, para su uso en relacion con los programas de analisis de
secuencias blastp, blastn, blastx, tblastn y tblastx. Una descripcion de como determinar la
identidad de secuencia mediante este programa esta disponible en Internet en la seccion de
ayuda de BLAST ™,

Para las comparaciones de secuencias de aminoacidos de mas de 30 aminoacidos
aproximadamente, la funcion "Secuencias Blast 2" del programa BLAST™ (Blastp) se
emplea utilizando la matriz BLOSUMG62 predeterminada establecida en los parametros

predeterminados (costo de abrir un espacio[predeterminado = 5]; costo de ampliar un espacio
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[predeterminado = 2]; penalizacion por una falta de coincidencia [predeterminado = 3];
recompensa por una coincidencia [predeterminado = 1]; valor de expectativa (E)
[predeterminado = 10.0]; tamafio de palabra [predeterminado = 3]; numero de descripciones

de una linea (V) [predeterminado = 100]; ndmero de alineaciones a mostrar (B)

[predeterminado 100]).. Al alinear péptidos cortos (menos de 30 aminoacidos
aproximadamente), la alineacion debe realizarse utilizando la funcion de secuencias Blast 2,
empleando la matriz PAM30 ajustada a los pardmetros predeterminados (brecha abierta 9,
penalizaciones de la brecha de extension 1). Las proteinas (o acidos nucleicos) con adn
mayor similitud con las secuencias de referencia mostraran identidades porcentuales mayores
cuando se evallien mediante este método, como por ejemplo al menos 50%, al menos 60%, al
menos 70%, al menos 80%, al menos 85 %, al menos 90%, o al menos 95% de identidad de
secuencia.

Para comparaciones de secuencias de acido nucleico, la funcion de "secuencias Blast
2" del programa BLAST ™ (Blastn) se emplea mediante el uso de la matriz BLOSUM62
predeterminada configurada a los parametros predeterminados (costo para abrir una brecha
[por defecto = 11]; costo para ampliar una brecha [por defecto = 1]; valor de expectativa (E)
[por defecto = 10.0]; tamafio de palabra [por defecto= 11]; nimero de descripciones de una
linea (V) [por defecto = 100]; nimero de alineaciones a mostrar (B) [por defecto = 100]).
Secuencias de acidos nucleicos con ain mayor similitud con las secuencias de referencia
mostraran identidades porcentuales mayores cuando se evallen mediante este método, como
por ejemplo al menos 60%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, al menos 85 %, al
menos 90%, al menos 95%, o al menos 98% de identidad de secuencia.

Una indicacion alternativa de que dos moléculas de acido nucleico estan
estrechamente relacionadas es que las dos moléculas se hibridan entre si en condiciones
rigurosas (véase "Hibridacion™ mas arriba).

Sin embargo, las secuencias de acidos nucleicos que no muestran un alto grado de
identidad pueden codificar secuencias de aminoacidos similares, debido a la degeneracion del
coédigo genético. Se entiende que los cambios en la secuencia de acido nucleico se pueden
hacer usando esta degeneracion para producir multiples moléculas de acido nucleico que
todas codifican sustancialmente la misma proteina.

Transfectado: Un proceso por el cual una molécula de acido nucleico se introduce en
la célula, por ejemplo, mediante técnicas de biologia molecular, que resultan en una célula

transfectada (o transformada). Tal como se usa en el presente documento, el término

=24 -



transfeccion abarca todas las técnicas mediante las cuales se podria introducir una molécula
de &cido nucleico en dicha célula, incluida la transduccion con vectores virales, transfeccion
con vectores plasmidicos y introduccion de ADN por electroporacion, lipofeccién y pistola de
aceleracion de particulas.

Transformado: Una célula transformada es una célula en la que se ha introducido
una molécula de &cido nucleico mediante técnicas de biologia molecular. EI término abarca
todas las técnicas mediante las cuales se puede introducir una molécula de acido nucleico en
dicha célula, incluida la transfeccion con vectores virales, la transformacion con vectores
plasmidos y la introduccion de ADN desnudo mediante electroporacién, lipofeccion y pistola
de aceleracion de particulas.

Transposon: Un elemento genético movil que tiene secuencias repetitivas casi
idénticas en cada extremo, y que contiene al menos un gen que codifica una transposasa (la
enzima necesaria para insertar el transposon en la secuencia de ADN). Los transposones se
pueden integrar en diferentes posiciones en el genoma de una célula, o sobre un plasmido
aislado, coésmido o plantilla de ADN de fosmid in vitro. Los transposones también pueden
contener genes distintos de los necesarios para la insercion.

Vector: Una molécula de acido nucleico introducida en una célula huésped,
produciendo asi una célula huésped transfectada. Los vectores de ADN recombinante son
vectores que tienen ADN recombinante. Un vector puede incluir secuencias de &cido
nucleico que le permiten replicarse en una célula huésped, tal como un origen de replicacion.
Un vector también puede incluir uno 0 mas genes marcadores seleccionables y otros
elementos genéticos conocidos en la técnica. Los vectores virales son vectores de ADN
recombinante que tienen al menos algunas secuencias de &cido nucleico derivadas de uno o

mas virus. Un plasmido es un vector.

A menos que se explique lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados
en la presente tienen el mismo significado que entiende comdnmente un experto habitual en
la técnica a la que pertenece esta descripcion. Los términos singulares "un”, "una™ y "el”
incluyen referentes plurales, a menos que el contexto indique claramente lo contrario. De
manera similar, la palabra "o" pretende incluir "y" a menos que el contexto indique
claramente lo contrario. Ademas, debe entenderse que todos los tamafios de bases o tamafios
de aminodcidos, y todos los valores de peso molecular o0 masa molecular, dados para los

acidos nucleicos o polipéptidos son aproximados, y se proporcionan para como descripcion.
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Aunque los métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en la presente
pueden ser utilizados en la préctica o ensayo de esta divulgacion, los métodos y materiales
adecuados se describen a continuacién. El término "comprende” significa "incluye”. En caso
de conflicto, prevalecerd la presente especificacion, incluidas las explicaciones de los
términos. Adicionalmente, los materiales, métodos y ejemplos son solo ilustrativos y no
pretenden ser limitantes.

Los métodos y materiales adecuados para la practica de las modalidades descritas se
describen a continuacién. Ademas, cualquier método o técnica apropiada bien conocida por
los expertos en la técnica puede usarse en la realizacién de las modalidades descritas.
Algunos métodos y técnicas convencionales aplicables a la presente divulgacion se describen,
por ejemplo, en Sambrook, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2% ed., Cold Spring
Harbor Laboratory Press, 1989; Sambrook, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3ra
edicion, Cold Spring Harbor Press, 2001; Ausubel, Current Protocols in Molecular Biology,
Greene Publishing Associates, 1992 (y Supplements to 2000); Ausubel, Short Protocols in
Molecular Biology: A Compendium of Methods from Current Protocols in Molecular
Biology, 4ta edicion., Wiley & Sons, 1999; Harlow y Lane, Antibodies: A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1990; Harlow y Lane, Using Antibodies: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1999; y Kieser, T., Bibb, M.J.,
Buttner, M.J., Chater, K.F., y Hopwood, D.A.: Practical Streptomyces genetics, John Innes
Centre, Norwich Research Park, Colney, Norwich NR4 &UH, England, 2000.

Todas las publicaciones, solicitudes de patentes, patentes, y otras referencias
mencionadas en el presente documento se incorporan como referencia en su totalidad. En
caso de conflicto, prevalecera la presente especificacion, incluidas las explicaciones de los
términos. Adicionalmente, los materiales, metodos y ejemplos son solo ilustrativos y no

pretenden ser limitantes.

I1l.  Vectores de expresion recombinantes modificados de Streptomyces fungicidicus

En el presente documento se describen vectores plasmidicos de expresion de
Streptomyces fungicidicus recombinantes modificados. En algunas modalidades, un vector de
Streptomyces fungicidicus recombinante modificado comprende al menos un marco de
lectura abierta seleccionado de Streptomyces fungicidicus. En algunas modalidades, un vector
de Streptomyces fungicidicus recombinante modificado comprende al menos un marco de

lectura abierta seleccionado de Streptomyces fungicidicus expresado bajo el control de un
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promotor. En algunos ejemplos, el promotor es un promotor de Streptomyces constitutivo
fuerte que da como resultado la produccién mejorada de enduracidina cuando el vector se
expresa en una cepa de Streptomyces fungicidicus. En algunas modalidades, el marco de
lectura abierta esta unido operativamente a un promotor heterélogo en lugar de su propio
promotor nativo. Por ejemplo, puede estar operativamente unido a un promotor constitutivo,
tal como un promotor de expresion constitutivo fuerte o un promotor inducible. En algunos
ejemplos, el promotor constitutivo fuerte es ermE*p del productor de eritromicina. En
algunos ejemplos, el promotor inducible es tipA. En algunos ejemplos, el sistema P(nitA)-
NitR (Herai S, Hashimoto Y, Higashibata H, Maseda H, lkeda H, Omura S, Kobayashi M,
Proc Natl Acad Sci U S A.2004. 101(39): 14031-5) o se emplea el promotor de
estreptomicetos SF14. En algunos ejemplos, se emplea un promotor nativo del gen resistente
a la apramicina (amRp). En algunos ejemplos, se emplean Prrgg, Picpsso, Psria, Permex Y/O
Pneos.

En algunas modalidades, el vector recombinante modificado comprende un marco de
lectura abierta orf 24 (SEC ID NO: 38) y/o marco de lectura abierta orf18 (SEC ID NO: 37)
el cual ha sido anulado. En algunos ejemplos, el marco de lectura abierta orf18 (SEQ ID NO:
37) se anula mediante una eliminacion en marco, cambio de marco y/o mutacién puntual.

En algunas modalidades, el vector recombinante modificado comprende un marco de
lectura abierta orf24 del grupo de genes de enduracidina de Streptomyces fungicidicus. En
algunos ejemplos, el marco de lectura abierta orf24 (SEQ ID NO: 38) estd unido
operativamente a un promotor heterélogo. Por ejemplo, estd vinculado a un promotor
constitutivo fuerte como ermE*p. En otros ejemplos, el marco de lectura abierta orf24 esta
enlazado operativamente al promotor tipA, SF14, amRp, Phrag, Picpsso, Psr14, Permex Y/0 Pneos.

En otra modalidad, un vector recombinante modificado comprende un marco de
lectura abierta orfl8 que reside en la region corriente arriba del grupo de genes de
enduracidina. EI marco de lectura abierta orf18 (SEQ ID NO: 37) se anula por interrupcion de
insercion, eliminacion en marco, cambio de marco y/o mutacion puntual. En algunos
ejemplos, el marco de lectura abierto orf18 se anula mediante una eliminaciéon en marco, tal
como una eliminacién en marco como se ilustra en la FIG. 9B. En un ejemplo, el marco de
lectura abierta orfl8 (SEQ ID NO: 37) se anula mediante una eliminacién en el marco. Por
ejemplo, el marco de lectura abierta orfl8 (SEQ ID NO: 37) se anula mediante una
eliminacion en el marco de los &cidos nucleicos 5 a 660 de orfl8 (SEC ID NO: 37). En

general, cualquier eliminacion interna en marco sobre orfl8 da como resultado una funcion
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anulada de Orf18 debido a su estado incompleto. En algunos ejemplos, la eliminacién en
marco incluye la eliminacion de al menos 3 acidos nucleicos en orf18 (SEC ID NO: 37), tales
como al menos 3 &cidos nucleicos, incluyendo 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 27, 30, 33, 36, 39,
42, 45, 48, 51, 54, 57, 60, 63, 66, 69, 72, 75, 78, 81, 84, 87, 90, 93, 96, 99, 102, 105, 108,
111, 114, 117, 120, 123, 126, 129, 132, 135, 138, 141, 144, 147, 150, 153, 156, 159, 162,
165, 168, 171, 174, 177, 180, 183, 186, 189, 192, 195, 198, 201, 204, 207, 210, 213, 216,
219, 221, 224, 227, 230, 233, 236, 239, 245, 248, 251, 254, 257, 260, 263, 266, 269, 272,
275, 278, 281, 284, 287, 290, 293, 296, 299, 302, 305, 308, 311, 314, 317, 320, 323, 326,
329, 332, 335, 341, 344, 347, 350, 353, 356, 359, 362, 365, 368, 371, 374, 377, 380, 383,
386, 389, 392, 398, 401, 404, 407, 410, 413, 416, 419, 421, 424, 427, 430, 433, 436, 439,
442, 445, 448, 451, 454, 457, 460, 463, 466, 469, 472, 475, 478, 484, 487, 490, 493, 496,
499, 502, 505, 508, 511, 514, 517, 520, 523, 526, 529, 532, 535, 538, 544, 547, 550, 553,
556, 552, 562, 565, 568, 571, 574, 577, 580, 583, 586, 589, 59 2, 595, 598, 601, 604, 607,
610, 613, 616, 619, 621, 627, 630, 633, 636, 639, 642, 645, 648, 651, 0 654 4cidos nucleicos
entre los &cidos nucleicos 5 a 660 de orf18 (SEC ID NO: 37).

En modalidades relacionadas, un vector de plasmido recombinante modificado
involucra dos o mas marcos de lectura abierta del grupo de genes de enduracidina y/o las
regiones que flanquean el grupo de genes o de otras cepas de actinomicetos. Los dos 0 mas
marcos de lectura abierta pueden estar vinculados a un unico promotor. Alternativamente,
pueden estar vinculados operativamente a dos promotores diferentes. Los dos promotores
pueden ser del mismo tipo de promotor. Alternativamente, pueden ser dos tipos de
promotores diferentes.

En modalidades adicionales, se pueden introducir, o inactivar, marcos de lectura
abierta adicionales o alternativos que pueden mejorar la produccion de enduracidina en la
cepa modificada de Streptomyces fungicidicus.

En algunos ejemplos, el plasmido recombinante es pXY152-endorf24 (SEC ID NO:
3). En algunos ejemplos, el plasmido recombinante es pXY300-orf18ifd (SEC ID NO: 8). En
algunos ejemplos, el plasmido recombinante es pKS-T-orfl8ifd (SEC ID NO: 11). En
algunos ejemplos, el plasmido recombinante es pKS-T-orf18pfrd-AmR (SEC ID NO: 14). En
algunos ejemplos, el plasmido recombinante es pKS-orf18ifd-T-AmR (NS) (SEC ID NO:
19). En algunos ejemplos, el plasmido recombinante es pXY152-endorf24-camtsr (SEC ID
NO: 20). En algunos ejemplos, el plasmido recombinante es pXY152-endorf24-blatsr (SEC
ID NO: 23).
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V. Cepas recombinantes modificadas de Streptomyces fungicidicus

En el presente documento se describen cepas de Streptomyces fungicidicus
recombinantes modificadas para producir enduracidina mejorada en comparacion con una
cepa de control (tal como una cepa de Streptomyces fungicidicus tipo silvestre 0 una cepa
parental industrial). En algunas modalidades, una cepa de Streptomyces fungicidicus
recombinante modificada comprende al menos un marco de lectura abierta seleccionado de
Streptomyces fungicidicus introducido en el cromosoma y expresado bajo el control de un
promotor, tal como un promotor de Streptomyces constitutivo fuerte, que resulta en la
produccién mejorada de enduracidina en la cepa modificada. En algunas modalidades, la
expresion del marco de lectura abierta introducido en el Streptomyces fungicidicus es dirigida
por un promotor heterélogo en lugar de su propio promotor nativo. Por ejemplo, puede estar
operativamente unido a un promotor constitutivo, tal como un promotor de expresion
constitutivo fuerte o un promotor inducible. En algunos ejemplos, el promotor constitutivo
fuerte es ermE*p del productor de eritromicina. En algunos ejemplos, el promotor inducible
es tipA. En algunos ejemplos, el sistema P(nitA)-NitR (véase, Herai S, Hashimoto Y,
Higashibata H, Maseda H, Ikeda H, Omura S, Kobayashi M, Proc Natl Acad Sci U S A.2004.
101(39): 14031-5) o se emplea el promotor de estreptomicetos SF14. En algunos ejemplos, el
promotor de expresién constitutivo es amRp. En algunos ejemplos, se emplean los
promotores Phag, Picpsso, Psr14, Perme /0 Pneos.

En algunas modalidades, la cepa modificada comprende un marco de lectura abierta
orf24 del grupo de genes de enduracidina de Streptomyces fungicidicus. En algunos ejemplos,
el marco de lectura abierta orf24 esta unido operativamente a un promotor heterélogo. Por
ejemplo, esta vinculado a un promotor constitutivo fuerte como ermE*p. En otros ejemplos,
el marco de lectura abierta orf24 esta enlazado operativamente al promotor tipA, SF14, amRp,
Phrdg, Prcps3o, Psri4, Perme= Y/0 Pneos.

En otra modalidad, la cepa modificada se relaciona con un marco de lectura abierta
orf18 que reside en la region corriente arriba del grupo de genes de enduracidina. El marco de
lectura abierta orfl8 se anula por interrupcion de insercion, eliminacion en marco,
desplazamiento de marco y/o mutacion de punto. En algunos ejemplos, el marco de lectura
abierto orfl8 se anula mediante una eliminacion en marco, tal como una eliminacion en
marco como se ilustra en la FIG. 9B. En un ejemplo, el marco de lectura abierta orf18 (SEQ
ID NO: 37) se anula mediante una eliminacion en el marco. Por ejemplo, el marco de lectura

abierta orf18 (SEQ ID NO: 37) se anula mediante una eliminacion en el marco de los acidos
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nucleicos 5 a 660 de orfl8 (SEC ID NO: 37). En general, cualquier eliminacion interna en
marco sobre orfl8 deberia resultar en una funcion anulada de Orfl8 debido a su estado
incompleto.

En modalidades relacionadas, la cepa modificada implica dos o mas marcos de lectura
abierta del grupo de genes de enduracidina y/o las regiones que flanquean el grupo de genes o
de otras cepas de actinomicetos. Los dos o mas marcos de lectura abierta pueden estar
vinculados a un unico promotor. Alternativamente, pueden estar vinculados operativamente a
dos promotores diferentes. Los dos promotores pueden ser del mismo tipo de promotor.
Alternativamente, pueden ser dos tipos de promotores diferentes.

En modalidades adicionales, se pueden introducir, o inactivar, marcos de lectura
abierta adicionales o alternativos que pueden mejorar la produccion de enduracidina en la
cepa modificada de Streptomyces fungicidicus.

En algunas modalidades, la cepa modificada de Streptomyces fungicidicus se deriva
de una cepa precursora tipo silvestre, tal como, pero sin limitarse a, Streptomyces
fungicidicus, American Tissue Culture Company (ATCC) 21013. En otras modalidades, la
cepa modificada de Streptomyces fungicidicus se deriva de una cepa precursora industrial, tal
como, pero sin limitarse a, BM38-2 (ATCC PTA-122342). En otras modalidades, la cepa
modificada de Streptomyces fungicidicus se deriva de las cepas mutantes convencionales,
tales como, pero sin limitarse a Streptomyces fungicidicus ATCC 31729, Streptomyces
fungicidicus ATCC 31730 y Streptomyces fungicicicus ATCC 31731.

En algunas modalidades, la produccion mejorada de enduracidina es un aumento de al
menos 1,2 veces, tal como al menos 1,5 veces, al menos 2 veces, al menos 2,5 veces, al
menos 3 veces, al menos 3,5 veces, al menos 4 veces , al menos un aumento de 4.5 veces, que
incluye, pero no se limita a, un aumento de 1.2 a 10 veces, un aumento de 1.2 a 4.6 veces, un
aumento de 2 a 5 veces, tal como 1.2, 1.3,1.4,15,16,1.7,1.8,1.9, 2.0, 2.1, 2.2, 2.3, 2.4,
2.5,26,27,28,29,30,3.1,33,34,35,3.6,3.7,3.8,39,4.0,4.1,4.2,43 ,4.4,45, 4.6,
4.7,4.8,49,5.0,55, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5, 9.0, 9.5, y 10 veces més en la produccion de
enduracidina en comparacion con la cepa de control de Streptomyces fungicidicus. En
algunas modalidades, la cepa de Streptomyces fungicidicus de control es una cepa de
Streptomyces fungicidicus de tipo silvestre, que incluye, entre otros, la Compafia Americana
de Cultivos de Tejidos de Streptomyces fungicidicus (ATCC) 21013 o una cepa industrial
precursora, como por ejemplo, pero no limitada a, BM38 -2 (ATCC PTA-122342), o la cepa

mutante convencional, tal como, pero no limitada a Streptomyces fungicidicus ATCC 31729,
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Streptomyces fungicidicus ATCC 31730 y Streptomyces fungicicicus ATCC 31731. En un
ejemplo, el control es Streptomyces fungicidicus ATCC 21013 y el aumento en la produccion
mejorada de enduracidina es al menos un aumento de 1.2 veces, tal como un aumento de 1.2
a 4.6 veces. En un ejemplo, el control es Streptomyces fungicidicus ATCC 21013 y el
aumento en la produccion mejorada de enduracidina es al menos un aumento de 1.2 veces,

como un aumento de 1.2 a 4.6 veces.

V. Construccion de cepas recombinantes modificadas de Streptomyces fungicidicus

En modalidades, las cepas recombinantes de Streptomyces fungicidicus pueden
construirse mediante la integracion de un pldsmido recombinante que comprende al menos un
marco de lectura abierto que mejora la produccion de enduracidina en el cromosoma de una
cepa precursora de Streptomyces fungicidicus. El vector conyugal integrativo puede tener, o
puede modificarse para tener, un promotor de constitutivo fuerte de Streptomyces. En algunas
modalidades, el plasmido puede carecer de un replicon de estreptomicetos y puede integrarse
en el cromosoma por recombinacion homéloga de cruce unico especifico del sitio. En otras
modalidades, el plasmido puede estar presente como un plasmido libre. En algunas
modalidades, un vector conyugal puede modificarse en el que el inserto de plasmido porta un
gen de interés parcial o completamente eliminado, y sus regiones flanqueantes, que pueden
integrarse en el cromosoma después de una doble recombinacién homéloga cruzada para

generar un mutante con eliminacion en el marco.

VI Produccion de enduracidina a partir de cepas recombinantes modificadas de
Streptomyces fungicidicus

Las cepas recombinantes modificadas de Streptomyces fungicidicus proporcionadas
por la presente divulgacién proporcionan métodos para producir niveles mejorados de
enduracidina. Este avance técnico en el estado del arte permite importantes ahorros en los
costos asociados con la produccion de enduracidina. En algunos ejemplos, los métodos para
producir enduracidina comprenden cultivar una cepa recombinante descrita de Streptomyces
fungicidicus en condiciones suficientes para producir enduracidina. En algunos ejemplos, el
método comprende ademas aislar la enduracidina desde el medio de cultivo después del
cultivo. En algunos ejemplos, el método comprende ademéas determinar la actividad

antibacteriana de la enduracidina producida, tal como mediante andlisis por HPLC o

-31 -



bioensayo usando el S. aureus ATCC 29213 o Bacillis subtilis ATCC 6633 como
microorganismos indicadores.

En algunos ejemplos, la enduracidina es producida por una cepa de Streptomyces
fungicidicus divulgada utilizando las condiciones de fermentacion como se describid
previamente para la produccion de enduracidina (Higashide et al. J. Antibiot. 21: 126-137,
1968). Después de la produccion, los compuestos se pueden purificar y/o analizar incluyendo
el analisis por HPLC como se describe en el Ejemplo 1. Los métodos para producir
enduracidina y recolectar este compuesto a partir de un medio de crecimiento se pueden
encontrar en la Patente de Estados Unidos 4.465.771, que se incorpora aqui como referencia
en su totalidad.

En algunos ejemplos, una cepa de Streptomyces fungicidicus descrita se cultiva en
caldo de soja triptico (TSB) en un agitador (como a 225 rpm y 30 °C durante 48 horas) y
luego se transfiere a un medio de produccién de enduracidina (EPM, Tabla 1 a continuacion)
durante un periodo de tiempo para la fermentacion continua, por ejemplo, durante al menos
cinco dias y hasta once dias, incluidos 5, 6, 7, 8, 9, 10 u 11 dias de fermentacién continua. En
algunos ejemplos, la produccion de enduracidina por las cepas de tipo silvestre y derivadas se

realiza en fermentadores automaticos.
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Tabla 1. Composicién del Medio de Produccion de Enduracidina (EPM) (pH 6.7)

Ingrediente Concentracion (%)
Almidon soluble 1.5
Glucosa 1.0
Harina de maiz 2.5

Harina de gluten de maiz | 2.0

Licor de maiz fermentado | 0.25

Cloruro de sodio 0.25
NaH2PO4 1.3
KH2PO4 0.05
(NH4)2S04 0.15
CaCoO3 0.5
Lactosa 0.5
ZnClI2 0.005
Aceite de pollo 0.7

En algunos ejemplos, la biomasa de Streptomyces fungicidicus se produce mediante
un proceso de fermentacion en fermentadores industriales de disefio sanitario de tanque
profundo con sistemas para monitorear y controlar el pH, la temperatura, el oxigeno, la
aireacion y la agitacion. Por ejemplo, cada lote fermentado de S. fungicidicus se inicia a
partir de un stock de semillas de trabajo caracterizado y controlado de la semilla de
produccidn almacenada en un lugar seguro y mantenida en un ambiente de baja temperatura.

En algunos ejemplos, el proceso de fermentacion ocurre en una 0 mas etapas, como
las siguientes tres etapas y, opcionalmente, se puede seguir con un procesamiento adicional
corriente abajo:

Etapa I:

Los cultivos de semillas de trabajo establecidos caracterizados se utilizan para iniciar
un lote de fermentacidon. Se recuperan de uno a cinco viales de semillas congeladas del
almacenamiento a baja temperatura y se descongelan naturalmente o se colocan en un bafio
de agua entre 28 °C y 32 °C hasta que los contenidos se descongelan. Los cultivos
descongelados se transfieren asépticamente a agua estéril mantenida a temperatura ambiente

y se mezclan suavemente para volver a suspender el cultivo.
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Etapa Il:

El cultivo resuspendido se transfiere asépticamente a 0,005 m3-0,05 m3 de medio de
siembra. El medio de siembra esta compuesto de glucosa (0.1-1.0 g / L), Dextrina (0.1-3 g /
L), licor de maiz fermentado (0-5.0 mL / L), polvo de soja (1-5.0 g / L), sulfato de amonio
(0.1-0-0.5 g / L), fosfato monopotasico (0.13-0.54 g / L), sulfato ferroso (0.00-0.5 g / L),
hidréxido de potasio (0.13 mL / L), carbonato de calcio (1- 2 g / L), agente desespumante a
base de silicona (0,1 ml / L), agua, c. s. El medio se esteriliza a 125 °C-128 °C durante 30-45
minutos y luego se enfria a 28 °C-32 °C. El volumen del medio se ajusta con agua estéril al
volumen de trabajo deseado. El pH se ajusta a 6.5-7.0.

Los pardmetros operativos del ciclo de ampliacién de semillas incluyen: Temperatura
de incubacion de 28 °C + 2 °C, una presion interna de 1.0 = 0.5 kg/cm2, una tasa de aireacion
de 3£2 Nm3/min y una tasa de agitacion de aproximadamente 80 rpm, segun el tamafio y la
configuracion del recipiente. EIl pH, el consumo de oxigeno y la viscosidad se monitorean
pero no se controlan. EIl cultivo se cultiva durante 40-80 horas antes de transferirlo al
fermentador de produccién principal. La viscosidad en el momento de la transferencia debe
oscilar entre 200-600 cps, y el pH debe ser <6.0, y debe haber un aumento en el consumo de
oxigeno. El cultivo de semillas se transfiere asépticamente al medio de fermentacion
principal para completar el ciclo de fermentacion.

Etapa Il1:

La composicion del medio fermentador de produccion (10 m3-250 m3) incluye
componentes naturales y quimicos como harina de maiz (13.0-15.0% p/v), harina de gluten
de maiz (3.0-6.0% p/v), harina de semilla de algoddn (0.1-0.3% p/v), licor de maiz (0,1-0,6%
vIv), cloruro de sodio (0,3% v/v), sulfato de amonio (0,25-0,6% p/v), &cido lactico (0-0,5%
vIv) %), cloruro de zinc (0.01% p/v), sulfato ferroso (0.0-0.02% p/v), hidroxido de potasio
(0.20-0.5% v/v), sulfato de calcio (0.0-0.5% p/v), carbonato de calcio (0,5% p/v), amilasa
(0,02-0,06% p/v), hidroxido de potasio (0,05% v/v), aceite vegetal (0,5-2,0% v/v), agente
desespumante y agua, c. s. Los ingredientes se afiaden segun el orden indicado. Agregar agua
a los ingredientes, luego calentar a 70-90 °C para permitir que la enzima descomponga los
carbohidratos complejos durante 15 minutos a temperatura. Agregar los ingredientes
restantes, ajustar el pH a 6.6-6.8 y agregar agua c. s., esterilizar a 125 °C-128 °C durante 25-
50 minutos para esterilizar el medio. Enfriar los medios a 25 °C-32 °C y agregar agua C. S.,

volumen de trabajo.
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Transfiera los contenidos desde el fermentador de semillas al medio de fermentacion
principal y ajustar el fermentador a las siguientes condiciones: Temperatura 28 °C + 3 °C,
tasa de aireacion 20-60 Nm3/min, presion interna 0.1-1.0 kg/cm2, tasa de agitacion
equivalente a aproximadamente 1.85 kW/m3. La velocidad de aireacion, la presion interna y
las velocidades de agitacion se ajustan segun sea necesario para garantizar que el oxigeno
disuelto no sea un limite de velocidad determinado. Controlar cuidadosamente la espuma
durante todo el ciclo para evitar la contaminacion o la salida. Comenzar a controlar el pH
después de que aumenta la demanda de oxigeno. Los siguientes parametros son controlados
y/o monitoreados durante todo el ciclo de fermentacion: pH, aeracién, oxigeno disuelto, CO2,
viscosidad, pureza, velocidad de agitacion, presion interna y azlcar residual. Mantener el
pH en 6.8 hasta que cese el crecimiento de las bacterias, luego permitir que el pH cambie
naturalmente hasta la cosecha. EIl ciclo de fermentacion tipico es de 210-300 horas. El
cultivo esta listo para ser cosechado cuando la potencia es mayor que 5,000 pl/L, el pH
aumenta a 7.5 o0 mas, la viscosidad disminuye y la demanda de oxigeno cesa.

La fermentacion se cosecha calentando el cultivo a 70 °C durante 30 minutos para
inactivar las bacterias, y luego enfriar los fluidos de cosecha a 25 °C-32 °C.

En algunos ejemplos, el procesamiento posterior incluye eliminar el agua de la

biomasa, secar la biomasa y formular la biomasa seca en una premezcla.

Depdsitos de Material Bioldgico
Los siguientes materiales biolégicos han sido depositados bajo los términos del
Tratado de Budapest con The American Type Culture Collection, y se les han dado los

siguientes nimeros de acceso:

Deposito NUmero de ingreso Fecha de depésito
BM38-2-18pfrd PTA-124007 2 de marzo de 2017
BM38-2-24/ 16 PTA-124006 2 de marzo de 2017

Las cepas anteriores se han depositado en condiciones que aseguran que el acceso al
cultivo estara disponible durante la tramitacidn de esta solicitud de patente a una determinada
por el Comisionado de Patentes y Marcas que tendra derecho a ella de acuerdo con el articulo
37 C.F.R.81.14 y 35 U.S.C. 8122. Los depdsitos representan un cultivo sustancialmente puro

de las cepas depositadas. Los depositos estan disponibles segin lo exigen las leyes de
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patentes extranjeras en los paises donde se archivan las contrapartes de la solicitud en
cuestion o su progenie. Sin embargo, debe entenderse que la disponibilidad de un depésito no
constituye una licencia para practicar la invencion en cuestion, en derogacion de los derechos

de patente otorgados por accién gubernamental.

Los siguientes ejemplos no limitantes se proporcionan para ilustrar ciertas
caracteristicas y/o modalidades particulares. No se debe interpretar que estos ejemplos

limitan la divulgacion a las caracteristicas 0 modalidades particulares descritas.

EJEMPLOS

Ejemplo 1
Materiales y Métodos para la Produccion Mejorada de Enduracidina

Este ejemplo proporciona métodos representativos para la produccion mejorada de
enduracidina.
Cepas bacterianas, plasmidos, fosmidos y condiciones de cultivo.
Streptomyces fungicidicus B-5477 (ATCC 21013) y Escherichia coli S17-1 (ATCC 47055)
se adquirieron de ATCC. Intervet/Merck Animal Health (MAH) proporcioné la cepa BM38-2
de S. fungicidicus (ATCC PTA-122342) y los estandares de enduracidinas A y B. Las cepas
de E. coli DH5a (Life Technologies, Inc.), EPI300 (Epicenter) y XL10-Gold (Stratagene) se
utilizaron como hospedadores para los plasmidos de E. coli, fosmids y vectores de lanzadera
de E. coli-Streptomyces. Plasmidos pSET152 (Bierman et al., Gene 116: 43-49, 1992, que se
incorpora aqui como referencia en su totalidad) y el plJ773 proporcionados por el profesor
Keith Chater (JIC, Norwich, Reino Unido). El plasmido pWHMS860 que alberga el promotor
ermE*p fue proporcionado por el profesor Bradley Moore (UCSD, San Diego). ISP2 (Medio
2 ISP Difco™), ISP4 y TSB (Caldo de Soya Triptico Bacto™) fueron adquiridos de VWR.
Los cebadores utilizados para la PCR vy la secuenciacion del ADN se sintetizaron a partir de
Fisher y Sigma-Aldrich. Los medios y las condiciones de cultivo para cultivar S. fungicidicus
fueron descritos por Higashide. (Journal of Antibiotics, 21: 126-137, 1968). Todos los
procedimientos de E. coli se realizaron de acuerdo con los protocolos estandar.
Aislamiento y manipulaciones de ADN.

Para preparar ADN gendmico a partir de S. fungicidicus B-5477, BM38-2 (ATCC

PTA-122342) y cepas recombinantes y mutantes derivadas para secuenciacion, construccion
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de biblioteca de fosmidos, subclonacion y PCR, se inocularon y cultivaron esporas recién
cosechadas desde cepas individuales. 100 ml de medio liquido TSB suplementado con
MgCI2 5 mM vy glicina al 0.5%. EI cultivo representativo se realiz6 en matraces Erlenmeyer
de 500 ml en una incubadora rotatoria con agitacion a 225 rpm y 30 °C durante 48 a 72
horas. Las células miceliales se recogieron mediante centrifugacion a 4000 rpm y 4 °C
durante 15 minutos. El sobrenadante se descarto y el sedimento se lavo sucesivamente una
vez con 10.3% de sacarosa y dos veces con Tris-HCI 10 mM vy etilendiaminotetraacetato de
disodio 1 mM (EDTA), pH 8.0 (tampdn TE). Las células humedas, equivalentes al volumen
de 80 pl de agua, se distribuyeron en tubos de microcentrifuga estériles de 1.5 ml.. Después
de agregar 300 uL de la solucién de lisis que contiene 200 puL de Tris-HCI 10 mM y EDTA
1 mM, pH 8.0 y sacarosa 0.3 M (tampo6n TES), 50 uL. de EDTA 0.5 M, 50 uL de lisozima
(50 mg / mL), los tubos se incubaron a 37 °C durante 30 a 60 minutos hasta que la solucion
se volvid viscosa. A continuacion, se agregaron a cada tubo 5 pL de proteinasa K (20
mg/mL) y 180 pL de dodecilsulfato de sodio al 10% (SDS). Después de una mezcla suave
pero completa, las soluciones se incubaron a 37 °C durante 90 minutos. Luego, se agregaron
80 uL de bromuro de cetil trimetil amonio (CTAB) al 10%. Después de mezclar a fondo, los
tubos se incubaron a 65 °C durante 10 minutos. Las soluciones se extrajeron dos veces con
600 pL de fenol/cloroformo/ alcohol isoamilico (25/24/1). E1 ADN genomico en las fases
acuosas superiores se recuperé y precipité con 0.6 voliumenes de isopropanol. EI ADN
gendmico recogido se lavo dos veces con etanol al 70%. Después de secar a temperatura
ambiente durante 10 minutos, el ADN gendmico se disolvio en 50 a 100 pl de agua mineral.
La alta calidad de la preparacion de ADN genomico se confirmé mediante digestion con
Hindlll y Sau3Al, que mostré una digestion completa y ninguna degradacion del ADN
gendémico no digerido por electroforesis en gel de agarosa al 0.8%. EI ADN genomico
agrupado se digiri6 posteriormente con RNasa para eliminar la contaminacién por ARN. La
pureza y la cantidad del ADN gendmico se determinaron con un espectrofotometro
Nanodrop. Se realizaron manipulaciones de ADN de estreptomicetos generales, incluida la
electroforesis en gel de agarosa, y se utilizaron los kits QlIAprep Spin Miniprep (Qiagen)
para preparar plasmidos y fosmids de cepas de E. coli. Las endonucleasas de restriccion, la
ADN ligasa, la ADN polimerasa, la transposasa, la enzima Klenow, la fosfatasa alcalina y la
ligasa se adquirieron de Biolabs, Invitrogen, Epicenter y Roche, y se utilizaron de acuerdo
con las recomendaciones del fabricante. Los fragmentos de ADN se purificaron utilizando

kits de extraccion de gel QIAquick.
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PCR.

La PCR de la colonia se realiz6 de la siguiente manera: se inocularon esporas de
colonias candidatas mutantes independientes en cultivo liquido TSB. Después de crecer
durante 48 a 72 horas, los micelios se recogieron por centrifugacion y se lavaron dos veces
con tampén TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM), pH 8.0. Los micelios se resuspendieron en
H.O estéril y se usaron como plantilla en la mezcla de reaccion de PCR en un volumen final
de 100 uL que contenia 60 uL. de micelios, 150 pmol de cada cebador, 20 puL de tampon A
rico en AccuPrime GC 5X (Invitrogen), y 1 pL de Polymix (agregado a 80 °C) desde el
sistema PCR de plantilla larga Expand (Roche). PCR se realizd de la siguiente manera: 1
ciclo a 95 °C durante 3 minutos, 30 ciclos a 95 °C durante 1 minuto, a 55 °C durante 1
minuto y a 72 °C durante 2 minutos. La reaccion se termind con un ciclo de extension a 72
°C durante 10 minutos. Los productos de la PCR se purificaron en gel y se secuenciaron. La
PCR general se realizd de manera similar a lo descrito anteriormente, excepto que el ADN
gendmico aislado, el ADN plasmido / fosmid se us6é como plantilla en lugar del uso directo
del ADN liberado de las colonias de micelios sin purificacion previa.

Construccion del plasmido de expresion integrativa pXY152-endorf24

Con el fin de expresar ectépicamente el gen regulador putativo orf24 del grupo de
genes de enduracidina en cepas de S. fungicidicus tipo silvestre y BM38-2 (ATCC PTA-
122342), orf24 se clond en el plasmido integrativo pXY 152 derivado de pXY152aR20 (Yin,
J. Productos Naturales, 73: 583-589, 2010, que se incorpora en la presente como referencia

en su totalidad) orf24 se amplificd por PCR a partir de ADN genomico de S. fungicidicus

utilizando el cebador directo (End24Ndpf): 5'-
CCACCACATATGGAAATAAGTTCGCTCTCCA-3' (SEQ ID NO:1, el sitio Ndel esta
en negrita) y el cebador inverso (End24ERpr:5'-

GTGTGTGAATTCCTCGTTCACCCGGCCAGATG-3' (SEQ ID NO: 2, el sitio EcoRl
estd en negrita). El producto de la PCR se digirié con Ndel y EcoRI. El fragmento orf24
purificado en gel se ligo luego con el vector pXY152 restringido de manera similar. El
plasmido resultante se designé pXY152-endorf24 (FIG. 2, SEC ID NO: 3). Se confirmo que

el inserto orf24 esta libre de errores por secuenciacion.
Construccion del plasmido pXY300-orfl8ifd para la eliminacion en marco de orfl18
pXY300-orf18ifd se construyd mediante la clonacion de dos fragmentos que

flanquean orfl8 y estdn destinados a la eliminacion en pXY300, un vector de lanzadera
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sensible a la temperatura de conjugacion de E. coli-Streptomyces que contiene el gen de
resistencia a la tiostreptona (tsr) para la seleccion en S. fungicicicus. Una secuencia de 2 kb
“ascendente” y una secuencia de flanqueo “descendente” de 2 kb, y una secuencia “corriente
abajo” de 2 kb, designadas orf18ifdNP y orf18ifdPH, respectivamente, que flanquean orfl18
se generaron mediante PCR utilizando el ADN gendmico de S. fungicidicus como plantilla y

dos conjuntos de cebadores. El fragmento orf18ifdPH se amplific6 utilizando los cebadores

delantero y trasero (Ifdenorf18pfi1, 5'-
TTATTGAAGCTTGCCGGGGCCGACGCGGCGGGCGGCCT-3’
SEQ ID NO: 4), Ifdendorf18pril, 5'-

GTTGTTTTAATTAAACACCAGGCCTCCTGGGGTG-3’

SEQ ID NO: 5), los sitios Hindlll y Pacl estdn en negrita). EI fragmento orf18ifdNP se
amplifico utilizando los cebadores delantero y trasero (Ifdendorf18pf2, 5’
-TTTATATTAATTAATGACCCTTCCGTCCCGCCCCCGAT-3'

SEQ ID NO: 6), Ifdendorf18pr2, 5’

-TTTGGTGCTAGCTGGTCGTGGCGCTGTTCC-3'

SEQ ID NO: 7), los sitios Pacl y Nhel estan en negrita). Estos dos fragmentos de PCR se
restringieron de forma apropiada y se ligaron simultaneamente con el vector pXY300
preparado por digestion con Nhel y Hindlll, para proporcionar el plasmido pXY300-orf18ifd
(FIG. 3, SEC ID NO: 8). El inserto de eliminacion sin errores en el marco de pXY300-

orf18ifd se confirmd mediante secuenciacion.

Construccion del plasmido pKS-T-orf18pfrd-AmR para la eliminacion de orfl8 y sus
regiones flanqueantes.

El fragmento oriT se amplifico por PCR a partir del plasmido plJ773 utilizando el
cebador directo (Oritnhexbahd3f, 5
-AGCACAGCTAGCTTCTAGAAGCTTCATTCAAAGGCCGGCA-3' (SEQ ID NO: 9) el
sitio HindlIl esté en negrita) y el cebador inverso (Oriterlpstxhor, 5
-GCCAGTGAATTCTGCAGCTCGAGCAGAGCAGGATTCCCGTTGA-3' (SEQ ID NO:
10), el sitio Xhol estd en negrita). EI fragmento oriT se digiri6 con Hindlll y Xhol, se
purificd en gel y luego se lig6 en el vector derivado pBluescript Il KS restringido de manera
similar para producir el plasmido pKS-T (Alting-Mees y Short, Nucleic acid Research, 17:
9494, 1989). El inserto del plasmido pXY300-orfl8ifd se cortd por digestion con Nhel y
Hindlll, se purifico en gel y luego se ligd con el pldsmido pKS-T linealizado con Nhel y
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Hindlll para proporcionar el plasmido pKS-T-orfl8ifd (FIG. 4, SEC ID NO: 11). Un
fragmento de 1 kb que lleva aac(3)1V, el gen de resistencia a apramicina (amR), se amplificd
de plJ773 utilizando un cebador directo (ApraNcolpf, 5-
GAATGGCCATGGTTCATGTGCAGCTCCAT-3’ (SEQ ID NO: 12), el sitio Ncol esta en
negrita) y el cebador inverso (ApraBamHIpr , 5’-
TCTCGAGGATCCGAATAGGAACTTCGGAAT-3’ (SEQ ID NO: 13), el sitio BamHI esta
en negrita). La digestion del fragmento AmR vy el plasmido pKS-T-orfl18ifd con Ncol y
BamHI prepararon tanto el inserto como el vector para la ligadura. El plasmido resultante se
designo6 pKS-T-orf18pfrd-AmR (FIG. 5, SEC ID NO: 14).

Construccidn del plasmido pKS-T-orf18ifd-AmR (NS) para la eliminacion en marco de
orf18.

El inserto de pXY300-orf18ifd se cort6 mediante digestion con Nhel y HindlIll, se
purifico en gel y luego se ligd con el vector linealizado Spel y Hindlll pBluescript 1l KS
para producir un plasmido pKS-orfl8ifd. EI fragmento oriT se amplificé por PCR
utilizando el cebador directo (Oritnhexbahd3f, 5-
AGCACAGCTAGCTTCTAGAAGCTTCATTCAAAGGCCGGCA-3’ (SEC ID NO: 15),
el sitio Hindlll estd en negrita) y el cebador inverso (oriTXhNdSpr, 5’-
AGGCAGCTCGAGCATATGACTAGTCAGAGCAGGATTCCCGTTGA-3* (SEQ 1D
NO: 16), los sitios Xhol, Ndel y Spel estan en negrita). El fragmento oriT se digirié con
Xhol y Hindlll, se purifico en gel y luego se ligo con el plasmido pKS-orf18ifd restringido
de manera similar para obtener un plasmido pKS-orfl8ifd-T. Un fragmento de 1 kb que
Ileva el gen aac(3)IV que confiere resistencia a la apramicina (AmR) se amplifico a partir
de pl773 por PCR usando el cebador directo  (ApraNdepf, 5’-
GAATGGCATATGGTTCATGTGCAGCTCCAT-3’ (SEQ ID NO: 17), el sitio Ndel esta
en negrita) y el cebador inverso (ApraSpelpr, 5’-
TCTAGAACTAGTGAATAGGAACTTCGGAAT-3’ (SEC ID NO: 18), el sitio Spel esta
en negrita). El plasmido pKS-orf18ifd-T se linealizo mediante digestion con Ndel y Spel y
luego se ligo con el fragmento AmR restringido de manera similar para generar el plasmido
pKS-orf18ifd-T-AmR(NS) (FIG. 6, SEC ID NO: 19).
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Conjugacion intergenérica, procedimientos de alteracion génica basados en pXY300 y
basados en pKS.

Los plasmidos de alteracion génica se introdujeron individualmente en E. coli S17-1
por transformacion y luego se transfirieron a S. fungicidicus o sus derivados mediante
conjugacion. Brevemente, las esporas de S. fungicidicus recién recolectadas fueron pre-
germinadas y las células de E. coli S17-1 se cultivaron durante la noche a 37° C en un caldo
Terrific. Se realizaron diluciones en serie de la suspension de esporas germinadas y se
mezclaron 100 ml de cada dilucion con un volumen igual de E. coli S17-1 que albergaba los
plasmidos de interrogacion basados en pXY300. Las soluciones se colocaron en placas de
agar ISP4 con adicion de 10 mM de MgCI2 y se incubaron durante 22 horas bien sea a 30 0
37 °C. Cada placa se cubrio con 3 ml de agar nutriente blando que contenia nalidixato de
sodio y apramicina (0,5 mg/ml) y se incubdé adicionalmente a 30 °C durante
aproximadamente una semana. Los exconjugantes aislados que sobrevivieron se purificaron
por sembrado en placas de agar ISP4 suplementadas con nalidixato de sodio y apramicina
(50 pg/ml cada una).

Para realizar los estudios de alteracion génica con plasmidos basados en pXY300,
los exconjugantes se cultivaron primero en medio liquido TSB que contenia apramicina (5
pg/mL) a 30 °C durante 24 horas, momento en el cual los micelios se recolectaron,
homogeneizaron y se usaron para inocular el medio liquido TSB suplementado con
apramicina (5 pg/mL). Después de 3-6 dias de incubacion a 40 °C, los micelios se
homogeneizaron y se colocaron en placas de agar ISP4 que contenian apramicina (50 pg
mL) y se incubaron a 30 °C durante una semana. EI ADN gendmico se aisl6 de colonias
sobrevivientes individuales seleccionadas al azar y se analizO mediante bien sea PCR o
Southern blot para confirmar que se habia producido una alteracion de cruce simple o doble.
Para la ruptura de genes basada en pKS y los plasmidos de eliminacion en el marco, los
exconjugados se pasaron a través de tres rondas sucesivas de incubaciones en placas de agar
ISP4 para la esporulacion sin adicion de ninguna seleccidn de antibioticos para estimular la
conversion a recombinantes de doble cruce. Los exconjugantes basados en pKS no se
pasaron a través de la seleccion de temperatura a 40 °C. La construccion correcta de todos

los mutantes se confirmé mediante PCR y/o analisis de transferencia Southern.
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Construccion de los plasmidos de expresion integrativa pXY152-endorf24-camtsr y
pXY152-endorf24-blatsr.

Para expresar ectopicamente orf24 en el mutante resistente a apramicina que lleva la
delecion de orfl8 y sus regiones flanqueantes, se disefid el plasmido de expresion
integradora pXY152-endorf24-blatsr. Para construir este plasmido, un casete (camtsr) que
alberga el gen de resistencia al cloranfenicol y el gen de resistencia a la tiostrepton (tsr) se
escindio de un plasmido pUC57 derivado por la digestién con Sacl y Nhel. El casete de
camtsr se ligo luego con el plasmido pXY152-endorf24 linealizado con Sacl y Nhel para
proporcionar un nuevo constructo pXY152-endorf24-camtsr (la FIG. 7, SEC ID NO: 20).
Un gen de resistencia a la ampicilina (bla) se amplificé por PCR a partir de pBluescript KS

utilizando el cebador directo (amp2956Swalpf, 5'-
GTGGCAATTTAAATGGAAATGTGCGCGGAA-3' (SEQ ID NO: 21), el sitio Swal esta
en negrita) y el cebador inverso (amp1973Saclpr, 5'-

TATATAGAGCTCAACTTGGTCTGACAGTTAC-3' (SEQ ID NO: 22), el sitio Sacl esta
en negrita). bla se clond luego en los sitios Sacl y Swal de pXY152-endorf24-camtsr
reemplazar el cassette camtsr con blatsr. EI plasmido de expresion conyugal resultante se
designo6 pXY152-endorf24-blatsr (FIG. 8; SEC ID NO: 23).

Construccion del cassette TNSAT para la mutacion de transposones in vitro

El cassette Tn5AT fue disefiado para combinar tres elementos genéticos: el
transposon Tn5, oriT y aac3 (IV). La Tn5 es reconocida de manera especifica y tUnica por la
transposasa Tn5 (Epicentro) y se inserta facilmente en el ADN de Streptomyces con alto
contenido de G + C clonado en plasmidos y fosmids de E. coli (también referido en la
Patente de EE.UU. N° 8.188.245, que se incorporo a la presente como referencia). oriT es
necesario para la transferencia conyugal de ADN de E. coli S17-1 a Streptomyces y
aac(3)IV es un marcador de seleccion bifuncional de E. coli-Streptomyces que confiere
resistencia a apramicina. Tanto oriT como aac3(1V) se escindieron del plasmido plJ773
como un fragmento Xbal y luego se clonaron en el plasmido pMOD™-2 (MCS) (Epicentro)
del transposon, previamente linealizado con Xbal. Los plasmidos resultantes pXYTn5ATa y
pXYTn5ATb solo difieren por la orientacién del fragmento Xbal y se utilizaron para
preparar el cassette de Tn5AT mediante digestion con Pvull segun las especificaciones del

fabricante.
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Mutacion y seleccion de transposones in vitro de fosmids pXYF24D3 y pXYF148D12
mutagenizados

Para generar una biblioteca de fosmids mutagenizados al azar que llevan
segmentos del grupo de biosintesis de enduracidina para estudios de reemplazo de genes, se
realizaron estudios de mutacion por insercion de transposones in vitro de fosmids pXYF24
y pXYF148. Dos genes reguladores putativos de la biosintesis de enduracidina, orfl8 y
orf24, residen en los insertos de fosmids pXYF24 y pXYF148, respectivamente (GenBank
nimero de acceso DQ403252). La reaccion del transposon in vitro se realiz6 a 37 °C
durante 2 horas después de mezclar 10 pL (0,5 pug) de ADN de plantilla de fosmid, 2 puL (20
ng) de ADN de cassette Tn5AT, 2 pL de 10 x tampdn de reaccién, 1 pL de transposasa de
Tn5 y 5 pL de agua estéril. La transformacién de las células competentes de E. coli
EPI300™-T1R (Epicentro) con la mezcla de reaccion de transposén se realizé por
electroporacién. Los fosmids mutagenizados fueron seleccionados en placas de agar LB
suplementadas con 100 pg/mL de apramicina. Las placas se incubaron durante la noche a
37 °C vy las colonias supervivientes se seleccionaron al azar y se cultivaron en un cultivo
liquido LB con la adicion de 100 pg/mL de apramicina. EI ADN de fosmid mutagenizado
de estas colonias y el fosmid pXYF24 o pXYF148 de control se digirieron con Hindlll y se
analizaron por electroforesis en geles de agarosa al 1%. El cassette de Tn5AT contiene un
Unico sitio Hindlll que es util cuando se analizan eventos de alteracion Unicos contra
maltiples sobre el inserto de fosmid. No existen sitios Hindlll presentes en los insertos de
fosmid de pXYF24 o pXYF148, y solo un sitio Hindlll estd presente en el vector del
fosmid. Por lo tanto, la digestion con Hindlll identifica facilmente fosmids con una
insercion unica de Tn5AT por la presencia de dos bandas en el gel. Las colonias que
portaban fosmidos mutagenizados con una insercién de transposén unica se seleccionaron al
azar y se hicieron crecer en un cultivo liquido de LB para permitir el aislamiento de fosmid
y la identificacién del gen alterado. La seleccion se realizé mediante analisis de secuencia
utilizando el cebador 5'- AAGGAGAAGAGCCTTCAGAAGGAA-3' (SEC ID NO: 24),
que corresponde a una region del gen de resistencia a la apramicina. De esta manera, se
encontrd que el fosmid pXYF24D3 y pXYF148D12 tienen Tn5AT insertado en orfl8 en la
posicién de nucleotido 26386 y orf24 en la posicion de nucleétido 34333 (nimero de acceso
de GenBank DQ403252), respectivamente.
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Interrupcion de insercion de orfl8 y orf24 en el S. fungicidicus tipo silvestre ATCC
21013.

Los fosmids de sustitucion de genes pXYF24D3 y pXYF148D12 se transformaron
por separado en E. coli S17-1 por electroporacion y luego se introdujeron en S. fungicidicus
mediante conjugacion intergenerica (Mazodier, J. Bacteriology 171: 3583-3585, 1989, que
se incorpora aqui como referencia en su totalidad). Las colonias exconjugantes que
sobrevivieron a la seleccion de apramicina se pasaron a través de tres rondas sucesivas de
esporulacién sin seleccion de antibioticos en placas de agar ISP2 para crear la cepa mutante
estable a través de recombinacion homologa de doble cruce. Las esporas resultantes se
agruparon, se diluyeron y se sembraron en placas de agar ISP2 suplementadas con 50
pg/mL de apramicina para confirmar la resistencia a la apramicina y para el uso en cultivos
de semillas y fermentacién para la produccion de enduracidina. La cepa mutante con la
alteracion de insercion de orfl8 en S. fungicidicus tipo silvestre se design6 como
SfpXYF24D3 y la cepa mutante con la alteracion de insercion de orf24 en S. fungicidicus

tipo silvestre se design6 como SfpXYF148D12.

Produccion de enduracidina a escala de laboratorio y en fermentador de 10 litros.

Las condiciones de fermentacién en matraz de agitacién de laboratorio para la
produccion de enduracidina en S. fungicidicus tipo silvestre, BM38-2 (ATCC PTA-122342)
y cepas derivadas fueron las descritas por Higashide, (J. Antibidticos, 21: 126-137, 1968),
excepto por los medios de produccién de enduracidina que se describieron en una patente
(Patente de Estados Unidos N° 4465771). Para la fermentacion a escala de laboratorio, se
utilizaron 5 mL de TSB para la inoculacion del cultivo de semilla con esporas de
estreptomicetos recién recolectadas. Normalmente, de 5 a 10 mL del cultivo de siembra
incubado en un agitador rotatorio a 225 rpm y 30 °C durante 48 horas y luego se transfirié a
un medio de produccion de enduracidina de 50 mL durante 10 dias de fermentacion
continua. La produccion de enduracidina por cepas tipo silvestre y derivadas en condiciones
estrechamente controladas también se llevd a cabo en fermentadores automaéticos de 10
litros.

Tabla 2: Comparacion de los rendimientos de enduracidina (enramicina) en cepas tipo

silvestre, mutantes y genéticamente modificadas de Streptomyces fungicidicus
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Cepa S. fungicidicus Condiciones de | Rendimiento (HPLC)
Fermentacion

Tipo silvestre | Matraz de Agitacion | 5-30 mg/L

(ATCC21013)

BM38-2 Matraz de Agitacion | 60-90 mg/L

SfpXY52endorf24 Matraz de Agitacion | 60 mg/L

SfpXYF24D3 Matraz de Agitacion | 40 mg/L

BM38-2.orf18pfrd- Matraz de Agitacion | 67 mg/L

AmR

BM38-2.24/16 Matraz de Agitacion | 30-130 mg/L

BM38-2 Fermentador de 10L | 80-145 mg/L

BM38-2.24/16 Fermentador de 10L | 375 mg/L

Extraccion de enduracidina de productos de fermentacion para el analisis por HPLC.
Para extraer los metabolitos para el analisis por HPLC de la produccion de
enduracidina, el micelio fresco se recogi6 por centrifugacién y se lavo con agua desionizada
y se resuspendié en un volumen de 5x (relacion del metanol acuoso (ml) al peso del micelio
humedo (g)) metanol acuoso al 70% (el pH se ajust6 a 3,5 con HCI 1 N). La suspensién se
agitd a 200 rpm a temperatura ambiente durante la noche y luego se centrifugd a 4000 rpm a
4 °C durante 20 minutos. Luego, se transfirieron 1,4 mL de sobrenadante de cada muestra a
tubos de microcentrifuga individuales de 1,5 mL y se centrifugaron a 13.000 rpm a
temperatura ambiente durante 10 minutos. El filtrado se pasé a través de un filtro de jeringa
de 0,22 um vy luego se analiz6 por HPLC. La extraccion de metabolitos de micelios
producidos en fermentadores de 10L se realizO a pequefia escala, equivalente a las

fermentaciones de laboratorio.

Andlisis por HPLC y determinacion del rendimiento de enduracidina.

Se inyectd una muestra de HPLC de 50 pL preparada como se describe
anteriormente en una columna Gemini Cyg (5 pum, 4.6x150 mm, Phenomenex, Torrance,
CA) unida a una HPLC Shimadzu. La separacion se logré mediante un gradiente lineal paso
a paso de 18 min con disolvente A: agua + TFA al 0,1% y disolvente B: acetonitrilo. La tasa
de flujo fue de 1 mL/ minuto, comenzando con B al 10%, aumentando a B al 40% durante
10 minutos, y luego aumentando de nuevo a B al 95% durante 8 minutos. La region UV de

200 a 300 nm se exploré con un detector de matriz de fotodiodos SPD M20A. Los
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rendimientos de enduracidinas se calcularon por comparacion con una curva estandar
construida a partir de una solucién madre de patrones de enduracidina en metanol al 70%.
Se utiliz6 una serie de inyecciones que incluian 2, 4, 6, 8, 10 y 12 ug de enduracidina para
construir la curva estandar utilizando la suma de las areas de absorbancia para las
enduracidinas A y B a 230 nm. Se generd una ecuacion de regresion a partir de la curva

estandar y se uso para calcular los rendimientos de enduracidina.

Evaluacion de la actividad antibacteriana.

Se uso Staphylococcus aureus (ATCC 29213) como microorganismo indicador en el
bioensayo. Las células se utilizaron para inocular el caldo LB, se hicieron crecer a 37 °C
durante la noche y luego se mezclaron 100 pL del cultivo con 5 mL del agar superior
(mezcla de volumenes iguales de agar nutritivo y caldo nutriente). El agar superior se
superpuso sobre una placa de agar nutritivo en la que se hicieron pocillos adecuadamente
espaciados cortando los tapones de agar. Los estandares de enduracidina y las alicuotas de
las extracciones de cultivo se disolvieron o diluyeron en MeOH al 50% a una concentracién
de 20 pg/ml, y se cargaron 100 pL de cada solucion en los pocillos. Después de incubar las
placas a 37 °C durante 16 horas, se observaron y compararon las zonas de inhibicién, y las

placas se fotografiaron o almacenaron a 4 °C.

Ejemplo 2
Alteracién de orf18 y orf24 en S. fungicidicus tipo silvestre y efecto en la produccién de
enduracidina

Este ejemplo describe la alteracion de orfl8 y orf24 en S. fungicidicus tipo silvestre y
el efecto sobre la produccion de enduracidina.

Una secuencia de ADN de 116.000 pb del S. fungicidicus ATCC 21013 tipo silvestre
que alberga el grupo de genes biosintéticos de enduracidina y sus regiones flanqueantes (EE.
UU. Pat. No. 8.188.245 que se incorpora aqui como referencia en su totalidad) se identifico
previamente y esta disponible en GenBank (numero de acceso DQ403252). Entre los 48
marcos de lectura abierta anotados hay ocho genes reguladores putativos: orf5, orf12, orfl8,
orf22, orf24, orf4l, orfd2 y orf43. Para descifrar el papel de cada uno de los productos
geneticos en la produccién de enduracidina, los insertos del fosmid que llevan segmentos del

grupo de enduracidina que albergan estos genes reguladores putativos se mutaron al azar
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utilizando una insercion mediada por transposones de un marcador de resistencia a
apramicina como se describe en el Ejemplo 1.

La seleccion subsiguiente de la resistencia a apramicina y la ubicacion del inserto
entre las colonias de E. coli que portan fosmidos mutagenizados identificaron pXYF24D3
para transportar el orfl8 alterado y pXYF148D12 para albergar el orf24 alterado. Una sola
mutacién de insercion en cada uno de estos fosmids y el sitio de la insercion se confirmé por
secuenciacion. Estos dos fosmids mutagenizados se introdujeron individualmente por
conjugacion en la cepa de S. fungicidicus tipo silvestre. Los exconjugantes que muestran
resistencia a la apramicina se pasaron luego a través de tres rondas de esporulacion en agar
ISP2 sin la adicion de ninguna seleccién de antibidtico para promover la conversion de la
recombinacion homdloga de un solo cruce a la mutacion de doble cruce. Las cepas mutantes
estables resultantes SfpXYF24D3 y SfpXYF148D12 se fermentaron en medio de produccion
de enduracidina (EPM) a escala de laboratorio en matraces de agitacion. El andlisis por
HPLC de la extraccion de metanol al 70% de los micelios a partir de 10 dias de fermentacion
reveld un aumento de 1.3 veces en el rendimiento de enduracidina por la cepa SfpXYF24D3
de orfl8 alterado y la pérdida completa de la produccion de enduracidina por la cepa
SfpXYF148D12 con un orf24 alterado. Los extractos de micelios también se evaluaron para
la actividad hacia S. aureus. La alteracion de orfl8 SfpXYF24D3 retuvo la actividad,

mientras que la alteracion de orf24 SfpX'YF148D12 perdio la actividad hacia S. aureus.

Ejemplo 3

Construccion de la cepa recombinante SfpXY152-endorf24 y efecto en la
produccion de enduracidina

Este ejemplo describe la construccion de la cepa recombinante SfpXY152-endorf24 y

la capacidad de esta cepa para producir enduracidina.

La pérdida de produccion de enduracidina en la cepa mutante SfpXYF148D12
indico un posible papel regulador del orf24. Una busqueda BLAST de la base de datos
GenBank utilizando la secuencia de proteina de Orf24 revel6 una alta similitud de secuencia
con una proteina reguladora especifica a via, StrR, involucrada en la biosintesis de
estreptomicina. Una alineacion de secuencias entre Orf24 y StrR mostro que las proteinas

comparten una similitud significativa (54% de identidad de aa, FIG. 9). La pérdida de
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produccién de enduracidina tras la alteracion de orf24 y la similitud con StrR indican que
Orf24 puede actuar como un activador especifico a via en la produccién de enduracidina.

Para explorar el papel de orf24 como una diana reguladora positiva para la mejora
de la cepa, el plasmido de expresion integrativa pXY152-endorf24 (FIG. 2) fue construido
(Ejemplo 1). Se introdujo el plasmido pXY152-endorf24 en S. fungicidicus tipo silvestre
mediante conjugacion y se examinaron los exconjugantes para determinar el fenotipo de
resistencia a apramicina, lo que llevo a la identificacion de la nueva cepa recombinante
SfpXY152-endorf24. Al menos diez colonias exconjugantes independientes de esta cepa se
seleccionaron y purificaron al azar. Estas cepas de colonias llevan el plasmido pXY152-
endorf24 integrado en un sitio attB en el cromosoma de S. fungicidicus mediante
recombinacion homdloga de un solo cruce con el sitio attP en el plasmido.

Para investigar los metabolitos producidos por las cepas recombinantes, las esporas
de dos cepas de colonias se inocularon en el cultivo de semillas TSB y luego se transfirieron
a un medio de produccion de enduracidina para la fermentacion a escala de laboratorio. El
analisis de HPLC de los extractos de metanol al 70% de los micelios recolectados reveld un
aumento de 2 veces (60 mg/L) en la produccion de enduracidina por ambas cepas
recombinantes en comparacion con la cepa de tipo silvestre (30 mg/L). Los rendimientos
elevados de enduracidina observados en estas cepas de colonias que son capaces de
sobreexpresar orf24 son una evidencia adicional del papel regulador positivo que este gen
tiene en la produccidn de enduracidina y los resultados son consistentes con los obtenidos a

partir de la interrupcion de orf24 que condujo a la pérdida de la produccién de enduracidina.

Ejemplo 4
Construccion de la cepa BM38-2.24/16 que sobreexpresa orf24 en S. fungicidicus
BM38-2 (ATCC PTA-122342) y efecto sobre la produccion de enduracidina

Este ejemplo describe la construccion de la cepa BM38-2.24/16 (Numero de
depdsito ATCC PTA-124006), la sobreexpresion de orf24 en S. fungicidicus BM38-2
(ATCC PTA-122342) y el efecto sobre la produccion de enduracidina.

Para explorar mas a fondo el papel regulador positivo de Orf24, se incorporé el
plasmido pXY152-endorf24 en el cromosoma de la cepa de produccion comercial S.
fungicidicus BM38-2 (ATCC PTA-122342), como se describio anteriormente para el
organismo de tipo silvestre. La seleccion de exconjugantes que exhiben el fenotipo de

-48 -



resistencia a apramicina proporciono varias cepas de colonias recombinantes, incluyendo S.
fungicidicus BM38-2.24 / 16, capaz de producir niveles elevados de enduracidina de hasta
200 mg/L (para un aumento de 3.3 veces sobre BM38-2 (ATCC PTA-122342)) en cultivos
de matraz de agitacion de laboratorio. S. fungicidicus BM38-2-24/16 se selecciond para una
evaluacion adicional de la capacidad de produccion de enduracidina en base a los
rendimientos durante la seleccion preliminar.

La produccion de enduracidina mediante la cepa recombinante de S. fungicidicus
BM38-2.24/16 en cultivos en matraz de agitacion de laboratorio mostro un claro potencial
de mejora significativa sobre BM38-2 (ATCC PTA-122342) y también se observé que los
rendimientos varian mucho. Para controlar mas de cerca las condiciones de cultivo durante
el periodo de crecimiento de 10 dias, incluido el pH y el oxigeno disuelto que no se manejan
facilmente en matraces de agitacion, la produccion se evalud a través de maultiples corridas
en fermentadores de 10L. Bajo estas condiciones méas estrechamente controladas, los
rendimientos fueron mas consistentes y las fermentaciones triplicadas de 10 litros
promediaron 375 mg/ml (4.6 veces de BM38-2 (ATCC PTA-122342)). El aumento de los
rendimientos de enduracidina en la cepa recombinante de S. fungicidicus BM38-2.24/16
(NUmero de deposito de ATCC PTA-124006) apoya ademas un papel de aumento de Orf24

en la produccién de enduracidina.

Ejemplo 5
Construccion de la cepa mutante de eliminacion BM38-1.18pfrd-AmR vy el efecto sobre
la produccion de enduracidina

Este ejemplo describe la construccion de la cepa mutante de eliminacion BM38-
2.18pfrd-AmR (N° de deposito ATCC PTA-124007) y el efecto sobre la produccion de

enduracidina.

orf18 se encuentra en la region corriente arriba del grupo de genes biosintéticos de
enduracidina (numero de acceso GenBank DQ403252). Orfl8 parece tener un papel
negativo en la produccién de enduracidina en la medida en que la alteracion de insercion del
gen en la cepa mutante SfpXYF24D3 elevé el rendimiento de enduracidina. Basandose en
esta observacion, se disefiaron constructos para la eliminacién de orfl8 solo y orfl8 y
porciones de sus regiones flanqueantes. Para este proposito, se construyo el plasmido pKS-

T-orf18pfrd-AmR (FIG. 5). Este plasmido derivado de vector pKS no posee un replicon de
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estreptomicetos ni un elemento para la integracién en el cromosoma de estreptomicetos.
Solo puede intercambiar su insercion con un segmento definido de ADN en el cromosoma
del huésped mediante recombinacién homdéloga de doble cruce. EI mapa de insercion de
este plasmido se muestra en la FIG. 10. orf18 y sus regiones flanqueantes que contienen la
totalidad del orfl9 y la region que codifica la porcion de extremo N-terminal de orfl7 se
eliminan en el plasmido pKS-T-orf18pfrd-AmR. El brazo izquierdo de 1-kb contiene la
region que codifica la porcion de extremo C-terminal de orfl7 y su region corriente abajo y
el brazo derecho de-1 kb contiene un segmento parcial de orf20 que codifica la regién de
extremo N-terminal. Por lo tanto, la eliminacion después de una recombinacion homologa
de doble cruce dio como resultado una cepa recombinante donde se eliminé la totalidad de
orf18 mas orfl9 y la regién que codifica la porcién de extremo N-terminal de orfl7 y se
reemplazé con el gen resistente a la apramicina.

El plasmido pKS-T-orfl8pfrd-AmR se introdujo de forma conjugada en S.
fungicidicus BM38-2 (ATCC PTA-122342) y se promovi0 la recombinacion homdloga de
cruce simple y doble en placas de agar ISP4 sin suplementacion con apramicina. Los
exconjugantes que pudieron sobrevivir a la seleccion posterior de apramicina se purificaron
y esta nueva cepa recombinante se design6 BM38-2.18pfrd-AmR (No. de Deposito ATCC
PTA-124007). Las esporas de esta cepa se inocularon en un medio TSB para el cultivo de
semillas y luego se transfirieron a un medio de produccion de enduracidina. Después de 10
dias de fermentacion, los micelios se recolectaron, se procesaron y se analizaron por HPLC.
En relacion con la cepa precursora BM38-2 (ATCC PTA-122342), se observo un aumento
de 1,2 veces en la produccion de enduracidina a partir de estas fermentaciones a escala de
laboratorio. El aumento relativo en el rendimiento es similar al observado con la cepa
SfpXYF24D3 derivada de tipo silvestre y los resultados implican que orfl9 y orfl7, que
flanquean orfl18 y se vieron afectados en la construccion de BM38-2.18pfrd-AmR, tienen
poco o ningun efecto sobre la produccion de enduracidina. Por lo tanto, el aumento de la
produccién de enduracidina en la cepa recombinante BM38-2.18pfrd-AmR se debe a la
eliminacion del papel regulador negativo de Orf18.

Con respecto a la eliminacion de orfl8 solo con el plasmido pXY300-orfl18ifd en
BM38-2 (ATCC PTA-122342), se encontraron dificultades al seleccionar positivamente los
exconjugantes y mutantes simples/dobles con marcador de resistencia a la tiostreptona. Por
lo tanto, se usoO el vector alternativo pBluescript KS Il para construir los plasmidos de

administracion de reemplazo de genes sin marcadores, tales como pKS-T-orf18ifd (FIG. 4)
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0 pKS-orfl8ifd-T, pKS-orf18ifd-T-AmR (NS) (el gen de resistencia a la apramicina se

transporta en el vector en lugar de la insercion en orf18, véase la FIG. 6).

Ejemplo 6
Desarrollo del vector de inactivacion del gen derivado de pKS serie pKS-T-orf18pfrd-
AmR

Este ejemplo describe el desarrollo del vector de inactivacion del gen derivado de
pKS serie pKS-T-orf18pfrd-AmR.

Se desarrollaron una serie de vectores de inactivacion de genes derivados de pKS
(FIGS. 4, 5 y 6) que poseen la funcidn conjugativa y no requieren pasar transformantes a
través de una seleccion a alta temperatura para eliminar el plasmido como lo requieren
algunos otros vectores de alteracion de genes. Estos vectores derivados de pKS llevan un
replicon no estreptomiceto que permite la replicacion en E. coli y pueden mantener y
seleccionarse con el marcador de resistencia a apramicina en Streptomyces y E. coli o
ampicilina en E. coli. Produjeron copiosas copias estables de plasmidos recombinantes en
E. coli para la conjugacion y se han disefiado con varios sitios de restriccién Gnicos y raros
encontrados en el ADN de estreptomicetos, tales como Pacl, Hindlll, Nhel y Xbal, que se
pueden usar convenientemente para ensamblar el ADN diana al pldsmido para la alteracion

de genes de insercion y los estudios de eliminacion en marco.

Ejemplo 7
Desarrollo de vectores de expresion de genes integradores derivados de pSET152
pXY152-endorf24-camtsr y pXY152-endorf24-blatsr

Este ejemplo describe el desarrollo de los vectores de expresion de genes
integradores derivados de pSET152 pXY152-endorf24-camtsr (SEQ ID NO: 20) y
pXY152-endorf24-blatsr (SEC ID NO: 23).

Se desarollaron dos vectores nuevos, pXY152-endorf24-camtsr (FIG. 7) y pXY152-
endorf24-blatsr (FIG. 8). Poseen funciones conjugativas e integradoras como el vector
pSET152, el vector integrador més utilizado para la expresion y complementacion de genes
de estreptomicetos. Ambos vectores tienen varios sitios de restriccion que son raros en el

ADN de Streptomyces para la clonacion y el ensamblaje convenientes del constructo de
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expresion. El vector pXY152-endorf24-camtsr se puede mantener y seleccionar en E. coli
con cloranfenicol a 12,5 pg/mL y en Streptomyces con tiostrepton a 50 pg/mL. El vector
pXY152-endorf24-blatsr se puede mantener y seleccionar en E. coli con ampicilina y en

Streptomyces con tiostrepton.

Resumen de los Ejemplos 1-6:
Manipulacién genética de los genes reguladores de Streptomyces y biosintesis para
mejorar la cepa.

Entre los numerosos productores microbianos de productos naturales,
aproximadamente el 75% de los antibioticos microbianos conocidos son producidos por
actinomicetos. Streptomyces, bacterias filamentosas grampositivas, son miembros de la
familia de los actinomicetos y son conocidos por su capacidad incomparable para producir
una variedad versdtii de metabolitos secundarios estructuralmente  diversos,
farmacoldgicamente y bioldgicamente activos. Los policétidos producidos por policétido
sintasas (PKS) y productos peptidicos naturales hechos por péptidos sintetasas no
ribosomales (NRPS) son representativos.

La investigacion sobre la biosintesis de antibidticos de productos naturales tiene
algunos desafios comunes: primero, como superar la baja produccion tipica de los
compuestos precursores o modificados estructuralmente producidos por las cepas de tipo
silvestre 0 modificadas genéticamente; en segundo lugar, cémo activar las numerosas vias
biosintéticas del metabolito secundario criptico o huérfano identificadas a partir de
secuencias genomicas para poder estudiar la funcion bioldgica de los productos. Los
avances en el estudio de la biosintesis de antibioticos de productos naturales en las tltimas
décadas han indicado que la produccion de metabolitos secundarios esta regulada por
muchas vias. Por ejemplo, los genes biosintéticos precursores y estructuralmente
ensamblados (como PKS y NRPS), genes reguladores y genes de auto-resistencia se pueden
agrupar en el cromosoma bacteriano. La produccién de antibioticos puede estar regulada
por genes reguladores especificos de la via, incluidos activadores y/o represores, genes
reguladores ectdpicos pleiotrépicos y sistemas reguladores de dos componentes. Las
mutaciones que ocurren en cualquiera de estos genes o sistemas reguladores pueden
aumentar, disminuir o abolir completamente la produccion de antibidticos. La via
biosintética criptica puede activarse por una mutacién imprevista que conduce a la

produccién de un producto previamente desconocido.
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La mejora de las cepas puede desempefiar un papel importante en la produccién a
escala industrial rentable de antibi6ticos u otros metabolitos microbianos secundarios. Las
cepas mutantes capaces de producir rendimientos mayores de metabolitos particulares
pueden generarse a través de mutaciones aleatorias, 0 mediante la ruptura dirigida de genes
especificos 0 mediante la introduccion de genes que eliminan los cuellos de botella en una
ruta de biosintesis. La manipulacion genética de genes reguladores positivos y negativos, asi
como los genes biosintéticos, para generar la hiperproduccion de metabolitos secundarios
especificos ha demostrado ser una estrategia poderosa y altamente exitosa para la mejora de
la cepa de actinomicetos.

En la divulgacién actual, se demostré el papel regulador positivo de orf24 y el papel
regulador negativo de orf18 en la produccion de enduracidina. La inactivacion por insercion
especifica de orf24 dio lugar a una pérdida completa de la produccion de enduracidina en la
cepa recombinante SfpXYF148D12. La sobreexpresion posterior de orf24 bajo el control
del promotor constitutivo fuerte ermE*p en las cepas recombinantes SfpXY152-endorf24 y
BM38-2.24/16 condujo a aumentos en los rendimientos de enduracidina de 2 a 4,6 veces
aproximadamente. La eliminacion de orfl8 y sus regiones flangqueantes, incluyendo la
totalidad de orf19 y una porcion de orfl7, incrementd los rendimientos de enduracidina en
1,2 veces. Estos resultados proporcionaron evidencia genética sélida en apoyo del rol de
orf24 y orfl8 como activador positivo y represor negativo, respectivamente, en la
biosintesis de enduracidina.

Los ortdlogos de Orf24 se han confirmado funcionalmente a partir de otras vias de
biosintesis de antibidticos

Una consulta BLAST con la secuencia de proteina de Orf24 contra la base de datos
GenBank revel6 cientos de visitas (numero de acceso de GenBank DQ403252). Muchos
muestran una similitud de aminoacidos muy alta (de 60% a 99% de identidad) y se anotan
como reguladores de transcripcién en la biosintesis del antibidtico aminoglucésido
estreptomicina. Sin embargo, ninguno de este grupo de genes ha tenido la funcion
experimentalmente verificada. El analisis de los resultados de BLAST identificd varias
proteinas relacionadas que comparten una menor similitud (mas del 40% pero menos del
60% de identidad de aa) con Orf24 que se caracterizaron funcionalmente. Estos incluyen la
proteina StrR bien caracterizada que comparte una similitud menor pero significativa (54%
de identidades de aa en 311 aa superpuestas) con Orf24. Se ha demostrado genéticamente y

biogquimicamente que StrR funciona como un activador positivo especifico de la via de la
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expresion de los genes de biosintesis de estreptomicina en Streptomyces griseus. StrR
representa una familia de activadores especificos de la via, algunos de los cuales se han
caracterizado por bien sea manipulacion genética o estudios bioquimicos. La FIG. 11
muestra la alineacion de Orf24 con seis proteinas de tipo StrR de actinomicetos
funcionalmente confirmadas. Un dominio de union al ADN tipico y altamente conservado
de hélice-giro-hélice (HTH) esta presente en las siete proteinas como se subraya en la FIG.
11. Orf24 también comparte una similitud de secuencia significativa (54% de identidades
aa) con Teill5*, un activador especifico de la via que rige la biosintesis del antibidtico
glicopeptidico no tribosdmico teicoplanina. Teil5* regula positivamente la transcripcion de
al menos 17 genes en el grupo de teicoplanina. El Actinoplanes teichomyceticus de tipo
silvestre produce 100 mg/L de teicoplanina aproximadamente, mientras que las cepas
recombinantes genéticas, derivadas del A. teichomyceticus precursor y que contienen teil5*
expresado bajo el control de diferentes promotores, aumentaron el rendimiento de
teicoplanina a 1 g/L en el caso del promotor ermE*p y a 4 g/L en el caso del promotor del
gen de resistencia a apramicina nativo.

Como se ilustra en la FIG. 11, Orf24 también comparte una similitud de secuencia
significativa (54% de identidad aa) con Bbr, del grupo de biosintesis de antibidticos de
balhimicina glucopéptido; a KasT (identidades del 50% aa) que rigen la expresion de los
genes de biosintesis de kasugamicina del antibiético aminoglucésido; y NovG (45% de
identidades aa), el activador especifico de la via involucrado en la biosintesis de
novobiocina. El mutante AnovG produjo solo un 2% tanto de novobiocina como de tipo
silvestre y la sobreexpresion de novG de un plasmido de copias multiples en la cepa
recombinante llevé a un aumento de tres veces en la produccion de novobiocina. Orf24
también comparte un 42% de identidad aa con SgcR1, uno de los cuatro genes reguladores
(sgcR1, sgcR2, sgcR3 y sgcR) confirmados experimentalmente que participan en la
produccién del antibidtico antitumoral C-1027 en S. globisporus. La sobreexpresion de
sgcR1 en S. globisporus SB1022 aumento el rendimiento de C-1027 aproximadamente siete
veces en comparacion con la cepa de tipo silvestre. La sobreexpresion del regulador
positivo sgcR3 en una cepa recombinante resultd en un aumento del 30-40% en la
produccién de C-1027. En contraste, la inactivacion del regulador negativo sgcR condujo a
un aumento tanto de la produccién de C-1027 como heptaeno. Ademas, la sobreexpresion
de sgcR1 en la cepa mutante AsgcR condujo a un aumento de siete veces aproximadamente

de la produccion de C-1027. sgcR3 ocupa una regulacién de nivel superior mediante el
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control de sgcR1 y sgcR2 en la regulacion de jerarquia de la produccion de C-1027. En
conclusidn, la alteracion y los efectos de expresion de orf24 y la comparacion de Orf24 con
otros ortdlogos caracterizados funcionalmente indican que Orf24 actia como un

regulador/activador positivo especifico de la via en la produccion de enduracidina.

Orf18 es un putativo regulador de respuesta huérfano atipico y se alinea con ortélogos
funcionalmente confirmados

La produccion de antibidticos en las especies de Streptomyces esta estrechamente
regulada por redes genéticas complejas que limitan la capacidad de muchos productores de
antibioticos de tipo silvestre para generar los rendimientos necesarios para una produccion
industrial a gran escala y rentable. Un mecanismo regulador importante son los sistemas de
transduccion de sefiales de dos componentes. Los sistemas de dos componentes incluyen un
sensor de quinasa y un regulador de respuesta afin. El sensor de quinasa responde a
estimulos/sefiales ambientales externas especificas, tales como estrés, nutricién y sustancias
quimicas, etc., y luego transmite la sefial a un regulador de respuesta citoplasmica que
desencadena y activa la transcripcion de los genes diana. Un regulador de respuesta que no
estd emparejado con un sensor de quinasa se designa como un regulador de respuesta
huérfano.

Los sistemas de dos componentes y los reguladores de respuesta huérfanos estan
presentes en los genomas de estreptomicetos y pueden funcionar para reprimir la
produccién de metabolitos secundarios. En el grupo de genes de enduracidina de S.
fungicidicus, orfl8 codifica un supuesto regulador de respuesta huérfana putativa que
comparte una similitud de secuencia baja a moderada con otros tres reguladores de
respuesta de Streptomyces caracterizados, incluido un regulador de respuesta huérfana,
SCO03818, de S. coelicolor (FIG. 12). Orf18 tiene una secuencia de extremo N-terminal mas
larga en comparacion con las otras proteinas alineadas y parece ser un regulador de
respuesta huérfano atipico porque una lisina altamente conservada en la posicion 118
(relativa a la posicion comun 105) esta ausente en Orf18 y se reemplaza con una treonina.
Se propone que la lisina sea necesaria para formar el bolsillo de fosforilacion.

So6lo unos pocos reguladores de respuesta a estreptomicetos han sido funcionalmente
caracterizados. ElI genoma de S. coelicolor contiene un total de cinco reguladores de
respuesta huérfanos atipicos y siete tipicos. Orf18 comparte 26% de identidad aa en 191 aa

superpuestas con AbsA2. La eliminacion de AbsA2 en S. coelicolor resultdé en un aumento
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de la produccién de dos antibidticos, actinorhodina y undecil-prodigiosina. Orf18 muestra
32% de identidad aa en 176 aa superpuestas con SCO3818. La eliminacion de sco3818
condujo a una produccion mejorada de actinorodina. Orf18 comparte un 29% de identidad
aa en 166 superpuestas aa con SCO1745 (AbrA2). La eliminacion del operon regulador de
respuesta que contiene AbrA2 dio como resultado un aumento del 100% del antibidtico
antitumoral de oviedomicina en la cepa recombinante S. coelicolor M145 en comparacion
con el productor de tipo silvestre. El papel regulador negativo observado de Orfl8 en la
produccién de enduracidina es consistente con las actividades demostradas de los
reguladores negativos relacionados (FIG. 12). Ademas, se observa que Orfl8 comparte la
mayor similitud de secuencia de proteinas con los miembros de la familia LuxR de

reguladores transcripcionales en la busqueda de BLAST.

Ausencia de efectos polares en el mutante BM38-1.orf18pfrd-AmR

La region eliminada en la cepa BM38-1.18pfrd-AmR mutante involucra tres genes,
orf18, la region que codifica la porcion de extremo N-terminal de orl7 localizado corriente
abajo de orfl8, y la totalidad del orf19 ubicado corriente arriba de orf18 (FIGS. 5 y 10). Se
predice que orfl7 codifica una ribonucleasa que aparentemente no tiene ninguna funcion
relacionada con la biosintesis o regulacion de la enduracidina. Ademas, el gen de resistencia
a la apramicina que reemplaza a orfl8 y su region flanqueante se transcribe de forma
divergente con orfl7 y no debe crear ningin evento de lectura a través del promotor del gen
de resistencia a apramicina. Por lo tanto, no deberia haber efectos polares resultantes de la
eliminacion parcial de orfl7.

orfl9 se transcribe y traduce en la misma direccién que orf18. Este gen esta anotado
para codificar una proteina de funcion desconocida. La cepa mutante SfpXYF24D3 que
porta la alteracién de orf18 sola y el mutante BM38-1.18pfrd-AmR que porta la eliminacion
de orfl8 y orfl9 juntos tienen efectos similares en la produccion de enduracidina, lo que
implica que orfl9 no tiene ningun papel o un papel insignificante en la produccion de
enduracidina. EI gen orf20 se ubica corriente arriba de orfl9 y se transcribe y traduce en la
misma direccion que el marcador de resistencia a apramicina insertado (FIG. 10) orf20
sigue intacto en BM38-1.18pfrd-AmR vy el producto aparentemente no tiene un papel en la
produccion de enduracidina. Por lo tanto, no se cree que ningun efecto polar sobre la
expresion de orf20 sea responsable de la produccién mejorada de enduracidina en BM38-
1.18pfrd-AmR.
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Ejemplo 7
Aplicaciones y manipulaciones adicionales de orf24 y/o orfl8 para mejorar las cepas
productoras de enduracidina

Ademas de los ejemplos proporcionados anteriormente, hay otras formas posibles de
utilizar los roles reguladores de orf24 y orf18 para mejorar la produccién de enduracidina.

I Expresion de orf24 bajo un promotor de sobreexpresion alternativo,
constitutivo o inducible

pXY152-endorf24 (mostrado en la FIG. 2) se construyd para la expresion ectdpica
integradora de orf24 bajo el control de ermE*p, un estreptomiceto ampliamente utilizado
como el promotor de la expresion constitutivo fuerte. La sobreexpresion de orf24 también
puede ser impulsada por otros promotores constitutivos o inducibles. EI promotor tipA es un
promotor de estreptomicetos de sobreexpresion inducible por tiostrepton. Se desarroll6 un
plasmido de lanzadera de E. coli-Streptomyces con el promotor tipA multicopia, pXY200,
que se ha utilizado con éxito para la sobreexpresién de genes de estreptomicetos. Para
aplicaciones relevantes a esta descripcion, el promotor tipA puede escindirse de pXY200 y
clonarse en pXY152 para reemplazar ermE*p y dirigir la expresion de orf24. Del mismo
modo, orf24 puede transferirse facilmente de pXY152-endorf24 a pXY200 para la
expresion basada en plasmidos. Otras opciones de promotores incluyen, pero sin limitarse a,
el sistema P(nitA)-NitR y el promotor de estreptomicetos SF14. Recientemente, el plasmido
integrador pKC1139 y el promotor nativo del gen resistente a la apramicina se utilizaron
con éxito para expresar genes reguladores para la hiperproduccion del antibiético peptidico
teicoplanina. El gen regulador sanG codifica un activador especifico a la via para la
produccién de nikomicina. La expresion de una copia adicional de sanG bajo el control de
cinco promotores diferentes (Phrdg, Picpsso, Psria, Permex Y Pneos) llevo a aumentos en los
rendimientos de nikomicina en un 69%, 51%, 26%, 22% y 13%, respectivamente (véase
Du, Applied Microbiology and Biotechnology 97: 6383-6396, 2013).

ii. Cepas mutantes dobles de S. fungicidicus con eliminacion de orfl8 y
sobreexpresion de orf24

Tanto con el mutante de delecidn orf18 como con las cepas de sobreexpresion orf24
que exhiben una mayor produccion de enduracidina, se puede generar un doble mutante que
contenga ambos y si se observa un efecto aditivo sobre el rendimiento de este antibidtico

peptidico. Se puede crear el mutante doble introduciendo el plasmido de sobreexpresion
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pXY152-endorf24-blatsr (FIG. 8) en el mutante BM38-2.18pfrd-AmR. pXY152-endorf24-
blatsr es un plasmido de integracion conyugal que porta un gen de resistencia a la
tiostrepton (tsr) para la seleccion en estreptomicetos y el gen de resistencia a la ampicilina
(bla) para la seleccion en E. coli. Debido a que la cepa de E. coli S17-1 utilizada para la
conjugacion es naturalmente resistente al cloranfenicol (leva), el marcador de resistencia al
cloranfenicol en pXY152-endorf24-camtsr (véase més arriba) ha sido reemplazado por
resistencia a la ampicilina (bla) para seleccionar S17-1 transformantes. Alternativamente,
pXY152-endorf24-camtsr y sus derivados pueden introducirse en estreptomicetos utilizando
una cepa de E. coli conyugal diferente, ET12567/pUZ8002.

Usando bien sea el plasmido pXY152-endorf24-blatsr o pXY152-endorf24-camtsr
para introducir la segunda copia de orf24 en el mutante orfl8 deficiente, es posible
seleccionar el mutante doble mediante la resistencia a tiostreptona. Para generar un mutante
orf18 nulo con eliminacion en el marco en BM38-2 (ATCC PTA-122342), los plasmidos
pXY300-orfl18ifd (FIG. 3) y pKS-orfl8ifd-T-AmR (NS) (FIG. 6) fueron construidos con
este fin. pXY300-orfl18ifd permite la seleccion del mutante de delecion en el marco orfl8
con tioestreptona mientras PKS-orf18ifd-T-AmR (NS) utiliza apramicina para seleccionar
mutantes de delecidon en el marco. Aunque las cepas mutantes de S. fungicidicus de tipo
silvestre se seleccionan facilmente usando el marcador de resistencia tiostreptona, se han
encontrado dificultades al usar este marcador de resistencia en la cepa BM38-2 (ATCC
PTA-122342). Por lo tanto, dos plasmidos, pXY300-orf18ifd y pKS-orf18ifd-T-AmR (NS),
se construyeron para el mismo proposito.

En vista de todas las modalidades posibles a las que se pueden aplicar los principios
de la invencion descrita, debe reconocerse que las modalidades ilustradas son solo ejemplos
preferidos de la invencion y no deben tomarse como limitantes del alcance de la invencion.
Mas bien, el alcance de la invencion se define mediante las siguientes reivindicaciones. Por lo
tanto, reivindicamos como nuestra invencion todo lo que esta dentro del alcance y el espiritu

de estas reivindicaciones.
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Reivindicaciones:

1. Una cepa recombinante de Streptomyces fungicidicus que comprende uno o
mas genes modificados seleccionados del grupo que consiste en un marco de lectura abierta
aumentada-24 (orf24), un marco de lectura abierta disminuida-18 (orf18) y tanto una orf24
aumentada como una orfl8 disminuida; en donde se obtiene una produccion mejorada de
enduracidina con la cepa recombinante de Streptomyces fungicidicus en comparacion con la

obtenida con una cepa de control de Streptomyces fungicidicus.

2. La cepa recombinante de la reivindicacion 1, en donde el orfl8 disminuido

disminuye porque se ha anulado.

3. La cepa recombinante de la reivindicacién 2, en donde el orf18 disminuido se
ha anulado mediante un proceso seleccionado del grupo que consiste en una eliminacion en el
marco, una mutacién de cambio de marco, una mutuacion puntual y cualquier combinacion

de las mismas.

4. La cepa recombinante de la reivindicacion 3, en donde el orfl8 disminuida se

ha anulado mediante una eliminacion en el marco.

5. La cepa recombinante de la reivindicacién 4, en donde la eliminacion en el
marco es de los nucledtidos 5 a 660 de orf18 (SEC ID NO: 27).

6. La cepa recombinante de cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde el

orf24 aumentado esta unido operativamente a un promotor heterélogo.

7. La cepa recombinante de la reivindicacion 6, en donde el promotor heterdlogo

es un promotor constitutivo fuerte.

8. La cepa recombinante de la reivindicacion 7, en donde el promotor

constitutivo fuerte es ermE*p.
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9. La cepa recombinante de cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en donde el

ORF24 aumentado se aumenta porque se ha sobreexpresado.

10. La cepa recombinante de cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en donde el

Streptomyces fungicidicus es Streptomyces fungicidicus ATCC 21013.

11.  La cepa recombinante de cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en donde el
Streptomyces fungicidicus es Streptomyces fungicidicus ATCC PTA-122342.

12.  La cepa recombinante de cualquiera de las reivindicaciones 1-11; en donde la
produccion de enduracidina mediante la cepa recombinante es al menos 1.2 veces mayor que

la produccion de enduracidina por la Streptomyces fungicidicus de control.

13. La cepa recombinante de cualquiera de las reivindicaciones 12; en donde la
produccion de enduracidina mediante la cepa recombinante es al menos de 1.2 a 4.6 veces

mayor que la produccion de enduracidina por la Streptomyces fungicidicus de control.

14. La cepa recombinante de la reivindicacion 1, que es BM38-2.24/16 (N° de
depo6sito ATCC PTA-124006).

15. La cepa recombinante de la reivindicacion 1, que es BM38-2.18pfrd-AmR (N°
de depdsito ATCC PTA-124007).

16. Un método para producir enduracidina, que comprende cultivar la cepa
recombinante de Streptomyces fungicidicus de cualquiera de las reivindicaciones 1-15 bajo

condiciones suficientes para producir enduracidina.

17. El meétodo de la reivindicacion 16, que comprende ademas aislar la

enduracidina del medio de cultivo.

18. Un vector de interrupcion que comprende un marco de lectura abierta orf18
(SEC ID NO: 37) el cual ha sido anulado.
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19. El vector de interrupcion de la reivindicacion 18, en donde el orfl8 ha
sidoanulado mediante un proceso seleccionado del grupo que consiste en una eliminacion en
el marco, una mutacion de cambio de marco, una mutacion puntual y cualquier combinacion

de las mismas.

20.  El vector de interrupcion de la reivindicacion 19, en donde el orfl8 ha sido

anulado por una eliminacion en el marco.

21. El vector de interrupcion de la reivindicacion 20, en donde la eliminacién en el
marco es de los nucle6tidos 5 a 660 de orf18 (SEC ID NO: 27).

22. Un vector de expresion que comprende un marco de lectura abierta aumentada
orf24 (SEC ID NO: 38).

23.  El vector de expresion de la reivindicacion 22, en donde el orf24 aumentado

estd unido operativamente a un promotor heterélogo.

El vector de expresion de la reivindicacion 23, en donde el promotor heter6logo es un

promotor constitutivo fuerte.

25. El vector de expresién de la reivindicacion 24, en donde el promotor

constitutivo fuerte es ermE*p.

26.  El vector de expresion de la reivindicacion 22, en donde el vector de expresion
se selecciona del grupo que consiste de pXY152-endorf24 (SEC ID NO: 3), pXY152-
endorf24-camtsr (SEC ID NO: 20), y pXY152-endorf24-blatsr (SEQ ID NO: 23).

27. El vector de interrupcion de la reivindicacion 18, seleccionado del grupo que

consiste en pXY300-orfl18ifd (SEC ID NO: 8), pKS-T-orf18ifd (SEQ ID NO: 11), pKS-T-
orf18pfrd-AmR (SEQ ID NO: 14), y pKS-orf18ifd-T-AmR(NS)(SEQ ID NO: 19).
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COMPOSICIONES Y METODOS PARA LA PRIDUCCION INCREMENTADA DE
ENDURACIDINA EN UNA CEPA GENETICAMENTE MODIFICADA DE
STREPTOMYCES FUNGICIDICUS

RESUMEN DE LA DIVULGACION

Esta descripcion describe composiciones y métodos para mejorar la produccion de
enduracidina en cepas genéticamente modificadas de Streptomyces fungicidicus. En
particular, la presente descripcion describe la manipulacion genética de los genes reguladores
orf24 y orfl8 asociados con la agrupacion de genes de biosintesis de enduracidina
(enramicina) de Streptomyces fungicidicus para generar constructos de vectores y cepas

recombinantes que producen mayores rendimientos de enduracidina.
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LISTADO DE SECUENCIAS
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EN UNA CEPA GEN/ TICAMENTE MODIFICADA DE STREPTOMYCES FUNGICIDICUS

<130> 127789-236560-PO05SPCT

<150> 62/430, 838
<151>  2016-12-06

<150> 62/479, 087
<151> 2017-03-30

<160> 40
<170> PatentIn version 3.5

Q210> 1

211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador de Oligonucle - ido Sint EZ ico

<400> 1
ccaccacata tggaaataag ttcgctctcc a 31

Q210> 2

Q211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador de Oligonucle - ido Sint E€ ico

<400> 2
gtgtgtgaat tcctegttca cccggecaga tg 32

<210> 3
<211> 6210



212>
213>

ADN
<220>
<223>

<400> 3
gaattcgtaa

cacaacatac
ctcacattaa
ctgcattaat
gcttectege
cactcaaagg
tgagcaaaag
cataggctcc
aacccgacag
cctgttecga
gegetttete
ctggectete
cgtottgagt
aggattagca
tacggctaca
ggaaaaagag
tttgtttgea
ttttctacgg
agattatcaa

aaggggatga

tcatgtcata
gagccggaag
ttgegttgeg
gaatcggcca
tcactgactc
cggtaatacg
gccagcaaaa
gccccoctga
gactataaag
ccctgeeget
atagctcacg
tgcacgaacc
ccaacceggt
gagcgaggta
ctagaagaac
ttggtagctc
agcagcagat
ggtctgacge
aaaggatctt

taagtttatc

Secuencia Artificial

getgtttect
cataaagtgt
ctcactgcce
acgegeogees
gctgegeteg
gttatccaca
ggccaggaac
cgagcatcac
ataccaggeg
taccggatac
ctgtaggtat
cccegttcag
aagacacgac
tgtaggeggt
agtatttggt
ttgatccgge
tacgcgeaga
tcagtggaac
cacctagatc

accaccgact

Pl fEmido Sint B2 ico pXY152-endorf24

gtgtgaaatt
aaagcctggg
gctttccagt
agaggeggtt
gtcgttegge
gaatcaggeg
cgtaaaaagg
aaaaatcgac
tttcccectg
ctgtecogect
ctcagttcgg
cccgaccget
ttatcgecac
gctacagagt
atctgegcte
aaacaaacca
aaaaaaggat
gaaaactcac
cttttggtte

atttgcaaca

gttatcecget
gtgcctaatg
cgggaaacct
tgeogtattgg
tgcggegage
ataacgcagg
ccgegttget
gctcaagtca
gaagctecct
ttcotecctte
tgtaggtegt
gecgecttate
tggcagecage
tcttgaagtg
tgctgaagee
ccgetggtag
ctcaagaaga
gttaagggat
atgtgcaget

gtgcogttga

cacaattcca
agtgagctaa
gtcgtgccag
gegetettee
ggtatcagct
aaagaacatg
ggogttttte
gaggtggcega
cgtgegetet
gggaagegte
tcgctccaag
cggtaactat
cactggtaac
gtggectaac
agttaccttc
cggtggtttt
tcotttgate
tttggtcatg
ccatcagcaa

tcgtgetatg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

120

180

840

900

960

1020

1080

1140

1200



atcgactgat
agctcatcgg
gctectteeg
gtgctgeget
agecgttcga
tctggegect
cacaggcaga
cggtegeeccg
ccaacacgac
actgcaccat
getgtgageg
gtccagtcgg
tgggtcaact
aatgcgatge
ggaggegcaa
tcttcagetc
tccogeattt
tegteogege
ccagctaget
atgtacttca
gcaatcacgc
gcggaccacg
Ccaggecgags

tttcagcagg

gtcatcagceg
tcagecttcte
tagcgtecgg
gggteogega
tcectgecacg
gccaaatgta
gcagatcatc
tgtccatgaa
gctgeatett
tcttcaggat
ctttgeceottg
tcatgecttt
gggecgagat
cgctegecag
ggtegegety
gctgatgata
ggacggetga
gcaatgagat
agagtcgacc
ccagectecge
g6accceeeg
cccatcatga
atcgtggcat

ccgeccagge

gtggagtgca
aaccttgggg
cccctegaag
gggacgeteg
tcgcccgtta
aagcgoageg
tctgatccat
ctcgatggge
gcocgagttga
ggcaagttegg
goggacaggt
gcteoggttga
ccgttgatct
tcgattggct
attgotgeeg
tgctgacget
tcecgattgge
atgaaaaagc
tgcaggtcce
gaagtcgctc
gecegttttag
ccttgccaag
caccgaaccg

ggcccaggte

atgtcgtgca
ttaccceccgg
atgggccact
tcatgeccte
caccggacct
cccatccatt
tgcccctgee
aggtacttct
tggcaaaggt
tacgecgtcga
ggctcaagga
tccgeteccg
tcectgeatee
gagctcatga
caacacgtgg
caatgeecgtt
acggeggacg
ctgaactcac
cggggategg
ttcttgatgg
cggctaaaaa
ctegtectge
cgcecgtgege

gccattgatg

atacgaatgg
cggtgtgctg
tggactgate
gtggtoaggt
tggagttgte
tgcotttgeg
acctcactcg
ccteggegtg
tccctatggg
ttatctcgag
gaagagectt
cgacattgtg
gccagagecg
gcggagaacg
ageggategg
tggectcecga
gegaatggeg
cgcgacgtat
tettgecttg
agcgeatggg
agtcatgget
ttectettega
gegtogtegg

cgggecaget

cgaaaagccg
ctggtccaca
gaggcectge
ctggacgacg
tctgacacat
£Cagecgeegec
cctgcaagee
ggacacgatg
gtgccgagac
aatgaccact
cagaaggaag
gcgacagece
ggatgegaag
agatgacgtt
ggattgtctt
ctaacgaaaa
gagcagacgc
cgggecctgg
cteogteggtg
gacgtgcttg
ctgecectegg
tcttecgecag
tgagccagag

cgeggacgtg

1260

1320

1380

1440
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1560

1620

1680

1740

1800

1860
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1980

2040
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2160
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2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640



ctcatagtcc
caggctcatg
gtacaccttg
gcccteatet
caccgccagg
ttcacctatc
ttggcaaaat
gaccccgaag
agcgattcca
getgggttac
caaccctcag
gtagtgccce
atgacacaag
cgcgagegcs
aaggecgecce
catttcagcg
cgcatcctga
cgettetege
ggogtgacga
attcacctga
attctcgaca
tacggettcg

gtcgtcatca

acgacgeocg
CCEECCgecg
ataggtgggc
gttacgecgg
tgcgaataag
ctgeccogget
cctgtatate
cagggttatg
gacgtcccga
acgacgecce
cggatgecce
aactggggta
gggttgtgac
agaactcgag
accttcageg
daagcgecgee
acgaatgccg
gcctgaaggt
ttgtttccac
ttatgegget
cgaagaacct
agettgttte

acaagcttge

tgattttgta
ccgectttte
tgeccttect
cggtageegg
ggacagtgaa
gacgeecgttg
gtgcgaaaaa
cagcggaaaa
aggegtggcg
tctatggecce
ggggcttcac
acctttgagt
cggggtggac
cgcagcaage
cgaagtcgag
cacgtcggeg
Cgccgeecee
catggacgeg
tcaggaagge
cgacgegteg
tcagcgcgaa
ggagacgaag

gcactcgacc

gcectggecg
ctcaatcgcet
gettggotty
ccagectege
gaaggaacac
gatacaccaa
ggatggatat
gatccgtcga
cggetteecce
gtactgacgg
gttttcccag
tctctcagtt
acgtacgcgg
ccagcgacac
Gcgcgacgegs
ttegggaceg
ctcaacatga
attccgattg
gtctteegge
cacaaagaat
ttggecgest
gagatcacge

actcccctta

acggccagcea
cttegttegt
gtttcatcag
agagcaggat
ccgetegegg
ggaaagtcta
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cctgcaggea
gtgccggage
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gtcagaagcg
gegeggegtag
gtgecttacga
agcgtagege
gocecggttcag
cggagegece
tcattgtcta
tctcggaatt
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cttecgetgaa
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ccggaccctt

ggtaggecga
ctggaaggca
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gttttcggga
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2700

2760

2820
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3060
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3660

3720

3780
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cccgacgtaa
ccgggeagtc
gctgacgeceg
gaccoggeaa
gtgatctaca
cagegegace
gotgagtggt
Cgggegcaag
acttcgaage
gtcgaccegt
gacaagttcg
acgttggcge
daagagegece
gagctgtacg
cggaagcaac
cttgaagccg
gctgaccega
ttegteggec
ggaacgccca
gaagacgacg
gtggcaccge
ataagttcge
gaaatgetgg

cgggtcatecg

tecggtegty
aagccgccat
tgccgacceg
ccgttatgeg
agaagaagcc
cgatcacgct
atgagcttca
ccattetgte
gcgggeaaga
ccgcacctgg
ttgcggaacg
ttetgtggga
aacgggegaa
aagaccgege
aggcageget
CCgaagecce
ccggecctaa
tcttcgtaga
tcgagaagceg
cccaggacgg
gatgetgttg
tctccaccga
ccgeegeega

acggecatgea

gtggcgteag
tcaccecggge
gggcgagacg
aatccttcgg
ggacggcacg
ccggeeggte
gecgtegtty
cgccatggac
atcgatcaag
gecagcacgaa
catcttcaac
agecgeocga
ccttgttgeg
g8Cagegcece
gacgcteecgg
gaagcttcce
gtogtegteg
caagatcgtt
cgettecgate
cacggaagac
tgggcacaat
cggctecceg
caccgegett

ccggetgege

atcaagacgc
agcatcacgg
attgggaaga
gacccgegta
ccgaccacga
gagcttgatt
gacggeoaggg
aagctgtact
gactcttacc
ggcacgtgca
aagatcagge
cgcttoggcea
gagegogecg
tacgacggac
Ccagcaagggg
cttgaccaat
gggegegegt
gtcacgaagt
acgtgggcga
gtageggegt
cgtgecoggtt
cggatcgacg
ccaccgatca

gececgegatge

acaaacacct
ggctttgtaa
agaccgcttc
ttgegggett
agattgaggg
gcggaccgat
ggcgegecaa
gegagtgtegg
getgeegteg
acgtcagcat
acgccgaagg
agctcactga
acgccctgaa
ccgttggcag
Cggaagagcg
ggttccccga
cagtagacga
cgactacggg
agecgeogac
aggtgagtga
ggtaggatce
gggagagtce
tggtgcaccg

tgacgggeceg

tcccttcaag
gcgecatggac
aagcgectgg
cgecgetgag
ttaccgcatt
catcgagcce
ggggctttce
cgecgtcatg
ccggaaggte
ggcggeacte
cgacgaagag
ggcgectgag
cgeccttgaa
gaagcacttc
gettgecgaa
agacgccgac
caagcgegtg
caggggecag
cgacgacgac
agatctagac
acatatggaa
cgagcacgtg
ccgeaccggg

tacgacgatc
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4440
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geggtgaggt
atcgcgcacg
gccaccecate
acggtcgeeg
ggccgggaceg
atgatcgtce
ccggagaccg
CCECLECCEC
gCCgecgegc
gatccggege
acggtccgge
acggtggege
gaaagcaacg
<210> 4

<211> 38

<212> ADN

<213>

<220>
<223>

<400> 4

tcttegacgg
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catcacatct

Cebador de Oligonucle -

caccgaggag
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ggaccggatg
Cgacgoogee
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£8agcgcgec
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cgagaacgga
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ctecctgegee

ggeogggtga

Secuencia Artificial

gacgcctteg
gaccgoegec
atcgcctegg
£CCgccgegs
gtgagegagg
cgccaggteg
atgctcecgeg
gCggaccgee
ccecgeegteg
cgegacctge
atcgaaageg

gacaaatggt

ttattgaagc ttgccgggge cgacgeggeg ggeggect

<210> 5

211> 34
<212> ADN
213>

<220>
<223>

Cebador de Oligonucle -

Secuencia Artificial

tcotegeegt
£886CECCEe
tggtcggcac
Cggeggagce
gcocgecagact
CCCECECCEs
gtgaggacce
£88CgLgagce
tgatgaageg
tgeoggettet
tgccgecgea

ccgagatcge

ido Sint B ico

ido Sint B2 ico

gaagtcgaac
gcgcatcatg
ctccgecagg
cacccgcatc
ggeccacgac
cgggatcteg
getgoccgog
ggccggeaag
gotgagggee
ggatatccac
ccgtotggag

gtcacgcatc

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940
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6060

6120

6180

6210

38



<400> 5
gttgttttaa ttaaacacca ggcctcctgg ggtg

<210> 6

211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador de Oligonucle - ido Sint B€ ico

<400> 6
tttatattaa ttaatgaccc ttccgtccecg cccecgat

Q10> 7

211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador de Oligonucle - ido Sint EZ ico

<400> 7
tttggtgeta gotggtegtg gogetgttce

210> 8

<211> 10670

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Pl fE mido Sint & ico pXY300-orf18ifd

<400> 8
ccgeggetec tgeccgeocga acgegtegte gtegacggee tggtgetcat cgacgagecac

ccggagecag gtgaaaageg ccggeggacg cteggactgg gegegggatt ccagcagtaa
cccaggteccg ccggecacct cacggecagge agaccctegg ctttegegee gggaccgeca
tgagaccgcc acccggatgt coggggtgge ggtotcatgg cggtecctca geggecctac

gecgaccgetg tgtcgacgeg gaggecagtet ccggggagee ggecccaggg ctggagtace

34

38

30

60

120

180

240

300



ggggegaget
ttgacgtcga
atcgcctect
gecctegttgg
aacctcatct
tccaggacgt
aggccgtacg
gcgatgtatc
tcgteggtga
cggttcaggt
cggtacttct
tcgeccaggt
gccagetcca
tagecgggect
tcggtgeegt
gtgtagecge
geotgggegt
cagcoggage
tcgtegegea
tgcaagaccg
tcgaagtggc
tcggoggega

caggtgtgga

tgcccttgea
cggtgaccgg
tctteggetg
cctteceggeg
ggtcagegte
ccttgeccca
tcteggegac
ggtaccagat
tctectecte
tctgegacceg
cgacgaacgg
cgageggtce
ggccgatctt
gcttgeccge
ggcccttgee
ccgeggatte
ccgggacgag
cccagecgaa
tcgtgegeoac
cgaccaggcc
gcaacgtgtt
gectgecacgtt

cgttgttgca

geggegeeoac
ctteggette
acgcactcgg
cgectegegg
aaggtcgcce
€accaggece
cttgatgagg
gtaggocggg
ggtgoggacg
gtagtgettg
gccggegecga
catgcggteg
ggcgacgecg
atcgccgtca
ctcacaggag
gacccoggeg
cacctecgegg
ggtgtecteg
£Cgecgecce
gtgccgeatt
cgtgccaagg
cgageccegt

geggcacgtg

acggecgacg
aggegettce
tcgagcgaag
aaagcagctt
g8Cgcgecce
caggactcga
tcgaggtecga
atgaccgcga
tcetgetgga
cggacctgga
cgaagecgcet
tcgecgegac
ccocttggtet
geggegteog
caaccgggec
gcccaggete
gtgacccaga
aaggcccget
gacgagecgt
ccettgegga
tgcageccgt
acggccagga

ttgccccacg

cggcgeocees
gaaggetgat
cggecagete
cctecctegga
gegetteegg
Cgagcogecg
ggcgacgtce
tggegaccag
tgeccgagttc
agacgccgaa
gcagetcgge
cggecttgaa
tgtegecgte
cgecgttgag
ggtcgoacgt
cggegagtge
gegtgtgcca
cgtagceogat
acgecgccctt
cggtgecgaa
acccggegte
tgeoggeteat

tcgectegee

cgggggagte
cgtcgggege
cteccgtgegg
catgacctcg
g80geeceee
gacgeccggt
ggcgacgecge
gcecteggtg
cttgatcage
ctecgegeteg
g8CCECCECE
gttetgtecg
cttgtagagg
tgggcgcacg
ctcgetgacg
gtcgeggaac
gtgcaggtgc
gatcccgaag
ccagecgteg
cgeccatgege
cgcgagaccg
gecaccacggg

cggettecac

360

420

480

540

600

660

120

180

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680



atcagctcge
caccgtetgg
tgtecgeggea
ggacggagat
tgctacgetg
gcagtagatt
cggtocggeg
aaacgtccte
gggctegtac
agcgtccgag
gcagecgegat
tggaaaccga
cgaacagcaa
ccgecttgag
gaccggagag
ggtccgegat
gcgacgtgeg
cgtccccacg
cgaatgtett
£€0ggaccegyg
tgtcgetgece
cgacgtecte
tccgetgeac

taccggetgce

ggtccggcag

tgcecggtcce
ccetegtttg
ttteccttac
cgtgactggt
ttggggcgct
gggegegety
actcggcatg
catttetggg
gaacagaggc
tccgagggaa
ggcggaagac
ggccagecga
cgtcatcage
aacgacggga
getggtgate
tactatcgeg
ccggetegeg
ggccttecge
tatgttctgce
gtagacctcg
gatcaacgtt
cgogggateg

tgtgttcagt

tgagcecgggt
gecgggogaa
gggtagaacc
tactaaagcc
ccgcaatgag
tcceggggat
gtgtcgacge
ctgegoeoggt
tcotgttgat
gcttateggt
acggaaacgt
gcctoctega
tccggattgt
tgcataccge
agggagaaga
tcactgtcga
ccgatgttce
atatcgccga
tcccccttga
cgecogoaca
atgaactcca
gtotttatgt
gacggatttg

gacgecgatte

CCCgCagece
ccgetegteg
cgttecagtt
cgegtocgga
acgctttgeg
gtggacgatc
getgttetet
teggeggoge
catcactgac
tggocgegag
tgagagactc
acaggtcgga
cccogagtte
tgtcccgaat
cgtaacctceg
ccaggatgat
cgacgatctt
acctggeegg
acaactggtt
gatccagcaa
CCCCEECeEe
tggatcgega
cgatggtgte

ctgggegtete

ttgaacgcct
cggegggtee
acagegctet
ttacccgetg
cgetttegge
ggggtgcoge
cgtacgecte
cgagcoggga
gaatcgaggt
attcctgteg
ggtetggcte
aggeeccaccee
cttcacggaa
gaaggogatg
getggeoctt
ccccgacget
cacccegteg
gcgaggeaceg
gacgatcgag
ctcagatgga
gatgetgtge
cggettggte
caactcagtc

acaccctacg

cgttcagecga
tccecgeeccge
gacctgcagt
tagtcgtget
aggcgtecga
agtggcactt
gtcacagage
ggccaatcce
cgaggaaccg
atcctectegt
atcatgggga
ttttegetge
atgtcgccat
gcctectege
tggagacgce
ccgagegega
agaacgacga
cgggegatgc
gagtcgatga
aaaggactgc
atgaggggct
acatcgatga
atggtecgtce

cgacgatgge

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120



ggatggetec
ctcccegete
gtacaatctg
acgegecctg
ccgggagetg
gcctegtgat
caggtggcac
attcaaatat
aaaggaagag
tttgecttce
agttggegtge
gttttegece
cggtattatc
agaatgactt
taagagaatt
tgacaacgat
taactcgecct
acaccacgat
ttactctagc
cacttetgeg
agegtgggte
tagttatcta

agataggtge

cctgaccgge
ttcccogtce
ctetgatgee
acgggettgt
catgtgtcag
acgecctattt
ttttcgggga
gtatccgcte
tatgagtatt
tgtttttget
acgagtgggt
cgaagaacgt
ccgtattgac
ggttgagtac
atgcagtgct
cggaggaccg
tgatcgttgg
gcctgtagea
ttcccggecaa
cteggecctt
tcgeggtate

cacgacggss

ctcactgatt

aatcaccaac
gggacccgceg
gcatagttaa
ctgeteeccgg
aggttttcac
ttataggtta
aatgtgegeg
atgagacaat
caacatttcc
cacccagaaa
tacatcgaac
tttccaatga
gecgggcaag
tcaccagtca
gccataacca
aaggagctaa
gaaccggage
atggcaacaa
caattaatag
ccggetgget
attgcagcac
agtcaggcaa

aagcattggt

gcaagggeaa

cggtegatce
gccagecceg
catccgectta
cgtcatcacc
atgtcatgat
gaacccctat
aaccctgata
gtgtegeecct
cgetggtgaa
tggatctcaa
tgagcacttt
agcaactcgg
cagaaaagca
tgagtgataa
ccgotttttt
tgaatgaagc
cgttgecgecaa
actggatgga
ggtttattge
tgggegccaga
ctatggatga

aactgtcaga

gteogtegete
ccgcatatgg
acacccgeca
cagacaagct
gaaacgegeg
aataatggtt
ttgtttattt
aatgcttcaa
tattccettt
agtaaaagat
cagcggtaag
taaagttctg
tcgeccgecata
tcttacggat
cactgeggce
gcacaacatg
cataccaaac
actattaact
ggcggataaa
tgataaatct
tggtaagcce
acgaaataga

ccaagtttac

tctggcaaag
tgcactctca
acacccgctg
gtgaccgtct
agacgaaagg
tcttagacgt
ttctaaatac
taatattgaa
tttgeggeat
gctgaagatc
atccttgaga
ctatgtggceg
cactattctc
ggcatgacag
aacttacttc
geggatcatg
gacgagegtg
ggcgaactac
gttgcaggac
ggageeggtg
tccegtateg
cagatcgetg

tcatatatac

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500



tttagattga
ataatctcat
tagaaaagat
aaacaaaaaa
tttttccgaa
agccgtagtt
taatcctgtt
caagacgata
agcccagett
aaagecgocac
gaacaggaga
tcgggtttcg
gcctatggaa
ttgctcacat
ttgagtgage
aggaagcgga
aatgcagctg
atgtgagtta
tgttgtgteg
acgccaagct
acgccgacga
ccgaagtgga
ggcageacecg

tgcacggecg

tttaaaactt
gaccaaaatc
caaaggatct
accaccgcta
ggtaactgge
aggccaccac
accagtgget
gttaccggat
ggagcgaacg
gcttcccgaa
gcgcacgagg
ccacctctga
aaacgccagc
gttetttect
tgataccgct
agagecgecca
gcacgacagg
gctcactcat
aattgtgage
tgccgggegce
tgtcecgegee
tgcgegggac
aacgecggta

aggegeogee

catttttaat
ccttaacgtg
tcttgagatc
ccageggteg
ttcagcagag
ttcaagaact
getgeccagtg
aaggcgoage
acctacaccg
gggagaaageg
gagcttccag
cttgagcgte
aacgecggect
gegttatcce
cgecgeagec
atacgcaaac
tttccecgact
taggcaccce
ggataacaat
£acgegecss
ggcctegece
gecgtggeog
gteggagege

ccggatctgg

ttaaaaggat
agttttegtt
ctttttttet
tttgtttgee
cgcagatacc
ctgtagcacc
gcgataagtc
ggtoggegote
aactgagata
cggacaggta
ggggaaacgc
gatttttgtg
ttttacggtt
ctgattectgt
gaacgaccga
cgcecteotece
ggaaagcges
aggctttaca
ttcacacagg
gcggeotegt
atgagcccca
gccaccgege
gCgagogegc

acgtcgagga

ctaggtgaag
ccactgagceg
gcgegtaate
ggatcaagag
aaatactgtc
gcctacatac
gtgtcttace
aacggggggt
cctacagegt
tccggtaage
ctggtatctt
atgctcgtca
cctggeottt
ggataaccgt
gogoagegag
cgegegttgg
cagtgagcge
ctttatgett
aaacagctat
ccatcgggac
gcagectcgee
ggaacacctt
cggcccagga

aggecgeegt

atcctttttg
tcagaccccg
tgotgettge
ctaccaactc
cttctagtgt
ctcgetetge
gegttggact
tcgtgcacac
gagctatgag
ggcagggteg
tatagtcctg
gggegecegea
tgotggectt
attaccgcct
tcagtgagceg
ccgattcatt
aacgcaatta
ccggetegta
gaccatgatt
gcgecagteg
ggtgecgacg
cgecgaggceg
gtcgaagage

gatgteggceg

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940



aggeggtega
tcgtacgtac
gcgaaaccga
acgtaggaga
accggetget
ttgagegega
ggctggageg
ccctegegea
ggegtgtgeg
tecgttettga
ctcacaccgg
g8cgegeecce
Cggggeccce
ggegotggeg
cctececgeege
atcgaggteg
geggeggtog
ccggeeggac
ctggageegg
ggegegetgg
agttcgcact
gecctegtgga

gegtggtecg

geaggtcggc
gggacgggec

tcageggget

cgtcctecgg
cgacgaccgg
cgacgatgtc
tgatcteggt
ccttgeggta
gcaccggcte
cggeggtegeg
ccagtectcge
cggtgcagga
ttccgecttaa
gaatggacga
ccttcoggge
agacggtgce
tcgacggega
acgacgectg
agatggeggo
Ccggcgegegg
acttcggegg
cgeecgegtga

atctgetgge

ccagagctceg
gccctegacg
ggacccgage
ggtcaggteg
gccgatgeeg
gctgaagtag
gaccagctcg
ctccggeagt
gegeeoggeac
ggtegegeta
acgacccgte
tccggacage
tcttcececgge
accgaaggag
cgetgtegag
cgcgeogaaa
ggaggatetg

g6ggeLgace

ggatccgetg

cctgtegtac

gectgtecgeg

gggtetggec

gcaggtegeg

gegtegeegt
aggtaactcg
tcacgggtca
cgcagecggg
ggcttgatgt
atcgececgegt
ggccgeatge
£agCegccecgys
gccttgagga
ggegtetgge
CECCECCCeg
gCCgLECLECc
atggotgege
g8cggeeees
gcgetgeaga
cggetegece
gCCgacgece
ttcegtotgg
ctgcecggacg
ggcgagecga
CEECCCgeey
ggggttcogg

gggctgecge

acatcatcge
caagggtgaa
gcatgeceogat
cgaggtcgge
cgaggteogat
cgacgtggtg
aggagtcgag
cctgecogeat
aggctgatte
cctteggget
gacccoaggg
gegggtgtee
ctcagggacg
atccecgggea
gcgecogget
cgtacgegea
ggctggtget
tgacgetggt
tgtgctggte
goggcacggt
cctcccagat
acacggocge

cggeeogetee

cttggegttc
CgLELCLCCC
geccteggte
gegggtecego
gcocgatggee
geggegeace
catcccgatg
gaaccacacc
ccggacgegce
cgtgttggca
gegteoggeg
cteccectgege
actgtcggac
cggaggtecg
gegeccgeoag
cgegetggag
gctgtgegac
gegegecgag
ctggetgace
gacgecgeece
cgagatccgt
ccatctggte

£€88£acgcg

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

1020

1080

1140

1200

1260

1320



tcegtggtga
gtcccgacga
cgacgcagac
ttgttactca
ctgtgacctt
ccccaggagg
ccgatcegee
€CCaccgece
ttgacaggtg
cgctectecg
ccgcgaggec
cttecgeggece
cggccagegc
cccegtggee
gctgcacgee
cctettegac
gatggtegag
cacccgtecg
cgatctgegg
gcaggagttc
ccgcacctcce
gtgggagacc
Cgacgecgecs

gctcaacggg

cgetgecgea
ccggecotect
cgaaaccgtt
tcacttegtg
gaaagcacgg
cctggtgttt
cgeccacgge
cccgteacgg
accgacgece
gacgacggcg
attccgecceg
ggcagegeac
gcctaccteg
tgcccogace
gccacccagg
accgagetgg
aacgtgeteg
ctgccogage
gacgccotgg
gacgcgatcg
ggcatgcaca
cgcgaccgga
atcgtggagg

ttcgggcage

gcggageees
gcatctectcet
cgatcttcga
atcattegtt
ttecgtcecge
aattaatgac
caagcgaaca
agcacaaccg
acgacaccgc
gatcttetgt
tgatagegga
ccgtegeegt
tccagetgeg
tgtcecgecct
acctgecctg
ccggecgect
gettegtect
cctggetgeg
agaaggagct
ccteggecce
aggtgogeeg
tcgceceggeg
ccgegetege

gggtggggcg

ccgoagtege
ttgtcgatac
atgatcgatc
aaaggacacc
cttcacccce
ccttecegtce
cgttetttea
tcgacgggcg
agcagacagt
tacggaggcg
Cgaggocgee
ggacgecgag
ccgegagggt
Cggcgagece
tctgegegag
tgcegggttc
ggagaagggc
gtacgeecgcee
ggaccgecag
gccgecgegag
gegeogecag
ccgtgacgte
gctgeoegee

gcgecagetg

gctgagecte
ggccacttte
gtgegteocga
aggtttgctg
acgageogece
cgccccocgat
ctettetgac
ccttegegge
tcactgegea
ccgaccccct
ctecgecgagg
cgecgecteeg
gegggtaceg
ctgtceggeg
ataggcatgg
cccecgegteg
cactcecgeeg
ctcgacgtcg
ggcaagetgg
ccccgoaagg
atggegeteg
tceccceggea

aacctgcacg

gagcagtggc

cogetgogge
ggaagegtte
attgcccgga
ccgaagacga
ccgtececgea
ccgeeecgtee
cggaatacga
acggataccc
ccaccggagg
tgctggaace
cggtegecge
ggtaccgcta
cgetgatcga
tcgagtgggt
tgecctecceg
ggcteggege
tcgactggtc
aactgetggt
actgggccceg
acccctggeg
tgcgggaget
aggtgcttte

ccatggeccge

aggeggeegt

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760



Cgaccgegcg
ccctecegecg
ggcccgeece
caccccggac
cgocgegecs
getggtggce
tggaggaaca
gtctcccagt
aggtcctegg
tttacgatca
acggtgaacg
cggatgaact
ggogocecaca
gtggtcacce
cctgcaggte
gcgaagtecge
cggeogtttt
gaccttgecca
atcaccgaac
geggeccagg
cgtgattttg
cgeecgecttt

gctgeectte

aaggecgetga
ccgegogect
ggggtegeog
acggtgcgea
ctgacggege
gcgetggeta
ggaagacgat
gegogocgaa
agggcatgta
ccaccgtege
cgttggegee
gcaggaagac
ggctgtcegaa
cggggaccag
ccecggggate
tcttettgat
agcggctaaa
agctcgtecct
cgecgeogtge
tcgecattga
tagcccotgge
tcctcaatceg

ctggttggct

goegaggecca
gggcggacaa
aactcgecga
gegtotegote
acggggoacg
cttegtecgee
caaggtggge
ggggoocttg
gaggaageee
gatcgecogge
gtccaggege
gtagatcgag
catgccgaag
cgeggeeage
ggtettgect
ggagegeatg
aaagtcatgg
gettecteotte
gegggtegte
tgegggccag
cgacggccag
ctettegtte

tggtttcate

gctgecgeag
ggaccoegtt
gecggetgaac
ggagccgecg
cgegtggeag
ccccgeatga
aggatgacca
aagcggaaca
atgtagaagt
ttgagcageg
gccgeotegt
acgatgtccg
ctgttgacga
aggaacagcg
tgctegtegg
gggacgtget
ctectgeecte
gatcttegee
ggtgagecag
ctcgeggacg
caggtaggcc

gtctggaagg

agccatccge

cccggecage
gCCECLLCee
atgcecgeegg
gggoccgaceg
gtcgaccagg
acccgttgta
g8accgegec
gggacgtoga
cgttgtagac
ggaagatcac
ccagggagac
tgeccatgta
tctggaaggt
ccacgaccag
tgatgtactt
tggcaatcac
gggcggacca
agcagggoga
agtttcagca
tgctcatagt
gacaggctca
cagtacacct

ttgecccteat

cggtgacegg
gectgtegge
agaacctgat
ageggteegt
tcactccegt
gatgaagcge
cgecgagate
gatgacccce
gttgatccce
cttgcggtag
ggggatggag
gagggegate
cgccacctgg
ctagcgaatt
caccagctcc
gCgcacccce
cgcccatcat
ggatcgtgge
ggecgoocag
ccacgacgec
tgcecggecge
tgataggtgg

ctgttacgce

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900

9960

10020

10080

10140



ggcggtagee ggocagectc gecagagcagg attcccgttg agcaccgeca
agggacagtg aagaaggaac acccgetcge gggtgggect acttcaccta
ctgacgecgt tggatacacc aaggaaagtc tacacgaacc ctttggcaaa
tcgtgecgaaa aaggatggat ataccgaaaa aatcgctata atgaccccga
tgcagcggaa aagatccgtc gacctgcage ccgggggate ccegggtace
tggggotegg ggecgeeggt gagetggtag acgaaggege ccgagtcetcee
gegtgecact cgtggtgegg gtacttcegg cgcaacgtge tgtegteocat
atggcagagg cggagacgcc gttccgegec tttegteggg geccgtaggg

tettgtegcgg ggtggeeeee cgecggcgga ceeggtgege ceggegtoge

<210>
<2115
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

9

40

ADN

Secuencia Artificial

Cebador de Oligonucle - ido Sint B2 ico

9

agcacagcta gettctagaa gecttcattca aaggccggea

<210>
<2115
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

10
43
ADN
Secuencia Artificial

Cebador de Oligonucle - ido Sint B2 ico

10

gccagtgaat toctgcagetc gagcagagca ggattcccgt tga

<210>
211>
<212>
213>

1

73

ADN

Secuencia Artificial

ggtgcgaata
tcetgecegg
atcctgtata
agcagggtta
gagcteggge
ttcgttcact

gggeggceatce

tttcggacat

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10670

40

43



<220>

<223> Pl JyEmido Sint B ico pKS-T-orf18pfrd

<400> 11

gtggcacttt tcggggaaat gtgegeggaa

caaatatgta
ggaagagtat
geccttoctgt
tgggtgcacg
ttcgececga
tattatcccg
atgacttggt
gagaattatg
caacgatcgg
ctcgecttga
ccacgatgce
ctctagettc
ttetgegete
gtgggtetog
ttatctacac
taggtgccte
agattgattt
atctcatgac
aaaagatcaa

Caaaaaaacc

tccgetecatg
gagtattcaa
ttttgectcac
agtgggttac
agaacgtttt
tattgacgcce
tgagtactca
cagtgetgce
aggaccgaag
tcgttgggaa
tgtagcaatg
ccggcaacaa
ggccctteeg
cggtatcatt
gacggggagt
actgattaag
aaaacttcat
caaaatccct
aggatcttet

accgctacca

agacaataac
catttccgtg
ccagaaacgc
atcgaactgg
ccaatgatga
gggcaagage
ccagtcacag
ataaccatga
gagctaaccg
ccggagetga
gcaacaacgt
ttaatagact
gotggetggt
gcagcactgg
caggcaacta
cattggtaac
ttttaattta
taacgtgagt
tgagatcctt

geggtggttt

ccecctatttg
cctgataaat
tcgeccttat
tggtgaaagt
atctcaacag
gcacttttaa
aactcggtcg
aaaagcatct
gtgataacac
cttttttgca
atgaagccat
tgcgcaaact
ggatggagge
ttattgetga
ggocagatgg
tggatgaacg
tgtcagacca
aaaggatcta
tttcgttcca
tttttetgeg

gtttgeccgga

tttattttte
gcttcaataa
tcootttttt
aaaagatgcet
cggtaagatc
agttctgcta
ccgcatacac
tacggatggce
tgcggecaac
caacatgggg
accaaacgac
attaactgge
ggataaagtt
taaatctgga
taagccctce
aaatagacag
agtttactca
ggtgaagatc
ctgagcgtca
cgtaatctge

tcaagagcta

taaatacatt
tattgaaaaa
geggeatttt
gaagatcagt
cttgagagtt
tgtggcgege
tattctcaga
atgacagtaa
ttacttctga
gatcatgtaa
gagcgtgaca
gaactactta
gcaggaccac
gecggtgage
cgtatcgtag
atcgctgaga
tatatacttt
ctttttgata
gaccccgtag
tgettgcaaa

ccaactcttt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

120

180

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260



ttccgaaggt
cgtagttagg
tcetgttace
gacgatagtt
ccagcttgga
gcgeccacget
caggagagcg
ggtttcgeca
tatggaaaaa
ctcacatgtt
agtgagctga
aagcggaaga
gcagctggcea
tgagttagct
tgtgtggaat
CCaagegege
agcagagcag
cacccgetcg
caaggaaagt
tataccgaaa
cacggtaact
gaaaatgccg
CgEgLgacgcec

ctcgeeggtg

aactggettc
ccaccactte
agtggetget
accggataag
gcgaacgacce
tcccgaaggg
cacgaggeag
cctetgactt
cgccagcaac
ctttecctgeg
taccgctecge
gcgeccaata
cgacaggttt
cactcattag
tgtgagegga
aattaaccct
gattccegtt
cgggtgggce
ctacacgaac
aaatcgctat
gatgcogtat
gecectttgaat
cagtcgacge

ccgacgecga

agcagagegce
aagaactctg
gecagtggceg
gcgecageggt
tacaccgaac
agaaaggcge
cttccagggg
gagcgtcgat
geggeotttt
ttatcccctg
cgcagocgaa
cgcaaaccge
cccgactgga
gecaccocagg
taacaatttc
cactaaaggg
gagcaccgcec
tacttcacct
cctttggcaa
aatgaccccg
ttgcagtacc
gaagcttgee
cgacgatgtc

agtggatgeg

agataccaaa
tagcaccgce
ataagtcgtg
cgggetgaac
tgagatacct
acaggtatcc
gaaacgectg
ttttgtgatg
tacggttcct
attctgtgga
cgaccgageg
ctctecececcge
aagegggeag
ctttacactt
acacaggaaa
aacaaaagct
aggtgcgaat
atcctgcceg
aatcctgtat
aagcagggtt
agcgtacgge
ggggeogace
CECECCEECC

Ccgggacecce

tactgtectt
tacatacctc
tcttaccggg
geggegttcg
acagcgtgag
ggtaagegge
gtatctttat
ctcgtcaggg
ggocttttee
taaccgtatt
cagcgagtca
gegttggeceg
tgagcgcaac
tatgecttccg
cagctatgac
gggtaccgegg
aagggacagt
gctgacgeceg
atcgtgcgaa
atgcagcgga
ccacagaatg
cggcgeecee
tcgecccatga

tggeecggeca

ctagtgtage
gctetgetaa
ttggactcaa
tgcacacage
ctatgagaaa
agggtcggaa
agtcctgtceg
g88CEgLagce
tggecttttg
accgectttg
gtgagegagg
attcattaat
gcaattaatg
gctegtatgt
catgattacg
cccceccteg
gaagaaggaa
ttggatacac
aaaggatgga
aaatgcagct
atgtcacgct
cctegtecat
gecccageag

ccgegeggaa

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700



caccttegee
ccaggagtcg
cgeocgtgatg
catcgecttg
ggtgaacgeg
gccgatggece
gteggegeeg
gtcgatgecg
gtggtggceg
gtcgagecate
ccgecatgaac
tgattcccgg
cgggctegte
ccaggggegt
gtgtccctce
gggacgactg
cgggeoacgga
ccggotgoeg
cgegeacgeg
ggtgetgctg
getggtgege
ctggtectgg

cacggtgacg

gaggeggeca
aagagctgca
tcggegaggc
gegttotegt
gegeeegega
tcggtgacgt
gtgcgecaccg
atggeccttga
cgcaccgget
ccgatgecct
cacaccggeg
acggegtegt
ttggcactca
ccgegegeece
ctgegoegge
teggacggeg
ggtgegecte
ccgecagatceg
ctggaggege
tgcgaccegg
geogagetgg
ctgaccggeg

cgggegagtt

gcaccgaacg
Cggccgagec
ggtegageag
acgtacggga
aaccgatcag
aggagacgtc
getgetegac
gegggacgac
geagggtgat
cgegecacctt
tgtgecggcac
tcttgacggg
caccggecag
gggeogeggt
ggccogttce
ctggeggaat
cgccgeeoctt
aggtggagac
cggtogtecga
ccggacacga
agccggagat
cgetggegge

cgcactactt

ccggtagtceg
£CCEECcecge
gtcggcccag
CEEECCECCC
cggggtggac
ctccggggte
£accggecceg
gatgtcgetg
ctecggtgace
geggtactce
cggctogege
gtegggegte
tctcgecacga
gcaggatccg
gcttaatctt
ggacgaaccg
ccgggoeget
ggtgecegeg
cggcgageag
cgectggoegg
ggoggeggat
gegeggeotg

cggegggetg

gaggegeeoga
atctggacgt
agctcggegt
tcgacgaggt
ccgagctcac
aggtcgcgea
atgcecgggct
aagtagatcg
agctecgggce
ggcagtgage
cggcacgect
geggtaggeg
cccgtecgee
gacagogecg
cccggeatgg
daaggagegcg
gtecgaggege
ccgaaacgge
gatctggccg
gggaccttce
ccgetgetge
tcgtacggeg

tccgegegge

gegegeogee
cgaggaaggc
cgecgtacat
aactcgcaag
gggtcagcat
gecggegogag
tgatgtcgag
ccgegtegac
gcatgcagga
geececggectg
tgaggaaggce
tctggecctt
geeeoeggace
g86gececee
ctgeggetca
geggggatec
tgcagagcge
tcgcccegta
acggeecgget
gtetggtgac
cggacgtgte
agccgagegg

ccgeegecte

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080



ccagatcgag
ggeccgeccat
cgetocggeg
agcctecccge
actttcggaa
gtccgaattg
ttgetgecga
gececggeeegt
cccgatecge
tctgaccgga
cgcggeoacgg
tgcgecaccac
cccecttget
ccgaggeggt
ccteccgggta
gtaccgeget
ccggegtega
gcatggtgce
gegtegggot
ccgeegtega
acgtcgaact
agctggactg
gcaaggacce

cggtggtece

atccgtgect
ctggtogegt
gacgecgtceg
tgeggegtoe
gegttgegac
cccggattgt
agacgactgt
€CCgCaccee
ccgtececga
atacgaccca
atacccttga
cggaggegot
ggaaccccge
cgccgoctte
ccgetacgge
gatcgaccce
gtgggtecty
ctccegecte
cggegegatg
ctggtccace
gctggteogat
ggcccggeag
ctggegecge

ggagetgtegg

cgtggacgcc
ggtccgatet
tggtgacget
cgacgaccgg
gcagaccgaa
tactcatcac
gaccttgaaa
aggaggeotg
tccgeceogee
CCEECLCCeg
caggtgaccg
cctccggacg
gagggcattc
gcgeccgegca
cagcgcgect
gtggeetgee
cacgeogeca
ttcgacaccg
gtcgagaacg
cgtcocgetge
ctgegggacg
gagttcgacg
acctccggea

gagacccgeg

gegtgagget
getggogeag
gcecgeagegg
cctcetgeat
accgttcgat
ttcgtgatca
gcacggtteg
gtgtttaatt
cacggccaag
tcacggagca
acgcccacga
acggcggatc
cgeeccgtgat
gcggaccegt
acctcgtcca
ccgacctgte
cccaggacct
agetggeogg
tgoteggett
ccgagecctg
ccctggagaa
cgatcgecte
tgcacaaggt

accggatcge

ctgggceggee
gtegeggege
aggeeeccec
ctectetttgt
cttcgaatga
ttcgttaaag
tcccgectte
aatgaccctt
cgaacacgtt
caaccgtcga
caccgoagca
ttctgttacg
agcggacgag
cgecgtggac
gctgegeege
cgccctegge
geoctgtetg
ccgecttgee
cgtcctggag
gctgeggtac
ggagetggac
g8CCCogecg
gCgCcgeees

ccggegeegt

ttccggacac
tgcecgeegge
agtcgegetg
cgatacggce
tcgatcgtge
gacaccaggt
acccccacga
ccgteeecgee
ctttcactct
cgggegectt
gacagttcac
gaggecgecga
gcecgeecteg
gecgagegeg
gagggtgegg
gaggegetgt
cgcgagatag
gggttcceccee
aagggccact
gccgeccteg
cgccagggea
CCggagecce
cgccagatgg

gacgtctecce

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520



ccggcaaggt
tgcacgeccat
agtggcagge
gccageeggt
cggecegget
cgccggagaa
ccgacgageg
accaggtcac
gttgtagatg
CgCLOCCgce
cgtcgagatg
gtagacgttg
gatcaccttg
ggagacgegs
catgtagagg
gaaggtcgec
gaccagctag
tcgtattacg
gttacccaac
gaggoccgea
taagcgttaa
accaatagge

tgagtgttgt

gcttteccgac
ggccgogete
ggccgtegac
gaccggecct
gteggeggce
cctgatcacc
gtcegtegee
tccegtgetg
aagcgetgga
gagatcgtct
acccccaggt
atccccttta
cggtagacgg
atggagcgga
gegateggeg
acctgggtgg
ttctagagcg
cgegeteact
ttaatcgecct
ccgatecgece
tattttgtta
cgaaatcgge

tccagtttgg

geggogateg
aacgggttcg
cgcgogaagg
CCECCEOCEC
cgecgegeeee
ccggacacgg
geggegeotga
gtggecogege
ggaacaggaa
cccagtgege
ccteggageg
cgatcaccac
tgaacgegtt
tgaactgcag
cccacaggcet
tcaccceggg
gecgeoaceg
ggcogtegtt
tgcagcacat
ttcccaacag
aaattcgegt
aaaatccctt

aacaagagtc

tggaggeege
ggcagegegt
cgetgagega
gegoctggge
tcgecgaact
tgcgeagggt
cggeogeoacgg
tggctacttc
gacgatcaag
gccgaagess
catgtagagg
cgtecgegatce
ggegeegtee
gaagacgtag
gtcgaacatg
gaccagcgeg
cggtggaget
ttacaacgtc
cccccttteg
ttgegecagee
taaatttttg
ataaatcaaa

cactattaaa

getegegetg
£888CLgLCEC
ggcccagetg
ggacaaggac
cgccgagegg
ctgetgggag
£g8cacgcece
gtcgeeccce
gtgggcagga
cccttgaage
aaggggatgt
geoggettga
agecgeecce
atcgagacga
ccgaagetgt
gccagoagga
ccaattcgee
gtgactggga
ccagetggeg
tgaatggega
ttaaatcage
agaatagacc

gaacgtggac

cccgecaace
cagctggage
ccgeageccg
ccegttgecg
ctgaacatge
CGgccgeeec
tggcaggtog
gcatgaacce
tgaccaggac
ggaacaggga
agaagtcgtt
gcagegggaa
cctegtccag
tgtcegtgce
tgacgatctg
acagecgcecac
ctatagtgag
aaaccctgge
taatagcgaa
atggaaattg
tcatttttta
gagatagggt

tccaacgtca

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900



aagggegaaa aaccgtctat cagggcegatg gecccactacg tgaaccatca ccctaatcaa

gttttttggg gtcgaggtge cgtaaagcac taaatcggaa ccctaaaggg agcccccgat

ttagagettg acggggaaag ccggegaacg tggcgagaaa ggaagggaag aaagcgaaag

gagcgggege tagggegetg gecaagtgtag cggtcacget gegegtaacc accacaccceg

ccgogettaa tgegeecgeta cagggegegt cag

<210>
<2115
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

12
29
ADN
Secuencia Artificial

Cebador de Oligonucle - ido Sint EE ico

12

gaatggecat ggttcatgtg cagctccat

<210>
<2115
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

13
30
ADN
Secuencia Artificial

Cebador de Oligonucle - ido Sint B2 ico

13

tctcgaggat ccgaatagga acttcggaat

<210>
<2115
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

14

6034

ADN

Secuencia Artificial

Pl yE mido Sint B2 ico pKS-T-orf18pfrd-AmR

14

gtggcacttt tcggggaaat gtgcgecggaa cccctatttg tttatttttc taaatacatt

caaatatgta tccgctcatg agacaataac cctgataaat gcttcaataa tattgaaaaa

6960

1020

1080

1140

JAWK]

29

30

60

120



ggaagagtat
gecctteetgt
tgggtgcacg
ttcgecccga
tattatcccg
atgacttggt
gagaattatg
caacgatcgg
ctecgecttga
ccacgatgce
ctctagettc
ttetgegete
gtgggtctog
ttatctacac
taggtgectc
agattgattt
atctcatgac
aaaagatcaa
caaaaaaacc
ttccgaaggt
cgtagttagg
tcctgttacce

gacgatagtt

gagtattcaa
ttttgetcac
agtgggttac
agaacgtttt
tattgacgcce
tgagtactca
cagtgctgce
aggaccgaag
tcgttgggaa
tgtagcaatg
ccggcaacaa
ggccctteeg
cggtatcatt
gacggggagt
actgattaag
aaaacttcat
caaaatccct
aggatcttct
accgctacca
aactggctte
ccaccactte
agtggetget

accggataag

catttccgtg
ccagaaacgc
atcgaactgg
ccaatgatga
gggcaagagec
ccagtcacag
ataaccatga
gagctaaccg
ccggagetga
gcaacaacgt
ttaatagact
gotggetggt
gcagcactgg
caggcaacta
cattggtaac
ttttaattta
taacgtgagt
tgagatcctt
geggtggttt
agcagagegce
aagaactctg
gccagtggeg

gcgecageggt

tcgeccttat
tggtgaaagt
atctcaacag
gcacttttaa
aactcggtceg
aaaagcatct
gtgataacac
cttttttgca
atgaagccat
tgcgcaaact
ggatggagge
ttattgetga
ggocagatgg
tggatgaacg
tgtcagacca
aaaggatcta
tttcgttcca
tttttetgeg
gtttgeccgga
agataccaaa
tagcaccgce
ataagtcgtg

cgggetgaac

tccotttttt
aaaagatgcet
cggtaagatc
agttctgcta
ccgcatacac
tacggatgge
tgcggecaac
caacatgggg
accaaacgac
attaactgge
ggataaagtt
taaatctgga
taagccctce
aaatagacag
agtttactca
ggtgaagatc
ctgagcgtca
cgtaatctge
tcaagagcta
tactgtcctt
tacatacctc
tcttaccggg

ggggggttcg

geggeatttt
gaagatcagt
cttgagagtt
tgtggcgege
tattctcaga
atgacagtaa
ttacttctga
gatcatgtaa
gagcgtgaca
gaactactta
gcaggaccac
gecggtgage
cgtatcgtag
atcgctgaga
tatatacttt
ctttttgata
gaccccgtag
tgettgcaaa
ccaactcttt
ctagtgtage
gctetgetaa
ttggactcaa

tgcacacage

180

240

300

360

420

480

540

600

660

120

180

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500



ccagcttgga
gcgeccacget
Ccaggagagcg
ggtttcgeca
tatggaaaaa
ctcacatgtt
agtgagctga
aagcggaaga
gcagectggcea
tgagttagct
tgtgtggaat
CCaagegege
agcagagcag
cacccgetecg
caaggaaagt
tataccgaaa
cacggtaact
gaaaatgccg
cgggacgegc
ctcgeecggtg
caccttegee
ccaggagtcg
cgcegtgatg

catcgecttg

gcgaacgacce
tcccgaaggg
cacgaggeag
cctetgactt
cgccagcaac
ctttcectgeg
taccgctecge
gcgeccaata
cgacaggttt
cactcattag
tgtgagegga
aattaaccct
gattccegtt
cgggtgggce
ctacacgaac
aaatcgctat
gatgccgtat
gecctttgaat
cagtcgacge
ccgacgecga
gaggecgeeca
aagagctgea
tcggcgagge

gegttetegt

tacaccgaac
agaaaggcge
cttccagggg
gagcgtcgat
geggeotttt
ttatcccctg
cgcagecgaa
cgcaaaccge
cccgactgga
gecaccocagg
taacaatttc
cactaaaggg
gagcaccgcec
tacttcacct
cctttggcaa
aatgaccccg
ttgcagtacc
gaagcttgee
cgacgatgtc
agtggatgeg
gecaccgaacg
cggccgagee
ggtcgageag

acgtacggga

tgagatacct
acaggtatcc
gaaacgectg
ttttgtgatg
tacggttcct
attctgtgga
cgaccgageg
ctctecceccge
aagecgggeag
ctttacactt
acacaggaaa
aacaaaagct
aggtgcgaat
atcctgcceg
aatcctgtat
aagcagggtt
agecgtacgge
ggggccgacg
CgCcgeogece
CggLgacgccyg
ccggtagtcg
gecggeeoge
gtcggeccag

CggLECCECCC

acagecgtgag
ggtaagegge
gtatctttat
ctcgtcaggg
ggocttttee
taaccgtatt
cagcgagtca
gegttggeceg
tgagcgcaac
tatgecttccg
cagctatgac
gggtaccggg
aagggacagt
gctgacgeceg
atcgtgcgaa
atgcagcgga
ccacagaatg
CgECLELLCEe
tcgcccatga
tggcecggeca
gaggggecga
atctggacgt
agctoggggt

tcgacgaggt

ctatgagaaa
agggtcggaa
agtcctgtceg
g8gCEgLagce
tggecttttg
accgectttg
gtgagegagg
attcattaat
gcaattaatg
gctegtatgt
catgattacg
cccceccteg
gaagaaggaa
ttggatacac
aaaggatgga
aaatgcagct
atgtcacgct
cctegtecat
gecccageag
ccgegeggaa
gGgCLgccegec
Ccgaggaagec
cgcecgtacat

aactcgcaag

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940



ggtgaacgeg
gccgatggee
gteggegeeg
gtcgatgecg
gtggtggceg
gtcgagecatc
ccgcatgaac
tgattcccgg
cgggotogty
ccaggggegt
aacttcatga
tggeggatec
gtogegggag
cttecteeottg
ataatcgacg
gggaaccttt
gaggagaagt
aggtggeagg
ggcaaatgga
tccaaggtcc
ccacgagggc
tccaagtgge

accgecgees

gegeeogega
tcggtgacgt
gtgcgecacceg
atggeccttga
cgcaccgget
ccgatgecct
cacaccggeg
acggegtegt
ttggcactca
ccgegcgeece
gctcagccaa
aggaagatca
cggatcaacc
agccacctgt
cgtaccaact
gccatcaact
acctgcccat
ggcaatggat
tgggcgeotgc
ggtgtaacgg
atgacgagcg
ccatcttecga

gtaaccccaa

aaccgatcag
aggagacgtc
getgetegac
gegggacgac
ggagggtgat
cgcgeacctt
tgtgeggcac
tcttgacggg
caccggecag
gggeogeggt
tcgactggeg
acggatcteg
gagcaaaggce
ccgccaagge
tgccatcctg
cggcaagatg
cgagttcatg
cagagatgat
gectttacatt
gecgacgtgge
tccectecegg
ggggeeoggac

ggttgagaag

cggeggtggac

ctcecggggte
£accgegecceg
gatgtegetg
ctecggtgace
gecggtactce
cggetegege
gtegegggete
tctegcacga
gcaggatccg
agcggcateg
gcccagttga
atgaccgact
aaagcgctca
aagaatggtg
cagegteogtg
gacacggeceg
ctgetetgee
tggoaggege
aggatcgaac
acccagegea
gctacggaag

ctgaccgatg

ccgagctcac
aggtcgecgea
atgcecgggct
aagtagatcg
agctecgggce
ggcagtgage
cggcacgect
geggtaggeg
ccegteegee
aataggaact
cattcttcge
cccagggetg
ggaccttect
cagcagtggt
cagtgtctcg
ttggcategt
accgggettg
tgtggccceg
cagaatgtgt
ggctegtegt
géacgcagge
gagetgtgga

agectcggett

gggtcagcat
gecggegegag
tgatgtcgag
ccgegtegac
gcatgcagga
gccecggeetg
tgaggaagge
tctggecctt
gecoeggace
tcggaatagg
atcccgecte
tcgccacaat
tctgaaggct
cattctcgag
gcaccccata
gtcccacgee
caggegagte
ctgccgeaaa
cagagacaac
ccagacctga
cctcgatcag
ccagcagcac

ttcgeccatte

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320



gtattgcacg
gcactgttgc
acatgaacca
cagtggcagg
ggccagecgg
£CLgECCCEEC
ccgeoggaga
cccgacgage
gaccaggtca
cgttgtagat
CCgCLeeege
acgtcgagat
tgtagacgtt
agatcacctt
gggagaceggeg
ccatgtagag
ggaaggtcge
cgaccagcta
gtegtattac
cgttacccaa
agaggoocge
gtaagcgtta
aaccaatagg

ttgagtgttg

acattgcact
aaatagtcgg
tggecgeget
cggecgtecga
tgaccggece
tgtcggeggce
acctgatcac
ggtcegtege
cteccegtget
gaagegetgg
cgagatcgtc
gacccccagg
gatcccettt
geggtagacg
gatggagegg
ggegategge
cacctgggtg
gttctagage
gcgegetceac
cttaatcgce
accgatcgce
atattttgtt
ccgaaatecgg

ttccagtttg

ccaccgetga
tggtgataaa
caacgggttc
ccgogogaag
tccgeegeeg
Cccgegeeese
cccggacacg
cgeggegetg
getggecgeg
aggaacagga
tcccagtgeg
tcctcggagg
acgatcacca
gtgaacgecgt
atgaactgca
geccacagge
gtcacccecgg
ggeocgooace
tggecegtegt
ttgcagcaca
cttcccaaca
aaaattcgeg
caaaatccct

gaacaagagt

tgacatcagt
cttatcatce
gg8gcageees
gcgetgageg
cgegeetgeg
gtcgecgaac
gtgegeageg
acggegoacg
ctggctactt
agacgatcaa
cgccgaaggg
gcatgtagag
ccgtegegat
tggcgoegte
ggaagacgta
tgtcgaacat
ggaccagege
geggtggage
tttacaacgt
tcecccttte
gttgcgecage
ttaaattttt
tataaatcaa

ccactattaa

cgatcatage
cocttttgetg
tggeggcggce
aggcccaget
cggacaagga
tcgeccgageg
tctgetggga
£8£6acgecgc
cgtegeeocce
getgggcage
gcoccttgaag
gaaggggatg
cgecggettg
Caggcgoges
gatcgagacg
gccgaagetg
ggccagcagg
tccaattcge
cgtgactggg
gccagetgge
ctgaatggcg
gttaaatcag
aagaatagac

agaacgtgga

acgatcaacg
atggagctgce
ccagctggag
g0Cgcagece
ccccgttgee
gctgaacatg
gccgecgeee
gtggeaggte
cgcatgaacc
atgaccagga
Ccggaacaggg
tagaagtcgt
agcageggga
gcctegtcca
atgtcegtge
ttgacgatct
aacagegceca
cctatagtga
aaaaccctgg
gtaatagcga
aatggaaatt
ctcatttttt
cgagataggg

ctccaacgte

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760



aaagggcgaa aaaccgtcta tcagggegat ggecccactac gtgaaccatc accctaatca
agttttttgg ggtcgaggtg ccgtaaagca ctaaatcgga accctaaagg gagcccccga
tttagagctt gacggggaaa gocggegaac gtggegagaa aggaagggaa gaaagegaaa
ggagegggeg ctagggeget ggcaagtgta geggtcacge tgegegtaac caccacacce

gcegegetta atgegecget acagggegeg tcag

<210> 15

211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador de Oligonucle - ido Sint B ico

<400> 15
agcacagcta gcttctagaa gecttcattca aaggccggea

<210> 16
Q211> 44
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador de Oligonucle - ido Sint B ico

<400> 16
aggcagctcg agcatatgac tagtcagagc aggattcccg ttga

10> 17

211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador de Oligonucle - ido Sint EZ ico

<400> 17
gaatggcata tggttcatgt gcagctccat

5820

5880

5940

6000

6034

40

44

30



<210> 18
<211> 30
<212> ADN
213>

<220>
<223>

<400> 18

Cebador de Oligonucle -

Secuencia Artificial

tctagaacta gtgaatagga acttcggaat

<210> 19

211> 8113
<212> ADN
213>

<220>
<223>

<400> 19
gtggecacttt

caaatatgta
ggaagagtat
gecectteotgt
tgggtgcace
ttcgeccega
tattatcccg
atgacttggt
gagaattatg
caacgatcgg
ctecgecttga
ccacgatgcc

ctctagette

tcggggaaat
tcecgeteoatg
gagtattcaa
ttttgctcac
agtgggttac
agaacgtttt
tattgacgce
tgagtactca
cagtgetgce
aggaccgaag
tcgttgggaa
tgtagcaatg

ccggcaacaa

Secuencia Artificial

gtgegeggaa
agacaataac
catttccgtg
ccagaaacgc
atcgaactgg
ccaatgatga
gggcaagagec
ccagtcacag
ataaccatga
gagctaaccg
ccggagetga
gcaacaacgt

ttaatagact

cccctatttg
cctgataaat
tcgeecottat
tggtgaaagt
atctcaacag
gcacttttaa
aactcggteg
aaaagcatct
gtgataacac
cttttttgca
atgaagccat

tgcgecaaact

ggatggaggc

ido Sint B ico

Pl fE mido Sint B% ico pKS—orf18ifd-T-AmR (NS)

tttattttte
gcttcaataa
tcootttttt
aaaagatget
cggtaagatc
agttctgcta
ccgcatacac
tacggatggc
tgcggecaac
caacatgggg
accaaacgac
attaactgge

ggataaagtt

taaatacatt
tattgaaaaa
gecggoatttt
gaagatcagt
cttgagagtt
tgtggegege
tattctcaga
atgacagtaa
ttacttctga
gatcatgtaa
gagcgtgaca
gaactactta

gcaggaccac

30

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

120

180



ttetgegete
gtgggtctog
ttatctacac
taggtgectce
agattgattt
atctcatgac
aaaagatcaa
caaaaaaacc
ttccgaaggt
cgtagttagg
tcctgttacce
gacgatagtt
ccagcttgga
gcgecacget
caggagagcyg
ggtttegeca
tatggaaaaa
ctcacatgtt
agtgagctga
aagcggaaga
gcagctggea
tgagttagcet

tgtgtggaat

ggccctteeg
cggtatcatt
gacggggagt
actgattaag
aaaacttcat
caaaatccct
aggatcttct
accgctacca
aactggcttc
ccaccacttc
agtggetget
accggataag
gcgaacgacc
tcccgaaggg
cacgagggag
cctetgactt
cgccagcaac
ctttecctgeg
taccgetcge
gcgeccaata
cgacaggttt
cactcattag

tgtgagegga

gotggetggt
gcagcactgg
caggcaacta
cattggtaac
ttttaattta
taacgtgagt
tgagatcctt
geggtggttt
agcagagegce
aagaactctg
gecagtggeg
gcgcageggt
tacaccgaac
agaaaggegg
cttccagggg
gagcgtogat
gecggeotttt
ttatccectg
cgcagecgaa
cgcaaaccge
cccgactgga
gecaccocagg

taacaatttc

ttattgetga
ggocagatgg
tggatgaacg
tgtcagacca
aaaggatcta
tttcgttcca
tttttetgeg
gtttgeccgga
agataccaaa
tagcaccgce
ataagtcgtg
cgggetgaac
tgagatacct
acaggtatcc
gaaacgectg
ttttgtgatg
tacggttcct
attctgtgga
cgaccgageg
ctectecccge
aagecggeeoag
ctttacactt

acacaggaaa

taaatctgga
taagccctce
aaatagacag
agtttactca
ggtgaagatc
ctgagcgtca
cgtaatctge
tcaagagcta
tactgtectt
tacatacctc
tcttaccggg
gegegettog
acagcgtgag
ggtaagegge
gtatctttat
ctegtcaggg
ggcocttttge
taaccgtatt
cagcgagtca
gogttggecg
tgagcgcaac
tatgecttecg

cagctatgac

gecggtgage
cgtatcgtag
atcgctgaga
tatatacttt
ctttttgata
gaccccgtag
tgettgcaaa
ccaactcttt
ctagtgtage
gectctgetaa
ttggactcaa
tgcacacage
ctatgagaaa
agggteggaa
agtcctgteg
gggcggagecce
tggeoottttg
accgcctttg
gtgagegagg
attcattaat
gcaattaatg
gectegtatgt

catgattacg

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160



cCaagegege
agcatatgtt
tatttgcaac
aatgtcgtge
gttacccceg
gatgggeccac
gtcatgecct
acaccggacc
gcccatccat
ttgcceetge
caggtacttc
atggcaaagg
gtacgegtceg
tggctcaagg
atccgetcce
ttcctgeatc
tgagctcatg
gagcaccgee
tacttcacct
cctttggcaa
aatgaccccg
ttgcagtace
gaagcttgcce

cgacgatgtc

aattaaccct
catgtgcage
agtgcegttg
aatacgaatg
geggtegtget
ttggactgat
cgtggteagg
ttggagttgt
ttgectttee
cacctcactc
tcoteggegt
ttccctatgg
attatctcga
agaagagcct
gcgacattgt
cgccagaggc
aagttcctat
aggtgcgaat
atcctgecceg
aatcctgtat
aagcagggtt
agecgtacgge
gggeccgacg

CgCEgCCggCe

cactaaaggg
tccatcagca
atcgtgetat
gcgaaaagcec
getggtecac
cgaggecctg
tctggacgac
ctctgacaca
ggcagegees
gcctgecaage
gggacacgat
ggtgeccgaga
gaatgaccac
tcagaaggaa
ggcgacagcec
gggatgegaa
tccgaagttc
aagggacagt
getgacgeeg
atcgtgcgaa
atgcagcgga
ccacagaatg
CgEgcgeecee

tcgeccatga

aacaaaagct
aaaggggatg
gatcgactga
gagctcatcg
agctccttce
cgtgetgege
gagccgtteg
ttctggegee
ccacaggcag
ccggteogece
gccaacacga
cactgcacca
tgctgtgage
ggtccagtcg
ctgggtcaac
gaatgcgatg
ctattcacta
gaagaaggaa
ttggatacac
aaaggatgga
aaatgcagct
atgtcacgct
cctegtecat

gccccagcag

gggtaccgeg

ataagtttat
tgtcatcage
gtcagettct
gtagecgtceg
tgggtocgee
atcctgccac
tgccaaatgt
agcagatcat
gtgtccatga
cgetgeatet
ttcttcagga
getttgectt
gtcatgectt
tgggccgaga
ccgetegeca
gtcagagcag
cacccgcteg
caaggaaagt
tataccgaaa
cacggtaact
gaaaatgcceg
Cggeacgecgc

ctcgeeggtg

cccccecteg
caccaccgac
getggagtec
caaccttggg
gcoccctegaa
agggacgctc
gteogecegtt
aaagcgeage
ctctgatcca
actcgatggg
tgecgagttg
tggcaagttg
ggcgegacageg
tgctoggttg
tceogttgate
gtcgattgge
gattccegtt
cgggtgggce
ctacacgaac
aaatcgctat
gatgccgtat
geoctttgaat
cagtcgacge

ccgacgccga

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600



agtggatgcg
gcaccgaacg
cggeocgagec
ggtogageag
acgtacggga
aaccgatcag
aggagacgtc
gctgetegac
gcgggacgac
ggagggtgat
cgcgeacctt
tgtgeggcac
tcttgacggg
caccggecag
gggoecgeggt
ggcccgttce
ctggeggaat
cgeogeectt
aggtggagac
cggtegtega
ccggacacga
ageccggagat

cgctggegec

Ccgggacgccyg
ccggtagtcg
gCCgeCcceg
gtcggeccag
CgEgECegece
cgggegtggac
ctceggggte
£4accggeccye
gatgtcgetg
cteggtgace
gcggtactce
cggetegege
gteggggete
tctcgecacga
gcaggatccg
gcttaatett
ggacgaaccg
ccgggeeget
ggtgeocgeg
cggcgageag
cgoctggege
ggeggeggat

gogeggectg

tggceggeca
gaggggecega
atctggacgt
agctogggst
tcgacgaggt
ccgagctcac
aggtcgegea
atgccgggct
aagtagatcg
agctcgggce
ggcagtgage
cggcacgect
geggtaggeg
ccecgteceogee
gacagecgecg
cccggeatgg
aaggageegceg
gtcgaggege
ccgaaacgge
gatctggecg
gggaccttce
ccgetgetge

tcgtacggeg

ccgegoggaa
gCgcgoegec
cgaggaaggc
cgccgtacat
aactcgcaag
gggtcagcat
gecggeagag
tgatgtcgag
ccgegtegac
gcatgcagga
geccecggectg
tgaggaaggce
tctggeectt
geoceggace
£8CEEcecee
ctgeggetcea
ggggggatce
tgcagagege
tcgeccoegta
acggeecgget
gtctggtgac
cggacgtgtg

agccgagegg

caccttegee
ccaggagtcg
cgecgtgatg
catcgecttg
getgaacggg
gccgatggee
gtoggegegg
gtcgatgcceg
gtggtggeeg
gtcgagecate
ccgcatgaac
tgattccecgg
cgggotegte
ccaggggegt
gtgtccctee
gegacgactg
cggecacgga
ccggotgegg
cgegeacgeg
ggtgetgetg
getggtgege
ctggteectgg

cacggtgacg

gaggegeeca
aagagctgca
teggcgagge
gegttetegt
gegeecgega
tcggtgacgt
gtgcgeacceg
atggeccttga
cgcaccgget
ccgatgecct
cacaccggeg
acggegtegt
ttggcactca
ccggegeece
ctgegeegge
teggacggcg
ggtgegecte
ccgcagatceg
ctggaggege
tgegaccegg
gecgagetgg
ctgaccggeg

cgggegagtt

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980



cgcactactt
cgtggacgcc
ggtccgatet
tggtgacgct
cgacgaccgg
gcagaccgaa
tactcatcac
gaccttgaaa
aggaggectg
tccgeeegece
CCgEeEeceyg
caggtgaccg
cctecggacg
gagggcattc
geggecgeca
cagcgcgect
gtggeeotgee
cacgocgeca
ttcgacaccg
gtcgagaacg
cgtcecgetge
ctgegggacg
gagttcgacg

acctccggcea

cggegggety
gegtgagggt
getggegeag
g0cgcagegg
cctecctgeat
accgttcgat
ttcgtgatca
gcacggttcg
gtgtttaatt
cacggccaag
tcacggagca
acgcccacga
acggeggatc
cgccegtgat
gecggaccegt
acctcgtcca
ccgacctgte
cccaggacct
agctggcegg
tgeteggott
ccgagecctg
ccctggagaa
cgatcgecte

tgcacaaggt

tccgegegge
ctgggogege
gtcgoggege
aggegegccec
ctotetttgt
cttcgaatga
ttcgttaaag
tccecgectte
aatgaccctt
cgaacacgtt
caaccgtcga
caccgcagcea
ttetgttacg
agcggacgag
cgcogtggac
gctgegeege
cgeccteogge
gceetgtetg
ccgecttgee
cgtcoctggag
gctgeggtac
ggagotggac
g8CCCCLeeg

gCcgccgecece

ccgecgecte
ttccggacac
tgcecgeegge
agtcgecgetg
cgatacggcc
tcgatcgtgce
gacaccaggt
acccccacga
ccgtecegee
ctttcactct
cgggcgectt
gacagttcac
gaggegecga
gccgeeocteg
gccgagegeg
gagggtgoge
gaggegetgt
cgcgagatag
gggttcccce
aagggccact
geccgeeocteg
cgccagggea
CCgLagecee

cgccagatgg

ccagatcgag
ggccgeccat
cgotocggeg
agectcccge
actttcggaa
gtccgaattg
ttgctgecga
gececggeoeoegt
cccgatecge
tctgaccgga
cgcggeoacgg
tgcgcaccac
cceccttget
ccgaggeggt
cctcegggta
gtaccgeget
ccggegtega
gcatggtgcec
gegtegggot
ccgeogtega
acgtcgaact
agctggactg
gcaaggaccce

cggtggtgeg

atccgtgect
ctggtegegt
gacgegtecceg
tgcgegeteo
gegttgegac
cccggattgt
agacgactgt
CCCECaccee
ccgteccccga
atacgaccca
atacccttga
cggaggeget
ggaaccccge
cgccgectte
ccgctacgge
gatcgaccce
gtgegtgcte
ctccegecte
cggegegatg
ctggteccace
goetggtcgat
ggeoccggeoag
ctggegecge

ggagetgteg

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420



gagacccgeg
geggegateg
aacgggtteg
cgcgogaagg
CCgCCEecec
CECECELELES
ccggacacgg
gcggegetga
gtggeegege
ggaacaggaa
cccagtgege
ccteggageg
cgatcaccac
tgaacgegtt
tgaactgcag
cccacagget
tcaccceggg
gecgoeaceg
ggccgtegtt
tgcagcacat
ttcccaacag
aaattecgegt

aaaatccctt

accggatcge
tggaggeoge
ggcagegegt
cgctgagecga
gegeotggge
tcgeecgaact
tgcgeaggst
GCggcgcacgs
tggetactte
gacgatcaag
gccgaaggge
catgtagagg
cgtcgegate
ggcgeegtee
gaagacgtag
gtcgaacatg
gaccagegeg
cggtggaget
ttacaacgtc
cccccttteg
ttgcgecagee
taaatttttg

ataaatcaaa

ccggegeecgt
gctegegetg
£888Ccgecec
ggcccagetg
ggacaaggac
cgccgagegg
ctgetgggag
ggcacgcegce
gtecgececce
gtgggcagga
cccttgaage
aaggggatgt
gceggettga
aggegogeog
atcgagacga
ccgaagetgt
gecagoagga
ccaattecgcee
gtgactggga
ccagetggeg
tgaatggcga
ttaaatcage

agaatagacc

gacgtctcce
©CCgecaace
cagctggage
CCgcageceg
ccegttgecg
ctgaacatgc
Cccgecggeec
tggcaggteg
gcatgaaccc
tgaccaggac
ggaacaggga
agaagtcgtt
gcagecggeaa
cctegtecag
tgtcegtgee
tgacgatctg
acagecgccac
ctatagtgag
aaaccctgge
taatagcgaa
atggaaattg

tcatttttta

gagatagggt

ccggcaaggt
tgcacgeccat
agtggcagge
gccageeoggt
cggeececgget
cgecggagaa
ccgacgageg
accaggtcac
gttgtagatg
CgCgCCagce
cgtcgagatg
gtagacgttg
gatcaccttg
ggagacgees
catgtagagg
gaaggtecgee
gaccagctag
tcgtattacg
gttacccaac
gaggeocgea
taagcgttaa
accaatagge

tgagtgttgt

gettteccgac
ggccgegete
ggecgtegac
gaccggecct
gtoggeggee
cctgatcacc
gteccgtegee
tccegtgetg
aagcgetgga
gagatcgtct
acccccaggt
atccccttta
cggtagacgg
atggagegga
gegateggeg
acctgggteg
ttctagagceg
cgegetecact
ttaatcgecct
ccgatcgece
tattttgtta
cgaaatcgge

tccagtttgg

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800



aacaagagtc cactattaaa gaacgtggac tccaacgtca aagggcgaaa

cagggegatg gocccactacg tgaaccatca ccctaatcaa gttttttggg

cgtaaagcac taaatcggaa ccctaaaggg agcccccgat ttagagettg

ccggcgaacg tggegagaaa ggaagggaag aaagcgaaag gageggecec

gcaagtgtag cggtcacget gegegtaacc accacacccg ccgegettaa

cagggegegt

<210>
211>
<212>
<213>

20

ADN
<220>
<223>

<400> 20
gaattcgtaa

cacaacatac
ctcacattaa
ctgcattaat
gcttectege
cactcaaagg
tgagcaaaag
cataggctce
aacccgacag
cctgttecga
gegetttcte
ctggectete

cgtottgagt

1120

cag

tcatgtcata
gagccggaag
ttgegttgeg
gaatcggcca
tcactgactc
cggtaatacg
gccagcaaaa
gcececcctga
gactataaag
ccctgeeget
atagctcacg
tgcacgaacc

ccaacceggt

Secuencia Artificial

getgtttect
cataaagtgt
ctcactgcce
acgegegese
gctgegeteg
gttatccaca
ggccaggaac
cgagcatcac
ataccaggceg
taccggatac
ctgtaggtat
cccegttcag

aagacacgac

gtgtgaaatt
aaagcctggg
gctttccagt
agaggeggtt
gtcgttegge
gaatcaggeg
cgtaaaaagg
aaaaatcgac
tttcccectg
ctgtecogect
ctcagttcgg
cccgaccget

ttatcgecac

Pl fEmido Sint B2 ico pXY152-endorf24-camtsr

gttatcecget
gtgcctaatg
cgggaaacct
tgeogtattgg
tgcggegage
ataacgcagg
ccgegttget
gctcaagtca
gaagctccct
ttcotecctte
tgtaggtegt
gecgecttate

tggcagecage

aaccgtctat

gtcgaggtec

acggggaaag

tagggegetg

tgegecgeta

cacaattcca
agtgagctaa
gtcgtgccag
gegetettce
ggtatcagct
aaagaacatg
ggcgttttte
gaggtggcga
cgtgegetet
gggaagegte
tcgctccaag
cggtaactat

cactggtaac

1860

1920

1980

8040

8100

8113

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

120

180



aggattagca
tacggctaca
ggaaaaagag
tttgtttgea
ttttctacgg
agattatcaa
aaggggatga
atcgactgat
agctcaataa
taattcatta
Cgccagegec
ggcgaagaag
attggctgag
accgtaacac
ttcactccag
aacactatcc
attcatcagg
tacggtettt
aactgactga
atatccagtg
aaaaaatacg
ccgatcaacg

accaggattt

gagegaggta
ctagaagaac
ttggtagetce
agcagcagat
ggtctgacge
aaaggatctt
taagtttatc
gtcatcagcg
ctgecttaaa
agcattctge
atcagcacct
ttgtccatat
acgaaaaaca
gccacatctt
agcgatgaaa
catatcacca
cgggcaagaa
aagaaggocg
aatgcctcaa
atttttttet
cccggtagtg
tctcatttte

atttattctg

tgtaggeget
agtatttggt
ttgatcegge
tacgcgcaga
tcagtggaac
cacctagatc
accaccgact
gtggagtgea
aaaattacge
cgacatggaa
tgtegecttg
tggccacgtt
tattctcaat
gcgaatatat
acgtttcagt
gctcaccgte
tgtgaataaa
taatatccag
aatgttettt
ccattttage
atcttattte
gccaaaagtt

cgaagtgatc

gctacagagt
atctgegcte
aaacaaacca
aaaaaaggat
gaaaactcac
cttttggttc
atttgcaaca
atgtcgtgca
cccgecetge
gccatcacaa
cgtataatat
taagtcaaaa
aaacccttta
gtgtagaaac
ttgctcatgg
tttcattgce
ggccggataa
ttgaacggtc
acgatgccat
ttccttaget
attatggtga

g£0Ccageec

ttccgtcaca

tcttgaagtg
tgctgaagee
ccgetggtag
ctcaagaaga
gttaagggat
atgtgcaget
gtgcegttga
atacgaatgg
cactcatcge
acggcatgat
ttgcccateg
ctggtgaaac
gggaaatagg
tgcoggaaat
aaaacggtgt
atacgaaatt
aacttgtget
tggttatagg
tgggatatat
cctgaaaate
aagttggaac
ttccecggtat

ggtatttatt

gtggectaac
agttaccttc
cggtggtttt
tcctttgate
tttggtcatg
ccatcagcaa
tcgtgctatg
cgaaaagcceg
agtactgttg
gaacctgaat
tgaaaacggg
tcacccaggg
ccaggttttc
cgtogtggta
aacaagggtg
ccggatgage
tatttttett
tacattgage
caacggtggt
tcgataactc
ctcttacgtg
caacagggac

cgcgataage

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160



tcatggagcg
taccgegegg
cttgegtteg
cccaggaatc
catcgcaaat
atccaacata
cgggetegag
ggatctgtgc
gttgttcaag
caggtteggc
cgtecgggaac
cctggtegac
ttacgtettc
ggacageggt
cggggacaat
cctgttcgag
tctcaacgtt
ggccaaccga
ctegteggtg
gacgtgettg
ctgcecctegg
tcttcgecag
tgagccagag

cgeggacgtg

gcgtaaccgt
gtcccggacg
tgattgecgg
gcgtcactga
ccgtecgate
aagacaacgt
ttcatcgagg
gggcggcaga
ggggagcega
gacatcgcga
atcggegega
agtgacatca
tcecttecceg
atgcaactga
ccggategge
gaggegtott
tcegtttecce
taagctagct
atgtacttca
gcaatcacge
gcggaccacg
cagggeogagg
tttcagcagg

ctcatagtcc

cgcacaggaa
gggaagagceg
tcagggcage
acacagcagc
cggeggtgca
tgatcgagga
tctacggcag
acataccggt
aggccaagac
geoggogteg
tagtacgcac
ccagcatcge
tcgttectecte
tgacgctcaa
tggecttget
ccgecteoggt
tcggaatcge
agagtcgacc
ccagctecge
g6accoeeeg
cccatcatga
atcgtggeat
CCgcccages

acgacgcccg

ggacagagaa
gggagottte
catccgecat
cggtaggacg
gcggatcate
cgtcgagece
cgacagcagt
ccgecteate
attcggcate
ggacgtcgtc
gtegeteogeg
ggaccggegt
cggtegegag
ggoggatgge
gttcggcage
ttccatcece
gctgcacgag
tgcaggtecce
gaagtcgctc
gecegttttag
ccttgccaag
caccgaaccg
ggeccaggte

tgattttgta

agecgceggaag
ccagagageg
cgtcgegtag
accatgactg
gatgtcacca
ctcatgcaca
ccttttecat
gactcctcga
gcecgegtee
gttctegacg
ctecggagegt
ctccaaaggg
gaggccateg
gacatttccg
gaaaagggtg
atgatgagcc
aggatcgaca
cggggategg
ttettgatgg
cggctaaaaa
ctegtectge
cgeecgtgege
gccattgatg

geceetggeeg

cttatttaaa
acgacttcce
ggtgtcacac
agttggacac
agccgtegeg
gcatcgegge
ctgagttget
tcgtcaacca
ctecgeeegge
gegtgaagat
cggggatcat
ccagecgagg
ccttcattceg
tgaaggaact
ggoecttecga
agaccgagtc
ggaatctcge
tcttgecttg
agcgoatggg
agtcatggct
ttctecttcga
gegtogtege
cgggccaget

acggccagca

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600



ggtaggeega
ctggaaggca
ccatccgett
tccegttgag
gtgggcctac
cacgaaccct
tcgectataat
tgcaagetct
aatcgecctg
gaecceggeoge
gttttecggga
ggtcgeegac
ccgtcagtcg
caacgaagac
gttogtegge
ggagttcgaa
tgacgtgtcg
gctogeectg
catggacctg
gtoggegaag
gaaggcgect
aatggtcaat

cgagttcgag

caggctcatg
gtacaccttg
gcectecatet
caccgccagg
ttcacctatc
ttggcaaaat
gaccccgaag
agcgattcca
getgggttac
caaccctcag
gtagtgeccce
atgacacaag
cgcgagegeg
daaggegecce
catttcagcg
cgcatcctga
cgctteotege
ggogtgacga
attcacctga
attctcgaca
tacggettcg
gtcgtcatca

cccgacgtaa

CCggccgecg
ataggtggge
gttacgeecgg
tgcgaataag
ctgccegget
cctgtatatc
cagggttatg
gacgtcccga
acgacgecce
cggatgecce
aactggggta
gegttgtgac
agaactcgag
accttcageg
aagegeecgee
acgaatgccg
gcctgaaggt
ttgttteccac
ttatgegget
cgaagaacct
agcttgttte
acaagcttge

tecggtggte

ccgectttte
tgccettect
cggtageegg
ggacagtgaa
gacgcegttg
gtgcgaaaaa
cagcggaaaa
aggegtggeg
tctatggece
ggggcttcac
acctttgagt
cggggtggac
cgcagcaage
cgaagtcgag
cacgtcggeg
Cgccgeeces
catggacgcg
tcaggaaggce
cgacgegtcg
tcagecgcegaa
ggagacgaag
gcactcgacc

gtggegtgag

ctcaatecget
gettggette
ccagcctege
gaaggaacac
gatacaccaa
ggatggatat
gatccgtcga
cggetteccce
gtactgacgg
gttttcccag
tctetcagtt
acgtacgegg
ccagcgacac
cgcgacgeee
ttegggaceg
ctcaacatga
attccgattg
gtottecegge
cacaaagaat
ttgggegest
gagatcacge
actcccctta

atcaagacgc

cttegttegt
gtttcatcag
agagcaggat
ccgetegegg
ggaaagtcta
accgaaaaaa
cctgcaggea
gtgccggage
acacaccgaa
gtcagaagceg
ggggecgtag
gtgcttacga
agcgtagcge
geoggttcag
CEEagcgece
tcattgtcta
tctcggaatt
agggaaacgt
cttcgectgaa
acgtcggoegg
gcaacggeceg
ccggaccett

acaaacacct

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980



tcccttcaag
gcgecatggac
aagcgectgg
cgccgetgag
ttaccgeatt
catcgagccc
ggggctttce
cgccgteoatg
ccggaaggty
ggcggeactc
cgacgaagag
ggogeotgag
cgeeccttgaa
gaagcacttc
gcttgecgaa
agacgccgac
caagcgegtg
caggggeeag
cgacgacgac
agatctagac
acatatggaa
cgagcacgtg
ccgoaccggsg

tacgacgatc

ccgggeagte
gctgacgecg
gacccggeaa
gtgatctaca
cagcgogace
gotgagtggt
cggggecaag
acttcgaagc
gtcgaccegt
gacaagttcg
acgttggege
aagagcgecyg
gagctgtacg
cggaagcaac
cttgaagccg
gctgacccga
ttegtegggce
ggaacgcececa
gaagacgacg
gtggcaccge
ataagttcge
gaaatgetgg

cgggteatcg

goggtgaget

aagccgecat
tgccgaccceg
ccgttatgeg
agaagaagcc
cgatcacgcet
atgagcttca
ccattctgte
gcgeggaaga
ccgcacctgg
ttgeggaacg
ttotgtggga
aacgggogaa
aagaccgege
aggcagegcet
CCgaagecce
ccggecctaa
tcttcgtaga
tcgagaagceg
cccaggacgg
gatgetgttg
tctccaccga
ccgeegecga
acggcatgca

tcttcgacgg

tcacccggge
gggcgagacg
aatccttegg
ggacggeacg
ccggeeggte
ggogtggtte
cgccatggac
atcgatcaag
gcagcacgaa
catcttcaac
agccgeccga
ccttgttgeg
g8cagegcece
gacgctececgg
gaagcttcce
gtogtggtee
caagatcgtt
cgcttogate
cacggaagac
tgggcacaat
cggcteecccg
caccgegett
ccggctgege

caccgaggag

agcatcacgg
attgggaaga
gacccgegta
ccgaccacga
gagcttgatt
gacggcagge
aagctgtact
gactcttacc
ggcacgtgea
aagatcagge
cgetteggea
gagecgogeeg
tacgacggac
Gcagcaaggge
cttgaccaat
gggegogogt
gtcacgaagt
acgtgggcga
gtageggegt
cgtgeoggtt
cggatcgacg
ccaccgatca
gccgegatge

gacgectteg

ggotttgtaa
agaccgcttc
ttgegggett
agattgaggg
gcggaccgat
ggcgegecaa
gogagtgtgg
gctgecgteg
acgtcagcat
acgccgaagg
agctcactga
acgccctgaa
ccgttggcag
Ccggaagagcyg
ggttccccga
cagtagacga
cgactacggg
agccgocgac
aggtgagtga
ggtaggatce
gggagagtco
tggtgcaccg
tgacgggeeg

tcctegeegt

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420



gaagtcgaac
gcgcatcatg
ctccgecagg
cacccgeatc
ggccoacgac
cgggatctecg
ggtgocegeg
ggccgggaag
getgagggee
ggatatccac
ccgtetggag
gtcacgecate
<210> 21

<211> 30

<212> ADN

<213>

<220>
<223>

<400> 21

atcgcgcacg
gccacccate
acggtcgeceg
ggccggeaceg
atgatcgtcc
ccggagaccg
CCECEECCEc
gCCgCCLCee
gatccggege
acggtcecgge
acggtggcgc

gaaagcaacg

Cebador de Oligonucle -

gactgcoget

cceggtggte

agatccgceg

gcagggtacg

gcgaccocgeg
tcagggacgt
ggaccctggt
cgtgegggac
tgegtctcaa
tggaggactg
agctggcacg

catcacatct

Secuencia Artificial

gtggcaattt aaatggaaat gtgcgeggaa

<210> 22
211> 31
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 22

Cebador de Oligonucle -

Secuencia Artificial

gtcegeegee
ggaccggatg
cgacgeeogee
gcccgtegac
cctgtegetg
cagacaccgg
g8agcgceec
ggageeogeeg
cgagaacgga
gaaccgeatt

ctcctgegee

ggecggetea

gaccgeogge
atcgcctegg
gccgecgees
gtgagogagg
cgeccaggteg
atgctccgeg
gcggaccgec
cccgeegteg
cgegacctge
atcgaaageg

gacaaatggt

ido Sint B2 ico

ido Sint B ico

gggeogeogg
tggtcggcac
cggegggagec
gccgeagact
CCCECLeeec
gtgaggacce
gggeoggagec
tgatgaagceg
tgeoggettet
tgeccgeegea

ccgagatcge

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

1020

1080

1120

30



tatatagagc tcaacttggt ctgacagtta ¢

<210>
<2115
212>
<213>

23
1162
ADN

<220>

<223>

<400> 23

Secuencia Artificial

gaattcgtaa tcatgtcata getgtttect

cacaacatac
ctcacattaa
ctgcattaat
gcttectege
cactcaaagg
tgagcaaaag
cataggctcc
aacccgacag
cctgttecga
gegetttcte
ctggectete
cgtottgagt
aggattagca
tacggctaca
ggaaaaagag
tttgtttgca

ttttctacgg

gagccggaag
ttgegttgeg
gaatcggcca
tcactgactc
cggtaatacg
gccagcaaaa
gccccoctga
gactataaag
ccctgeeget
atagctcacg
tgcacgaacc
ccaacceggt
gagcgaggta
ctagaagaac
ttggtagete
agcagcagat

ggtctgacge

cataaagtgt
ctcactgcce
acgegegeese
getgegeteg
gttatccaca
ggccaggaac
cgagcatcac
ataccaggeg
taccggatac
ctgtaggtat
cccegttcag
aagacacgac
tgtaggeggt
agtatttggt
ttgatcegge
tacgcgcaga

tcagtggaac

pXY152-endorf24-blatsr sint E€ ico

gtgtgaaatt
aaagectggg
gcttteccagt
agaggeggtt
gtegttegge
gaatcagggg
cgtaaaaagg
aaaaatcgac
tttcccectg
ctgtecocgect
ctcagttcgg
cccgaccget
ttatcgecac
gctacagagt
atctgegcte
aaacaaacca
aaaaaaggat

gaaaactcac

gttatceget
gtgecctaatg
cgggaaacct
tgcgtattgg
tgcggegage
ataacgcagg
ccgegttget
gctcaagtca
gaagctecct
ttcotecctte
tgtaggtegt
gecgecttate
tggcagecage
tcttgaagtg
tgctgaagee
ccgctggtag
ctcaagaaga

gttaagggat

cacaattcca
agtgagctaa
gteogtgecag
gecgetettee
ggtatcaget
aaagaacatg
ggogttttte
gaggtggcega
cgtgegetet
gggaagegte
tcgctccaag
cggtaactat
cactggtaac
gtggectaac
agttaccttc
cggtggtttt
tcctttgate

tttggtcatg

31

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

120

180

840

900

960

1020

1080



agattatcaa
aaggggatga
atcgactgat
agctcaactt
tgtetattte
gagggcttac
ccagatttat
actttatccg
ccagttaata
tegtttggta
cccatgttgt
ttggccgeag
ccatccgtaa
tgtatgegee
agcagaactt
atcttaccge
gcatctttta
aaaaagggaa
tattgaagca
aaaaataaac
Ccgggeaagag
ggtcagggca

gaacacagca

aaaggatctt
taagtttatc
gtcatcageg
ggtctgacag
gttcatccat
catctggcce
cagcaataaa
cctccatccea
gtttgcgcaa
tggetteatt
gcaaaaaagc
tgttatcact
gatgettttc
gaccgagttg
taaaagtgct
tgttgagatce
ctttcaccag
taagggcgac
tttatcaggg
aaataggggt
cggggagott
gccateccgee

gccggtagga

cacctagatc
accaccgact
gtggagtgca
ttaccaatge
agttgcctga
cagtgctgca
ccagecagec
gtctattaat
cgttgttgce
cagctcoggt
ggttagctce
catggttatg
tgtgactggt
ctettgeceg
catcattgga
cagttcgatg
cgtttetggg
acggaaatgt
ttattgtcte
tccgegeaca
tgccagagag
atcgtcgegt

cgaccatgac

cttttggtte
atttgcaaca
atgtcgtgea
ttaatcagtg
ctecccegteg
atgataccge
ggaaggegccyg
tgttgecgeg
attgctacag
tcccaacgat
ttcggtecte
gcagcactge
gagtactcaa
gcgtcaatac
aaacgttectt
taacccactc
tgagcaaaaa
tgaatactca
atgagcggat
tttccattta
cgacgacttc
agggtgtcac

tgagttggac

atgtgcaget
gtgcogttga
atacgaatgg
aggcacctat
tgtagataac
gagacccacg
agcgcagaag
aagctagagt
gcatcgtggt
caaggcgagt
cgatecgttgt
ataattctet
ccaagtcatt
gggataatac
Cggggcgaaa
gtgcacccaa
caggaaggca
tactcttect
acatatttga
aataccgege
cccttgegtt
accccaggaa

accatcgcaa

ccatcagcaa
tcgtgetatg
cgaaaagccg
ctcagcgatc
tacgatacgg
ctcaccggcet
tggtcctgea
aagtagttcg
gtcacgetceg
tacatgatcc
cagaagtaag
tactgtcatg
ctgagaatag
cgegecacat
actctcaagg
ctgatcttca
aaatgccgca
ttttcaatat
atgtatttag
gggtccogga
ggtgattgce
tcgegtcact

atccgtccga

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460



tecggoggty
gttgatcgag
ggtctacgge
gaacataccg
gaaggccaag
gagcecggegt
gatagtacge
caccagcatc
cgtegttcte
gatgacgctc
gctggeottg
ttccgectecg
ccteggaate
ctagagtcga
caccagectce
gCgcacccee
cgcccatecat
ggategtgge
ggccgeccag
ccacgacgec
tgcecggecge
tgataggteg
ctgttacgce

ggtgcgaata

cagcggatca
gacgtcgage
agcgacagcea
gtccgectcea
acattcggca
ggggacgtcg
acgtcgeteg
£CgLaccegec
tceggtegeg
aaggeggatg
ctgttecggea
gtttccatce
gecgetgeoacg
cctgecaggte
gcgaagtecge
cggeogtttt
gaccttgcca
atcaccgaac
gcggcccagg
cgtgattttg
cgccgocttt
gctgecctte
ggoggtagee

agggacagtg

tcgatgtcac
ccctcatgea
gteocttttee
tcgactccte
tcgeccegegt
tcgttctecga
cgecteggage
gtctccaaag
aggaggecat
gcgacattte
gcgaaaaggg
ccatgatgag
agaggatcga
cccggggatce
tcttettgat
agcggctaaa
agctcgtect
cgegeegtge
tcgccattga
tagccctgge
tcctcaatcg
ctggttgget
ggccagecte

aagaaggaac

caagccgteg
cagcatcgeg
atctgagttg
gatcgtcaac
ccectegecceg
cgggegtgaag
gteggggate
ggccagecga
cgectteatt
cgtgaaggaa
tgggecttee
ccagaccgag
caggaatctc
ggtettgect
ggagegeatg
aaagtcatgg
gcttetette
gegggtegte
tgegggecag
cgacggecag
ctecttegttc
tggtttcate
gcagagcagg

acccgctege

cgatccaaca
geogggeteg
ctggatetgt
cagttgttca
gccaggtteg
atcgtcggga
atcctggteg
ggttacgtct
cgggacagcg
ctcggggaca
gacctgtteg
tctctcaacg
geggccaace
tgctegtegg
gegacgtgot
ctetgeccte
gatcttegee
ggtgagecag
ctcgeggacg
caggtaggcc
gtotggaagg
agccatccge

attcccgttg

gggtgggeet

taaagacaac
agttcatcga
gcggeegeca
aggegegages
gcgacatcge
acatcggegce
acagtgacat
tcteccttec
gtatgcaact
atccggatcg
aggaggegtc
tttcegttte
gataagctag
tgatgtactt
tggcaatcac
gggcggacca
agcagggega
agtttcagca
tgectcatagt
gacaggctca
cagtacacct
ttgccctecat
agcaccgceca

acttcaccta

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900



tcetgeccgg
atcctgtata
agcagggtta
cagacgtccc
acacgacgcc
agcggatgee
ccaactgggg
aggggttgte
cgagaactcg
cgaccttcag
Ccgaagegecg
gaacgaatgc
gcgectgaag
gattgtttce
gattatgegg
cacgaagaac
cgagettgtt
caacaagectt
aatccggtgg
tcaagecgece
cgtgccgacce
aaccgttatg

Caagaagaag

ctgacgeegt
tcgtgecgaaa
tgcagecggaa
gaaggogtgg
cctectatgge
ccggggette
taacctttga
accgggeteg
agcgcagceaa
cgecgaagteg
ggoacgtegg
cgogeogggc
gtcatggacg
actcaggaag
ctcgacgegt
cttcagegeg
tcggagacga
gcgeactcga
tggtegegte
attcacccgg
Ccggegcgaga
cgaatcctte

ccggacggca

tggatacacc
aaggatggat
aagatccgtc
cgeggettee
ccgtactgac
acgttttcce
gttctetcag
acacgtacge
geccagegac
agcgegacgg
cgttecgggac
ggoctcaacat
cgattccgat
gegtetteeg
cgcacaaaga
aattgggegg
aggagatcac
ccactccect
agatcaagac
gcagcatcac
cgattgggaa

g8£acccecy

cgccgaccac

aaggaaagtc
ataccgaaaa
gacctgcagg
ccgtgoegga
ggacacaccg
aggtcagaag
ttggggecet
gggtgottac
acagcgtage
gggeoggtte
££CLgLagecec
gatcattgtc
tgtctcggaa
gcagggaaac
atcttcgetg
gtacgtcgge
gcgcaacgge
taccggacce
gcacaaacac
ggggetttgt
gaagaccgct
tattgecggge

gaagattgag

tacacgaacc
aatcgctata
catgcaagct
gcaatcgcce
aageccecoggc
cggttttegg
agggtogecg
gaccgtcagt
gccaacgaag
aggttogteg
ccggagttcg
tatgacgtgt
ttgetegece
gtcatggacc
aagtcggcga
gggaagecec
cgaatggtca
ttcgagttcg
cttcccttea
aagcgoatgg
tcaagecgect
ttcgecgotg

ggttaccgea

ctttggcaaa
atgaccccga
ctagcgattc
tgggtgestt
ggcaacccte
gagtagtgce
acatgacaca
cgegogageg
acaaggeggc
ggcatttcag
aacgcatcct
cgegettete
tgggegtgac
tgattcacct
agattctcga
cttacggctt
atgtcgtcat
agcccgacgt
agecggeecag
acgectgacge
gggacccgec
aggtgatcta

ttcagecgecga

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280



cccgatcacg
gtatgagctt
agccattctg
gecgcggeeaa
gtccgecacct
cgttgeggaa
gecttetgteg
Cgaacggecys
cgaagaccge
acaggoageg
cgccgaagec
gaccggecct
gctottegta
catcgagaag
cgcccaggac
gcgatgetgt
gcteteccace
g8CCLCCEce
cgacggeatg
gttcttegac
cggactgecg
tcoceggtegg
cgagatccge

cggoagggta

cteccggecgg
caggegtegt
tcecgecatgg
gaatcgatca
gggcagcacg
cgcatcttca
gaagccgece
aaccttgttg
gcggcagece
ctgacgctce
ccgaagette
aagtcgtggt
gacaagatcg
cgegettecga
ggcacggaag
tgtgggcaca
gacggctcce
gacaccgege
caccggetge
ggcaccgagg
ctgtecegecg
tcggaccgga
cgcgacgecg

cggeeegteg

tcgagecttga
tggacggcag
acaagctgta
aggactctta
aaggcacgtg
acaagatcag
gacgcttegg
Cggagegege
cgtacgacgg
ggcagcaagg
cccttgacca
£8L8ELCECEC
ttgtcacgaa
tcacgtgggce
acgtagegge
atcgtgeecgg
cgeggatecga
ttccaccgat
gcgecgogat
aggacgectt
CCEaccgecg
tgatcgecte
gegeoogeegg

acgtgagcga

ttgeggacceg
£88L8CECLEC
ctgegagtgt
ccgetgeegt
caacgtcagc
gcacgocgaa
caagctcact
cgacgecctg
acccgttgge
ggcggaagag
atggttccce
gtcagtagac
gtcgactacg
gaagccgecg
gtaggtgagt
ttggtaggat
cggggagagt
catggtgcac
gotgacggge
cgtcctegee
£CgLECCECC
getggtegee
ggcgeggeeag

gggeocgeoaga

atcatcgage
aaggggcttt
ggocgecgtea
cgccggaagg
atggecggcac
ggcgacgaag
gaggegectg
aacgcccttg
aggaagcact
cggettgeceg
gaagacgccg
gacaagcgeg
ggcaggeeec
accgacgacg
gaagatctag
ccacatatgg
cccgageacg
cgecgoaceg
cgtacgacga
gtgaagtcga
gggocgeatca
acctccgeea
cccacccgea

ctggeccacg

ccgctgagtg
cccgggeeca
tgacttcgaa
tggtcgacce
tcgacaagtt
agacgttggce
agaagagoegg
aagagctgta
tccggaagea
aacttgaagc
acgctgacce
tgttogtegg
agggaacgcc
acgaagacga
acgtggcacc
aaataagttc
tggaaatget
ggegggteat
tegeggtgag
acatcgcgca
tggccaccca
ggacggtege
teggecggga

acatgatcgt

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720



6CgCgacceg
cgtcagggac
gcggacectg
geogtgogeg
gctgegtete
getggaggac
gcagectggea
cgcatcacat
<210> 24

211> 24

<212> ADN

<213>

<220>
<223>

<400> 24

ggcctgtege
gtcagacacc
gtggagegoeg
acggagecge
aacgagaacg
tggaaccgca
cgetectgeg

ctggecogggt

Cebador de Oligonucle -

tgegecaggt cgeccgegee gecgggatet

ggatgectccg cggtgaggac ccggtgeccg

gcgeoggaccyg ccgggcggag ccgeecggea

cgccocgeecgt cgtgatgaag cggetgaggg

gacgcgacct getgeggett ctggatatcce

ttatcgaaag cgtgeccgecg caccgtetgg

ccgacaaatg gtccgagatc gegtcacgea

ga

Secuencia Artificial

ido Sint B2 ico

aaggagaaga gccttcagaa ggaa

<210> 25

211> 321
<212> PRT
<213>

<400> 25

S. griseus

cgccggagac
CECCECLECC
aggeocgecgc
ccgatccgge
acacggtccg
agacggtggc

tcgaaagcaa

Met Asp Pro Thr Arg Val Asp Ile Phe Ala Leu Pro Ala Val Glu Ile

1

5

10

15

Glu Leu Ser Arg Leu Ser Ser Ala Ser Ser Pro Arg Thr Ser Gly Glu

20

25 30

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

35

40 45

6780

6840

6900

6960

1020

1080

1140

1162

24



Pro

Arg

65

Leu

Asn

Ala

Ala

Arg

145

Val

Ile

Gly

Gly

His

Ile

50

Leu

Val

Ile

Val

Ser

130

Ala

Arg

Arg

Ile

Glu

210

Pro

Leu

Lys

Asp

Arg

Gln

115

Ala

Gly

Pro

Ser

Ser

195

Ser

Val

Val

Ala

His

100

Ile

Thr

Glu

Ser

Asp

180

Pro

Pro

His

Ala

Thr

85

Gly

Ile

Gly

Asp

Asp

165

Pro

Glu

Thr

Leu Arg Leu

Arg

Arg

10

Glu

Leu

Gly

Ile

Gly

150

Gly

Gly

Thr

Pro

Ser

Pro

95

Val

Ser

Pro

Thr

Ser

135

Thr

Ser

Leu

Val

Asp

215

Glu

Thr Met

Arg Gly

Asp Ala

Leu Ser
105

His Pro
120

Ala Gly

Glu Ala

Glu Arg

Ser Leu

185

Arg Asp
200

Gly Thr

Pro Asp

Gln

Asp

Phe

90

Leu

Gln

Thr

Arg

Arg

170

Arg

Val

Arg

Val

Thr

15

Val

Ala

Trp

Val

Ile

155

Arg

GlIn

Arg

Arg

Leu

60

Lys

Leu

Asp

Ser

Ala

140

Gly

Leu

Val

Gly

Leu
220

Asp

Ile

Ala

Arg

Asp

125

Asp

Arg

Ala

Ala

Arg

205

Pro

Gly Leu His

Leu Ala Arg
80

Val Glu Ala
95

Lys Arg Ala
110

Arg Arg Val

Leu Arg Arg

Asp Gly Arg
160

Ala Glu Leu
175

Lys Gln Val
190

Leu Glu Arg

Ala Lys Pro

Phe Gly Arg Ala Val Asp GIn



225 230 235 240

Asp Arg Leu Ala Leu Leu Glu Arg Leu Lys Ser Asp Pro Ala Leu Arg
245 250 255

Leu Asn Glu Val Gly Arg Ile Leu Leu Arg Met Leu Thr Met His Ser
260 265 270

Met Asp Gly GIn Glu Trp Glu Arg Ile Leu GIn Gly Val Pro Pro His
275 280 285

Leu His Gly Val Ile Ala Gly Phe Ala Arg Asp His Ala Arg Val Trp
290 295 300

Ala Glu Phe Ala Asp His Leu Glu Ser Arg Ala Thr Glu Leu Ala Ala
305 310 315 320

Gly

<210> 26
Q211> 311
<212> PRT
<213> Streptomyces fungicidicus

<400> 26
Val Glu Ile Ser Ser Leu Ser Thr Asp Gly Ser Pro Arg Ile Asp Gly
1 5 10 15

Glu Ser Pro Glu His Val Glu Met Leu Ala Ala Ala Asp Thr Ala Leu
20 25 30

Pro Pro Ile Met Val His Arg Arg Thr Gly Arg Val Ile Asp Gly Met
35 40 45

His Arg Leu Arg Ala Ala Met Leu Thr Gly Arg Thr Thr Ile Ala Val



Arg

65

Ser

Ala

Ile

Arg

Asp

145

His

Arg

Met

Val

Ala
225

50

Phe Phe Asp

Asn Ile Ala

Ala Gly Arg

100

Ala Ser
115

Val

Asp Ala
130

Gly

Gly Arg Val

Asp Met Ile

Ala Ala Gly

180

Leu Arg Gly
195

Glu Arg Gly
210

Pro Cys Gly

95

Gly Thr Glu Glu
10

His Gly Leu Pro
85

Ile Met Ala Thr

Val Gly Thr Ser
120

Ala Ala Gly Ala
135

Arg Pro Val Asp
150

Val Arg Asp Pro
165

Ile Ser Pro Glu

Glu Asp Pro Val
200

Ala Asp Arg Arg
215

Thr Glu Pro Pro
230

Asp Ala

Ser
90

Leu

His
105

Pro

Ala Arg

Gly Glu
Val

Ser

Leu
170

Gly

Thr
185

Val

Pro Ala

Ala Glu

Pro Ala

60

Phe
75

Val Leu

Ala Ala Asp

Arg Trp Ser

Thr Val Ala

125

Thr Arg
140

Pro

Glu
155

Gly Arg

Ser Leu Arg

Arg Asp Val

Pro Arg Pro
205

Pro Ala Gly
220

Val
235

Val Met

Ala Val Lys
80

Arg Arg Arg
95

Asp Arg Met
110

Glu Ile Arg

Ile Gly Arg

Arg Leu Ala
160

Gln Val Ala
175

Arg His Arg
190

Arg Thr Leu

Lys Ala Ala

Lys Arg Leu
240



Arg Ala

Arg Leu

Ile Glu

Arg Ser
290

Asn Ala
305

<210>
211>
<212>
213>

<220>
<223>

<400>
gtgttta

<210>
211>
<212>
<213>

<400>
Met Asp
1

Glu Leu

Asp Pro Ala Leu Arg Leu Asn Glu Asn Gly Arg Asp Leu Leu

245 250 255
Leu Asp Ile His Thr Val Arg Leu Glu Asp Trp Asn Arg lle
260 265 270
Ser Val Pro Pro His Arg Leu Glu Thr Val Ala GIn Leu Ala
275 280 285
Cys Ala Asp Lys Trp Ser Glu Ile Ala Ser Arg Ile Glu Ser
295 300
Ser His Leu Ala Gly
310
27
15
ADN
Secuencia Artificial

Cebador de Oligonucle - ido Sint B2 ico

21
att aatga

28

321

PRT
Amycolatopsis

28

Pro Thr Arg Val Asp Ile Phe Ala Leu Pro Ala Val Glu Ile
5 10 15

Ser Arg Leu Ser Ser Ala Ser Ser Pro Arg Thr Ser Gly Glu

20 25 30



Asp Pro

Pro Ile
50

Arg Leu
65

Leu Val

Asn Ile

Ala Val

Ala Ser
130

Arg Ala

145

Val Arg

Ile Arg

Gly Ile

Gly Glu
210

Glu

35

Leu

Lys

Asp

Arg

Gln

115

Ala

Gly

Pro

Ser

Ser

195

Ser

His

Val

Val

Ala

His

100

Ile

Thr

Glu

Ser

Asp

180

Pro

Pro

Val

His

Ala

Thr

85

Gly

Ile

Gly

Asp

Asp

165

Pro

Glu

Thr

Glu Thr Leu Leu

40

Arg Pro Thr Met

95

Arg Val
70

Glu Ser

Leu Pro

Gly Thr

Ile Ser
135

Gly Thr

150

Gly Ser

Gly Leu

Thr Val

Pro Asp
215

Arg

Asp

Leu

His

120

Ala

Glu

Glu

Ser

Arg

200

Gly

Gly

Ala

Ser

105

Pro

Gly

Ala

Arg

Leu

185

Asp

Thr

Ser Ala

GIn Val

Asp Thr
15

Phe Val
90

Leu Ala

GIn Trp

Thr Val

Arg Ile

155

Arg Arg

170

Arg GIn

Val Arg

Arg Arg

Glu Gly Glu Leu Pro
45

Leu Asp Gly Leu His
60

Lys Ile Leu Ala Arg
80

Leu Ala Val Glu Ala
95

Asp Arg Lys Arg Ala
110

Ser Asp Arg Arg Val
125

Ala Asp Leu Arg Arg
140

Gly Arg Asp Gly Arg
160

Leu Ala Ala Glu Leu
175

Val Ala Lys GIn Val
190

Gly Arg Leu Glu Arg
205

Leu Pro Ala Lys Pro
220



His Pro Leu Arg Leu Ser Glu Pro Asp Phe Gly Arg Ala Val Asp GIn
225 230 235 240

Asp Arg Leu Ala Leu Leu Glu Arg Leu Lys Ser Asp Pro Ala Leu Arg
245 250 255

Leu Asn Glu Val Gly Arg Ile Leu Leu Arg Met Leu Thr Met His Ser
260 265 270

Met Asp Gly GIn Glu Trp Glu Arg Ile Leu GIn Gly Val Pro Pro His
275 280 285

Leu His Gly Val Ile Ala Gly Phe Ala Arg Asp His Ala Arg Val Trp
290 295 300

Ala Glu Phe Ala Asp His Leu Glu Ser Arg Ala Thr Glu Leu Ala Ala
305 310 315 320

Gly

210> 29

Q211> 395

<212> PRT

<213> S. kasugaensis

<400> 29
Met Ala Glu Thr Val Arg Ala Asp Ser Pro Leu Lys Ser Ser Tyr Arg
1 5 10 15

Asn Val Pro Ala Ala Glu Val GIn Gly Ser Gly Leu Ser Val Gly GIn
20 25 30

Arg Thr Thr Arg Ile Ala Ile Ser Ser Leu Leu Ala Ala Asp Ser Pro
35 40 45



Arg Ser Ala Gly

Gly

65

Ile

Glu

Leu

Glu

Ser

145

Ala

Ile

Arg

Lys

50

Ala

Asp

Ile

Ala

Arg

130

Asn

Ala

Gly

Leu

Ile
210

Arg

Gly

Glu

Val

115

Ala

Gln

Leu

Arg

Ala

195

Ala

Arg Arg Arg

225

Leu

Met

Val

100

Arg

Ala

Ala

Arg

Asp

180

Gly

His

Ile

Glu Asn Ala Glu His Ile Arg

Pro

His

85

Arg

Ser

Ala

Ile

Arg

165

Gly

Glu

Ala

Arg

Pro

10

Arg

Phe

Asn

Ala

Gly

150

Asp

Arg

Leu

Ala

Asn
230

95

Ile Val Val

GIn

Leu Arg Ala Ala

Phe

Ile

Gln

135

Glu

Ala

Val

Met

Gly

215

Gly

Asp

Ala

120

Arg

Val

Lys

Arg

Ala

200

Val

Gln

Gly

105

His

Ile

Thr

Asp

Pro

185

Glu

Ser

Asp

90

Ala

Gly

Ile

Gly

Val

170

Val

Gln

Leu

Pro

Arg

15

Ala

Glu

Leu

Arg

Leu

155

Pro

Asp

Pro

Gly

Val
235

Leu Leu Ala Asp Ser

60

Ser Thr

Leu Arg

Glu Asp

Pro Leu
125

Ser His
140

Asp Ala

GIn Leu

Gly Ala

Asp Ala
205

Thr Ala
220

Pro Ala

Met Arg

Gly Glu
95

Ser Phe
110

Ser GIn

Ala GIn

Lys Thr

Asp Ala

175

Gln Gly

190

Pro Leu

Ser Asp

Gly Arg

Val

80

Thr

Leu

Glu

Trp

Ile

160

Arg

Arg

Arg

Val

Gln
240



Lys

Ser

Leu

Arg

Trp

305

Val

Gly

Asp

Ile

Ala
385

Ala

Gly

Gln

Ala

290

Glu

Glu

Arg

Trp

Val

370

Gln

<210>
211>
<212>
<213>

Asp

Thr

Lys
275

Leu

Arg

Leu

Ala

Glu

355

Glu

Leu

30
367
PRT

S. niveus

Pro

Thr

260

Leu

Leu

Leu

Ala

Leu

340

Arg

Leu

Glu

Gln

245

Ala

Arg

Arg

Leu

Arg

325

Leu

Leu

Ala

Arg

Pro Pro

Pro Arg

Lys Asp

Trp Leu
295

Asp Ser
310

Arg Lys

Arg Trp

Leu Asp

Arg Gly

375

Arg Gly
390

Ala Arg

Thr Gly
265

Pro Ser
280

Glu Val

Val Pro

Asp Pro

Leu Glu
345

Ser Val
360

Cys Ser

Arg Ala

Tyr

250

Glu

Leu

Gln

Met

Ser

330

Val

Pro

Gly

Ser

Ala

Gln

Arg

Ala

His

315

Leu

GlIn

Met

Val

Ala
395

Ala

Asn

Cys

Val

300

Cys

Arg

Ala

His

Ser

Arg

Asn

285

Glu

Ala

Cys

Val

Cys
365

Glu Asp
255

Arg Val
270

Glu Ala

Gly Glu

Ala Thr

Asn Glu
335

Glu Gly
350

Ala Ala

Trp Gln Asp Phe

380

Arg

Leu

Gly

Asp

Ile

320

Ala

Glu

Thr

Ala



<400> 30

Met

1

Thr

Glu

Glu

Arg

65

Asp

Phe

Leu

His

Thr

145

Arg

Arg

Thr Asn Ser

Arg Lys Gly
20

Leu Val Arg
35

Thr Asp Glu
50

Val Val Asp

Glu Ser Ile

Val Leu Ala
100

Asp Glu Arg
115

Trp Ser Asp

130

Val Ala Ser

Thr Gly Gln

GIn Arg Ala

Gly

Glu

Ser

Asp

Gly

Glu

85

Val

Lys

Arg

Leu

Asp

165

Ala

Asp

Arg

Gly

Leu

Met

10

Val

Glu

Ser

Lys

Arg

150

Gly

Ala

Glu

Val

Glu

Pro

95

His

Val

Leu

Ala

Ile

135

Ser

Arg

Leu

Glu Ile

Ser Ile
25

Ser Thr
40

Pro Ile

Arg Leu

Phe Val

Asn Arg

105

Ala Ala

120

Ala Arg

Ser Ser

Ser Arg

Thr

10

Gly

Glu

Val

Trp

Asp

90

Ala

Gln

Thr

Thr

Pro
170

Pro

Ser

His

Val

Ala

15

Gly

His

Ile

Thr

Ala

155

Asn

Leu Ala Arg Asn

Ala

Leu

Ile

His

60

Ala

Ser

Gly

Met

Gly

140

Gly

Asp

Ser

Leu

Arg

45

Arg

Arg

Pro

Leu

Asp

125

Leu

Thr

Gly

Leu Lys
15

Pro Pro
30

Val Leu

Gly Thr

Phe Arg

Ala Asp

95

Pro Leu

110

Ser His

Ala Ala

Val Gly

Thr Asp
175

Pro Asn Ala Ser

Ala

Ser

Ala

Arg

Gly

80

Val

Thr

Pro

Ser

Arg

160

Gly

Leu



Arg Glu Val

195

Val Arg Ala

210

Gln Ala Val

225

Leu

Asp

Gln

Pro

Arg

305

Val

Glu

Ala

Arg

Val

GIn

Asp

290

Phe

Pro

His

Trp

Glu

Arg

Ala

275

Tyr

Thr

Gly

Cys

Gln
355

180

Thr

Arg

Met

Val

Ala

260

Val

Gly

Asp

Ser

Arg

340

His

Arg

Leu

Lys

Thr

245

Arg

Met

Arg

Leu

Val

325

Thr

185

Ala Ala Gly Ile
200

Arg Arg Gly Glu
215

Leu Arg Pro Ala
230

Arg Ala Ala Gly

Leu Arg Arg Gly
265

Lys Leu Arg Pro
280

Val Leu Glu Asn
295

Gly Arg Arg Leu
310

Glu GIn Ile Ala
Val Val Val Asp
345

Ser

Pro

Ala

Ile

250

Glu

Ala

Leu

Leu

GIn

330

Met

Leu Ala Asp GIn Leu Ala

360

Val Gly

Ala Leu
220

Arg Asn
235

Ser Val

Pro Ala

Ala Ala

Arg Lys

300

Arg Leu

315

Ile Ala

Ala Arg

Asp Arg

Thr

205

Thr

Pro

Gly

Leu

Gln

285

Asp

Leu

Asp

Glu

Asp
365

190

Ala Ser

Ala Arg

Asn Ala

Thr Ala
255

Thr Ala
270

Arg Ser

Pro Ser

Asp Gly

Gly Val
335

Cys Ala
350

Thr Ala

Asp

Gln

Ser

240

Ser

Arg

Gly

Leu

Ser

320

Pro

Ala



<210>
211>
<212>
<213>

31
359
PRT

<400> 31
Met Lys Ser
1

Val Arg lle

Arg
35

Ile Asp

Pro Val

50

Pro

His
65

Arg Tle

Thr Phe Phe

Ala Asn Ile

Ala Ala Ala

115

Val Ala

130

Thr
145

Cys

Asp

Asp

20

Ser

Leu

Gly

Glu

Thr

100

Arg

Ala His Val

Ser Ala Ala

S. globisporus

Ser Ala GIn

Glu Leu Ile

His Val GIn

Val His Arg

95

Ala Ala Arg
70

Gly Ala Glu
85

Asn Gly Leu

Ile Leu Ala

Gly Leu
135

Gly Ser
150

Arg Ala

Pro Ala
25

Arg Leu

40

Pro Thr

Leu Lys
Glu

GIn

Leu
105

Pro

Ser His

120

Asp Ala

Pro Leu

Val

10

Asp

Ala

Met

Gly

Val

90

Ser

Pro

Lys

Leu

Glu

Ser

Thr

Arg

Leu

15

Phe

Val

Thr

Thr

Asn
155

Arg Ser

Pro Arg

Val Tyr
45

Val Val
60

Asp Thr

Leu Arg

Ala Asp

Leu Ser
125

Val Ala
140

Met Arg

Arg Arg Val
15

Leu Asn Gly
30

Ala Ser Leu

Asp Gly Met

Val Glu Val
80

Ser Val Ala
95

Arg Lys Thr
110

Asp Arg Ala

Gly Val Arg

Thr Gly Ala
160



Asp

Ala

Glu

Leu

Leu

225

Val

Gly

Arg

Glu

Gly

Ala

GIn

Leu

210

Glu

Gly

Arg

Lys

Leu
290

Arg Val His

165

Leu Leu Thr

180

Thr Gly
195

Leu

Arg Gly Glu

Pro Gly Leu

Pro Ala Ala

245

Pro Pro Val

260

Leu Ser Asn
275

Met Arg Trp

Pro

GIn Asp Pro

Leu Gly
200

Ser

Pro Val
215

Asp

Ala
230

Pro GIn
Arg Pro Val
Ser

Pro Arg

Pro Ser
280

Asp

His Asn
295

Leu

Arg Arg Arg Ala Asp Ala Val Pro

305

Glu

Met

Leu

Val

Ala GIn His
325

Arg Arg Arg
340

310

Cys Ser Asp

His Ser Ala

Gly

185

Thr

Pro

Lys

Pro

Ser

265

Leu

Arg

Ala

Ala

Ala
345

170

Leu

Ala

GIn

Lys

Lys

250

Arg

Arg

Phe

His

Trp

330

Ala

Leu Asp Arg Thr Ala Glu Arg Leu His Ala

175

Pro Leu Arg Ser Val Val

His

Asn

Ala

235

Val

Ala

His

Val

Cys

315

His

Asp

Asp Val
205

Arg Gln
220

Thr Ala

Pro Pro

Pro Leu

Ser Asp

285

Val Asp

300

Val Asp

Arg Phe

Gly Ser

190

Arg Arg Arg

Ser Ala Met

Lys Pro Pro
240

Ala Val Ala
255

Glu Ala Leu
270

Gin Gly Arg

Glu Ala Trp

Ser Met Ala
320

Ala Glu Glu
335

Gly Leu Arg
350



Thr Thr GIn Pro Thr

<210>
211>
<212>
213>

<400>

3595

32

329

PRT
Actinoplanes

32

Met Thr Pro Asp Glu

1

Glu Ile Ser

Asp Pro Val

Pro Ile Val

50

Arg Ile GIn Ala

65

Phe Phe Asp

Asn Val Ser

5

Ser Leu

20

His Leu

35

Val His

Ala

Gly Ser

85

His
100

Gly

Ala Glu Arg Ile Ala
115
Ala Ala Val Thr Gly

130

Arg Arg

teichomyceticus

Glu Ala

Ser Leu Gly

25

Met
40

Glu Ala

Arg Pro Thr

95

Leu Arg Arg Gly
70

Asp Asp Ala

Ala
105

Leu Pro Leu

Val Ser His

120

[le Ser
135

10

Val Ala Ala GlIn

Met Arg Val Ile

60

Glu Thr Thr
75

Phe Val Met
90

Leu Ala Asp

Pro GIn Trp Ser

140

Leu Asn Arg Gln Pro Ile Met Glu Met

15

Gly Ser Pro Arg Leu Ala Gly Gly

30

Gly Glu Leu Pro

Asp Gly Ser His

Ile Ala Gly Arg

80

Ser Val Trp Leu

95

Arg Lys Arg Ala

110

Asp Arg Arg Val

Ser Thr Val Ala Asp Ile Arg Arg



Arg

145

Gly

Arg

Ala

Leu

Pro

225

Arg

Asn

Asn

Glu

Asp

305

Val

Val Ala

Arg Val

Leu Met

Ala Ala
195

Ser Gly
210

Val Gly

Ser Gly

Arg Leu

Leu Leu

275

Ala Ile
290

Leu Ala

Gly Pro

Gly Thr Ser Ala Pro Glu Ala

Arg

Ala

180

Ile

Ala

Val

Asp

Met

260

Arg

Val

Arg

Glu

Pro

165

Glu

Ser

Glu

Lys

Arg

245

Ser

Leu

Asp

Gln

Glu
325

150

Leu Asp Cys Ser

Asn Pro Ala Leu

Pro Glu

Leu Val
215

Gly Gly
230

Pro Glu

Asp Pro

Leu Ser

Asn Leu
295

Phe Ala
310

Arg Met

Thr

200

Pro

Arg

Pro

Ala

Leu

280

Pro

Asp

Ala

185

Ala

Asn

Asp

Val

Leu

265

His

Pro

Leu

Ser

Ala

170

Ser

Arg

Arg

Arg

Pro

250

Arg

Thr

His

Trp

Ser Arg Ile Gly GIn Asp

155

Gly

Leu

Asp

Arg

Arg

235

Asp

Tyr

Arg

Cys

Ala
315

Arg

Arg

Val

Pro

220

Pro

His

Thr

Trp

Ala

300

Asp

Leu

Gln

Arg
205

Arg

Leu

Ala

Asp

Ala
285

Asp

Phe

160

Leu Ala Gly

175

Val Ala Lys

190

Asn Arg Leu

Asp Ala Ala

Asn

Val

Thr

270

Lys

Ala

Ala

Leu

Val

255

Gly

Glu

Val

Ser

Ile

240

Ile

Arg

Trp

Ala

Arg
320



<210> 33
211> 221
<212> PRT

<213> S. coelicolor

<400> 33

Met Thr Tle Arg
1

Gly Phe Arg Leu
20

Glu Ala Asp Asp
35

Pro Asp Val Val
50

Glu Ala Thr Ser
65

Ile Leu Thr Thr

Ala Gly Ala Ser
100

Leu Glu Ala Ile
115

Ser Ile Thr Arg
130

Val Arg Pro Arg
145

Leu

5

Phe

Gly

Leu

Arg

Tyr

85

Gly

Arg

Arg

Glu

Leu

Leu

His

Met

Leu

10

Asp

Phe

Val

Leu

Ala
150

Ile

Gln

Gly

Asp

95

Thr

Leu

Leu

Val

Ile

135

Val

Val

Thr

Ala

40

Ile

Ala

Asp

Leu

His

120

Glu

Leu

Asp Asp
10

GIn Asn
25

Leu Ala

Arg Met

Ser Asp

Glu Tyr

90

Lys Asp

105

Ala Gly

Asp Tyr

Ala Gly

GlIn

Asp

GIn

Pro

Ser

15

Val

Ala

Glu

Ala

Leu
155

Glu

Leu

Ala

Arg

60

Pro

Phe

Ser

Ala

Thr

140

Thr

Leu Ile Arg
15

Glu Val Val
30

Ala Ala Leu
45

Met Asp Gly

Pro Arg Val

Gly Ala Leu
95

Arg Asp Arg
110

Leu Leu Ser
125

Arg Ala Ala

Pro Arg Glu

Thr

Gly

Arg

Val

Leu

80

Arg

Leu

Pro

Pro

Arg
160



Glu Ile Leu Leu Leu Val Ala

165

Ala Arg Leu Val Val Thr Glu

180

Met Phe Ala Lys Leu His Leu

210

<210>
<2115
212>

195

Ala Tyr Glu Asn Ala Ile Val
215
34
222
PRT
S. coelicolor

<213>

<400>

34

Met Ile Arg Val Leu Leu Ala

1

5

Val Arg Ser Ile Leu Thr Thr

20

Ala Ser Asp Gly Arg Glu Ala

35

Asp Val Ala Leu Leu Asp Ile

50

95

Ala Ala Gly Glu Met Arg Thr

65

10

Leu Thr Thr Phe Gly Glu Asp

85

Arg

Ala

Arg

200

Leu

Asp

Glu

Val

40

Arg

Thr

Arg

Gly

Thr

185

Asp

Pro

Asp

Pro

25

Glu

Met

Asn

Tyr

Leu Ser
170

Val Lys

Arg Ala

Gly Gly

Glu Thr
10

Gly Ile

Leu Ala

Pro Glu

Pro Asp

15

Ile Glu
90

Asn

Ser

Gln

Thr
220

Ile

Glu

Arg

Met

60

Thr

Arg

Pro

His

Ala

205

Gly

Ile

Val

Lys

45

Asp

Ala

Ala

Glu Ile
175

Val Gly
190

Val Val

Arg Ala
15

Val Ala

30

His Arg

Gly Leu

Val Val

Leu Asp
95

Ala

Ser

Phe

Gly

Glu

Pro

Thr

Val

80

Gln



Gly

Ser

Val

Ser

145

Glu

Gln

Ile

Ala

Val

Gly

Ala

130

Glu

Val

Arg

Phe

Tyr
210

<210>
211>
212>
<213>

<400>

Ala Gly Phe
100

Val Arg Ala
115

Arg Arg Leu

Val Ser Gly

Leu Gly Met
165

Leu His Leu
180

Thr GIn Leu
195

Glu Ala Gly

35
218
PRT
S. coelicolor

35

Leu

Val

Met

Glu

150

Leu

Val

Glu

Leu

Leu

Ala

Thr

135

Arg

Gly

Glu

Val

Val
215

Lys

Ser

120

Glu

Thr

Ala

Gly

Arg

200

Lys

Ala

105

Gly

Leu

Thr

Gly

Thr

185

Asn

Asp

Ser

Gly

Arg

Leu

Leu

170

Ile

Arg

Ala

Asp

Ser

Arg

Leu

155

Ser

Lys

Val

Asp

Pro Arg Asp
110

Cys Leu Ser
125

Ala Pro Ser
140

Thr Lys Arg

Asn Ala Glu

Thr Tyr Val
190

GIn Ala Ala
205

Leu Asn Arg
220

Leu Ile

Pro Leu

Pro Arg

Glu GIn

160

Ile Ala
175

Ser Ala

Ile Ile

Met Arg Glu Asp Gly Lys Ile Arg Val Phe Leu Leu Asp Asp His Glu

1

5

10

15

Val Val Arg Arg Gly Val His Asp Leu Leu Ser Gly Glu Ala Asp Ile

20

25

30



Glu

Thr

Gly

65

Val

Asp

Gly

Leu

Gly

145

Arg

Gly

Ser

Phe

Val

Ala

50

Ser

Arg

Ala

Ala

Leu

130

Gly

Arg

Glu

Leu

Val

Val Gly
35

Thr Arg

Gly Val

Cys Leu

Ile Met
100

Glu Leu
115

Asp Pro

Ala Arg

Ile Leu

Arg Leu
180

Leu Gly
195

Ala Arg

Glu

Pro

Glu

Met

85

Ala

Leu

Ala

Pro

Glu

165

His

Lys

Leu

Ala Gly

Asp Val
55

Val Cys
70

Leu Thr

Gly Ala

Gly Ala

Ala Thr

135

Asp Asp

150

Leu Ile

Leu Ala

Leu Gly

Glu Ala

Thr

40

Ala

Arg

Ser

Ser

Val

120

Ala

Arg

Gly

Glu

Met

200

Glu

Ala Ala

Val Leu

Asp Ile

Phe Ala
90

Gly Tyr
105

Arg Glu

Arg Val

Leu Ala

Glu Gly

170

Lys Thr
185

GIn Arg

Asn Arg

Glu

Asp

Arg

15

Asp

Val

Val

Leu

Arg

155

Leu

Ile

Arg

Ala

Val

60

Ser

Asp

Leu

Ala

Glu

140

Leu

Thr

Lys

Ser

Gln Ala Arg Val

45

Arg

Arg

Glu

Lys

Ala

125

Arg

Thr

Asn

Asn

Leu

Asp

Ala

Asp

110

Gly

Leu

Glu

Arg

Tyr
190

Pro

Glu

Leu

95

Ile

Lys

Arg

Gln

Ala

175

Val

Asp

Ser

80

Phe

Arg

Ser

Gly

Glu

160

Ile

Ser

GIn Ala Ala Ala

205



210

<210>
<2115
212>
<213>

<400>

36
220
PRT

215

Streptomyces fungicidicus

36

Val Ser Val Leu Leu

1

Asn

Thr

Ala

Ile

65

Leu

Ala

Lys

Arg

Arg

Lys

Val

Ser

50

Cys

Ser

Ala

Gly

Pro

130

Pro

5

Pro Thr Ala
20

Thr Arg His
35

Ser Val Ala

Val Ala Glu

Glu Thr Arg
85

Asp Asp Ile
100

Tyr Val Val
115

Gly Ala Ala

Pro Gly Ala

Glu Gln

Met Val

Leu Trp

Glu Ala

95

Val His
70

Ala Ala

Gly Ala

Thr Gly

Pro Ile

135

Pro Ser

Pro Ala Ser
10

Val Val Ala
25

Ala Leu Gly
40

Arg Pro Arg

Leu Pro Asp

Gly Trp Pro
90

Val Arg Asn
105

Thr Arg Thr
120

Gly Ala Ala

His Pro Gly

Leu

Asp

Val

Ile

Gly

15

Asn

Ala

Asn

Ala

Gly

Val Ala Tyr Arg Pro
15

Pro Arg Val Arg Ser
30

Arg Asp Val Ile Glu
45

Gly Asn Pro Arg Asp
60

Ser Gly Leu Thr Leu
80

Gly Leu Ala Leu Ser
95

Leu Ala Gly Gly Val
110

Leu Gly Leu Pro Thr
125

Ala Arg Leu His Arg
140

Tyr Arg Glu Leu Ser



145 150 155

Gly Arg Glu Val Glu Val Leu Arg Leu Val Ala
165 170

Lys Ala Ile Gly Val Ser Met Gly Leu Ser Ala
180 185

His Leu Ala Arg Ile Ala Arg Lys Leu Gly Thr
195 200

Met Val Ala Val Ala Leu Arg Thr Gly Ile Ile

Glu Gly

Leu Thr

Gly Asp

205

His

160

Gln Ser Asn
175

Val Lys Ser
190

Arg Ala Gly

210

<210> 37

<211> 663
<212> ADN
<213>

<400> 37
gtgtcegttc

gecatggteg
ctcggegtac
aacccocgeg
ctctccgaga
atcggegeeg
cgcaccaace
cgectgeace
£8CCgCLagye
gtctcgatgg

ctcggcacgg

tcctcgagea
tcgtggecga
gcgacgtcat
acatctgegt
CCCECgeege
tgcgcaacge
tcgggeotcce
gCCgCCCeee
tggaggtgct
gcectgtecge

gcgaccgege

215

Streptomyces fungicidicus

goccgeaage
cccccgegte
cgaggecteg
cgecgaagte
gggetggece
cctecgeggge
cacccgegecg
gegtgecceg
geggotegte
actgaccgtc

cggecatggtg

ctggtogect
cgttegaccg
tccgtogegg
catctgecgg
aacggeccteg
ggagtcaagg
ggtgcogete
agccacccgg
£6ggaagece
aagagccacce

gcegtggece

220

accgeccogaa
tcacccgcca
aggectcgtce
atggttcecgg
ccctetecge
gctacgtegt
ccatcggege
geggetaceg
agtcgaacaa
tggccecggat

tgcgecaccgg

caagecgace
cotgtegece
ccgcatcgge
cctcaccote
ggcggacgac
caccggeace
CgCCECCEeg
cgagctgtce
ggcgategge
cgcccgeaag

catcatccac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660



tga

<210> 38
<211> 936
<212> ADN
<213>

<400> 38
gtggaaataa

cacgtggaaa
accggeceee
acgatcgegg
tcgaacatcg
atcatggcca
gccaggacgg
cgecatcggee
cacgacatga
atctcgecgg
CCGECECCEC
gggaaggcceg
agggecgate
atccacacgg
ctggagacgg
cgcatcgaaa
<210> 39

Q211>

<212>
<213>

ADN

gttecgetcte
tgctggecge
tcatcgacgg
tgaggttctt
cgcacggact
cccatcecceg
tcgecgagat
gggacggeag
tcgtcogega
agaccgtcag
ggccgegeac
ccgegeogtg
cggegetgeg
tceggetgga
tggcgoaget

gcaacgeatc

39331

Streptomyces fungicidicus

caccgacggc
cgccgacace
catgcaccgg
cgacggoace
gcogetgtee
gtggteggac
ccgeogogac
ggtacggcce
cccgggectg
ggacgtcaga
cctggtegag
cgggacggag
tctcaacgag
ggactggaac
ggcacgctce

acatctggce

Secuencia Artificial

tccccgegga
gcgettecac
ctgegegecg
gaggaggacg
geogeogace
cggatgatceg
£CCEECECCE
gtcgacgtga
tcgetgegee
caccggatgce
CECEECECEL
€Cgccgecey
aacggacgceg
cgecattateg
tgcgecgaca

gggtga

tcgacgggea

cgatcatggt
cgatgetgac
ccttegtect
gCCgLCLeLc
ccteggtggt
CCgeegecese
gcgaggecce
aggtcgeceeog
tcogeggtga
accgeocgeee
ccgtegtgat
acctgectgeg
aaagegtgee

aatggtccga

gagtcccgag
g6accgecge
gggeogtacg
cgecgtgaag
CgCCgEECec
cggcacctce
ggageccace
cagactggce
CgCCECCgeg
ggaccoggte
ggageegece
gaagoggetg
gcttetggat
gccgecaccgt

gatcgegtca

663

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

120

180

840

900

936



<220>
<223>

<400> 39
atcgaatata

ccattgttca
tttcagcacc
tgacgaagaa
gaggtcgeeg
atcatctaca
acgcaggtat
caaatcagcg
cgacacactt
attttgtcca
cagcaggeat
atacttgcce
atacaagtgg
gtcccagact
agaccgacga
gggacogtgg
ctaataatca
gatacgagtg
ggtcccagac
cagaccgacg
tctggeetgt

catcagggtg

acttcgtata
ttccacggac
tgtegtttee
gaacggaaac
cccegtaacce
tatcacaacg
cgtattaatt
acactgaata
gcatcggatg
cataaccgtg
acaaccgcac
ttgacaggca
gaccgtggtce
aataatcaga
tacgagtgeg
tcccagacta
gaccgacgat
ggaccgtggt
taataatcag
atacaagtgg
aacaaaggac

ctggetttte

fosmid pXYF148 Sint B2 ico

atgtatgcta
aaaaacagag
tttottttea
gccttaaace
tgtcggatca
tgcgtggage
gatctgecate
cggggoaace
cagcceggtt
cgcaaaatgt
accgaggtta
ttgatggaat
ccagaccgat
ccgacgatac
accgtggttc
ataatcagac
acgagtggga
cccagactaa
accgacgata
aacagtgggc
attaagtaaa

aagttcctta

tacgaagtta
aaaggaaacg
gagggtattt
ggaaaatttt
ccggaaagga
ccatcaaacc
aacttaacgt
tcatgtccga
aacgtgeegg
tgtggataag
ctcogttcta
cgtagtctca
aatcagaccg
gagtgggace
cagactaata
cgacgatacg
cegtggtece
taatcagacc
cgagtgggac
ccagagagaa
gacagataaa

agaatggcct

ttagcgatga
acagaggcca
taaataaaaa
cataaatagc
ccocgtaaagt
acgtcaaata
aaaaacaact
gctecgegage
cacggectgg
caggacacag
caggttacga
cgctgatagt
acaacacgag
gtggtcccag
atcagaccga
agtgggacca
agtctgatta
gacgatacga
cgtggtccca
tattcaggce
cgtagactaa

caattttcte

gectcggactt
aaaagctcge
cattaagtta
gaaaacccge
gataatgatt
atcaattatg
tcagacaata
tcgtcgacag
gtaaccaggt
cagcaatcca
cgacatgtca
ctgatcgaca
tgggategte
actaataatc
cgatacgagt
tggtcccaga
tcagaccgac
gtgggaccgt
gtctgattat
agttatgctt
aacgtggtcg

tatacactca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

120

180

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320



gttggaacac
gctccaggag
agcacagaag
tgctcatgaa
tgaagtgecat
gatttaggca
gcatcagecca
tgaccacgtt
atctgctcat
gctttacgac
gecoggtgtet
gtaagcagct
tcacccegga
gcattaccge
ggtgtcgata
ggcgcacget
tgcagacagg
caatggectg
cacgtacaac
acggggactg
cgaacccttt
cggaggtgta

cgacattaat

gagacctgtc
caaactgatg
ttaaaagagt
ggttagatgc
cacctgaccg
atttggeggt
gcgcagaaat
cataagcact
catccagcte
ggcgactcce
gttgaccagt
cctggtcacg
gcacttcaag
gagccattac
acgaagtatc
tcattatcta
ttcccaaata
ttcaaaaaca
attttttaga
agagccatta
aagatcaacg
gtcaaacaac

cgtgeccgata

caggttaage
tcgtgagett
gataacttct
ctgetgetta
ggcagatagt
gttgatacag
atttccagca
tgttgggcga
gccaaccaga
atcggcaatt
cagtagaaaa
ttcattacct
agtaaacttc
tcctacgege
ttcaaccggt
atctcccage
gaaagagcat
gttctcatce
accatgcttc
ctattgetgt
ttcttgagca
tcagcaggcg

cccaggttag

accattttat
aaactagttc
tcagcttcaa
agtaattcct
tcaccgggst
cgggtaataa
aattcattct
taatcgttac
acacgataat
tctatgacac
gaagggatga
gaccataccc
acatcccgac
gcaattaacg
tgagtattga
gtggtttaat
ttctccagge
ggatctgacce
cccaggcate
atttggtaag
gatcacgaag
tgggaacaat

gecgegotgte

cgeccttata
ttgatgcaga
atatcacccc
ctttatctgt
gagaaaaaag
tcttacgtga
gcaatcgget
ccaatctgga
cacttteggt
cagatactct
gatcatccag
gagaggtctt
cacatacagg
aatccaccat
gegtatgttt
cagacgatcg
accagttgaa
tttaccaact
ccgaatttge
caaaatacgt
catatcgaaa
cagcacatca

aataactatg

caatactgtc
tgacgtttta
agectttttte
aaaggectttt
agcaacaact
aatattttcc
tgcataacge
taatgcagce
aagtgcagca
tcgaccgaac
tgcgtectcea
ctcaacacta
caaagtaatg
cggggcaget
tggaataaca
aaaatttcat
gagegttgat
tcatcecgttt
tcctccatec
acatcaggcet
aactgcagtg
gcagcacata

acatcatagt

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700



catgagcaac
cttcatcaaa
taatgtcaag
caagatagaa
gatacattga
tcagagccag
gggcagcaac
acacatcacg
ctcgaatttc
gagaagaaac
tcgettecgg
cagecgtttat
tgetttgegt
gtcatcaaaa
gagcacatac
agcgagogaa
gcgcaagaag
caattcagag
atatcaggtc
atttggectte
aaacagcaaa
tcaaatctgt
ggaaaatacg

tggagttctg

agtttcaatg
tttgecccatt
ccccggecag
aggcaggaga
ggctgttcce
atcctgagca
cccgatcace
catatgatta
catatceggg
cccaactaaa
gctgtcatca
gcactggtta
ttttttatta
aaccgcaaag
ctcagtcact
ctggegagga
aaatatccac
taataaactg
acatgacgaa
cttaaaaatt
actgtgacaa
gacagataac
atatgagtcg

ctgttgatct

gccagtogga
aactcagttt
caagtgggct
gtgtottetg
tgggggtegt
agatgaacag
ggtggaaata
atttgttcaa
tgeggtagte
tccgetgett
ttaaactgtg
agtgtttcca
aatcttgcaa
ttgtttaaaa
tattatcact
agcaaagaag
cgtgggaaaa
tgataatcaa
gggaaagaga
acagttcaaa
attaccctca
cctcagacta
tctggeggece

cattaacaca

gcatcaggtg
caatacggtg
ttattgcata
catgaatatg
taccttccac
aaactgaggt
cgtetteage
ttgtataacc
gceotgettt
cacctattct
caatggcgat
tgagtttcat
tttactgcaa
taagagcaac
agecgctegee
aactgttctg
actccaggta
ccctcatcaa
aggaaatcaa
aagtatgaga
gtaggtcaga
tcetgtegte
tttotttttc

gacctgcagg

tggateggte
cagagccaga
agtgacatcg
aagatctggt
gagcaaaaca
tttgtaaacg
acgtcgcaat
aacacgttge
cteggeatet
ccagegeegg
agccttegte
tctgaacatc
agcaacaaca
actacaaaag
gcagecegtgt
tcagatagct
gaggtacaca
tgatgacgaa
ctgtgacaaa
aaatccatge
acaaatgtga
atggaagtga
tcaatgtatg

aagegeceec

ggocagtttac
caggaaggaa
tecocttttece
acccatcecgt
cgtagcccct
ccacctttat
cgegtaccaa
tcaacccgtc
ctgatagcct
gttattttce
atttcatgac
ctttaatcat
aaatcgcaaa
gagataagaa
aaccgagcat
cttacgctca
cgeggatage
ctaacccceg
ctgcecctcaa
aggctgaagg
cgaaccacce
tatcgcggaa
agaggegeat

ggaagtcagg

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140



catacgetgg
gacgatgcct
atacggattg
cccgataaag
actgtgegea
ctcttcaggg
atccttactg
ctcgecagata
cagatacagc
tgactggacg
catgacagat
tcaataagca
gttaagggca
ggcaatttgt
aaaaaagaag
ggataaccce
tccetggtgc
cggegtgege
tggtttaaaa
gcaaatgctg
tctgtcagca
gcccctcaag

gaaactcgcg

taactttgag
gagccatccg
gtgatttctt
aagggaatga
cgtttgataa
cgataaaaaa
gctteccgeag
ccgtecatgtt
atacgttttt
attcgeggge
ccatgtgaag
gggataactt
atttgtcaca
cacaacacct
atctaaaaac
aagggaagtt
ttcctegete
ggtcacgege
gcaggttaaa
gattttctge
ctetgeeccct
tgtcaatacc

taaaatcagg

gcagctggta
gcttacgata
ttgtttcact
gatatgggtt
accaaggaaa
ccacttecctt
aggtcaatcc
cctgtagggt
gatccecggga
tatttttacg
tgtgacaagt
tgtgaaaaaa
gacaggactg
tctctagaac
tataaaaaaa
ttttcaggca
actcgaccgg
acagggegcea
agacaggtta
ctgtggacag
caagtgtcaa
gcagggeact

cgttttegee

acgctctatg
ctgacacagg
aagccgaaac
gatatgtaca
agattcatag
ccccgogaaa
gaatatttca
gccatcagat
gagactatat
ttteottgtga
ttttagattg
cagcttette
tcatttgagg
cagcatggat
ataattataa
tcgtgtgtaa
gagggttega
gceotggtta
geggtggecg
cccctcaaat
ggatcgegcee
tatccccagg

gatttgcgag

atccagtcga
gattcgtata
tgecgtaaace
ctgtaaagce
ccttttteat
ctcttcaatg
gcatatttag
tttectgatct
gccgectcag
ttgataaccg
tcacactaaa
tgagggcaat
gtgatttgte
aaaggectac
aaatatcccce
gcagaatata
£aaggeeese
aaaacaaggt
aaaaacgggce
gtcaataggt
cctcatetgt
cttgtccaca

goctggecage

ttttcagaga
aacgcatgge
ggttctgtaa
ctctggatgg
cgecggeate
cctgeegtat
caacatggat
ggtcaacgaa
tgaggtegtt
ctgtttccge
taaaaaagag
ttgtcacagg
acactgaaag
aaggcgetet
gtggataagt
taagtgetgt
cacccecctt
ttataaatat
ggaaaccctt
gegeecctcea
cagtagtcge
tcatctgtgg

tccacgtcge

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520



cggccgaaat
agtgtcaacg
acgeecggeoge
cagggccata
tcgetegact
ttcattaggt
cgaagatttc
tcatgacaga
tctctacgat
agcttctetg
ggccaaggcea
atcgcaaact
tcegttgaac
gcatacagca
aacgtcacac
ctgtcegtca
tccatgaget
tcoctggtgte
tgatcggeac
attttttgag
tggatatacc
gtcagttget
gaccgtaaag

gatgaatgct

cgagecctgee
tccgeeoeccte
ccggecgegg
gacggocgee
gcggcgagea
tgttetgtce
tattgttect
acactacttc
aatgggagat
tttaacagac
tttattctca
gcaccoggtg
tgatggactt
tgtgecatcge
cgtcagecage
cttcccagat
tatcgcgaat
cctgttgata
gtaagaggtt
ttatcgagat
accgttgata
caatgtacct
aaaaataagc

catccggaat

cctcateotgt
atctgtcagt
tgtctegecac
agcccagegg
ctactggctg
attgctgaca
gaaggcatat
ctataaacgc
tttccecgact
aaaaacagca
ggataattgt
cCgggoagecs
atgtcccate
ataggaatgg
agegegegeca
ccgegettte
aaatacctgt
ccgggaagec
ccaactttca
tttcaggage
tatcccaatg
ataaccagac
acaagtttta

ttcgtatgge

caacgecgeg
gagggccaag
acggcttcga
cgagggcaac
taaaaggaca
taatccgctc
tcaaatcgtt
tacacaggct
gtttegtteg
tatccactca
ttcagcatcg
acatccageg
aggctttgea
cggaacgtat
accgcctcce
tctgtectte
gacggaagat
ctgggccaac
ccataatgaa
taaggaagct
gcatcgtaaa
cgttcagetg
tccggocttt

aatgaaagac

ccgggtgagt
ttttccgega
cggogtttet
cagccgagee
gaccacatca
cacttcaacg
ttegttaccg
cctgagatta
cttctcagtg
gttccacatt
caaccgecatc
caaaaacctt
gaactttcag
gtggtgtgac
caatccaggt
ctgtgegacg
cacttcgcag
ttttggcgaa
ataagatcac
aaaatggaga
gaacattttg
gatattacgg

attcacattc

ggtgagoteg

cggecectea
ggtatccaca
ggcgogttty
cttegeecctg
tggttetgte
taacaccgca
cttgcaggca
ataatgcgga
gataacagcc
tccatataaa
agactccgge
cgtgtagact
cggtataccg
cggaacagag
cctgaccgtt
gttacgccge
aataaataaa
aatgagacgt
taccgggegt
aaaaaatcac
aggcatttca
cctttttaaa
ttgeccegect

tgatatggga

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960



tagtgttcac
gagtgaatac
ttacggtgaa
agccaatcce
cttegeccce
gctggegatt
tgaattacaa
ttggtgecct
cagaaattcg
ggggttogeg
cgggecagtga
tacactttat
caggaaacag
agcttgcatg
gcccggaagt
ageccgacct
accaggacgc
Cggecegece
geggttegge
gcctecgaca
£CLgCECECES
gctccacgcea

ccccgatggt

ccttgttaca
cacgacgatt
aacctggect
tgggtgagtt
gttttcacca
caggttcatc
cagtactgceg
taaacgcctg
atgataagct
ttggccgatt
gcgcaacgea
gctteecgget
ctatgaccat
cctgecaggte
ccaccaggat
cctectecgg
tctecaccce
ggcagaccgc
tcggegecca
gecececgggett
cgacgteccct

gtacagggeg

cacctgttcc

ccgttttcca
tccggoagtt
atttccctaa
tcaccagttt
tgggcaaata
atgecogtttg
atgagtggca
gttgctacge
gtcaaacatg
cattaatgca
attaatgtga
cgtatgttgt
gattacgcca
gactctagag
Cgagcogecg
getgegeoace
ggagatgaac
gagacccace
ccccagctce
ccggttgaag
gatggtgacg
gaacggeeoge

ccggegagea

tgagcaaact
tctacacata
agggtttatt
tgatttaaac
ttatacgcaa
tgatggettc
£820geLece
ctgaataagt
agaattggtc
gctggecacga
gttagctcac
gtggaattgt
agctatttag
gatcccacca
atctgeccgee
agccgeagea
tccatgtaga
acgtccacce
CECECCECCC
gcgagggaca
cgaggggtcg
tgtcecgggte

gggtcaccag

gaaacgtttt
tattcgcaag
gagaatatgt
gtggccaata
ggcgacaagg
catgtcggca
taattttttt
gataataagc
gacggeoceogg
caggtttcce
tcattaggca
gagcggataa
gtgagactat
ccgecggacg
cgegecacca
gcagcgagcea
acggctccag
gegaccogge
ggaagatgeg
cggegeocctt
gegttgeegt
cggagtctte

ccceceggteg

catcgetetg
atgtggegte
ttttegtecte
tggacaactt
tgetgatgee
gaatgcttaa
aaggcagtta
ggatgaatgg
geggeegeaa
gactggaaag
ccccaggett
caatttcaca
agaatactca
geggtegeog
cgactccatc
ggaccgetce
gecgageage
cagecgtgege
gtccecgggte
ggacacgecg
catcgagtgg
cacccecgea

gCCCgCgaee

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

8040

8100

8160

8220

8280

8340



cggggtecag
tgatccegtc
ccggegecgg
ggeogteoge
ccagegeecgs
gecgttcececg
ccgegegeac
tctcecegece
gccagaccac
ccaccgeacg
gcacggegaa
ggtggtgcag
gegtggegty
gccggtagte
ccggategtt
gecgtegggte
aggagtccce
tgttgeegtt
cctecgecte
ggaagtecctg
cgtagatccc
geeggtgceg
tgacgeccccg

cgteggecga

ccggteggee
Cggcgcgage
gaagtgccac
cagcagttcg
ggccgectee
ccagtecctce
ggtcagcage
gtccceogteg
cgtgeceogeg
cgecotggttg
gtggegegeg
catgcoggge
cgcggeagec
ggcgtagtcg
gegegteggtec
cagctcecgeg
ggcgagecce
ccacagceacc
cacctceccceg
ccagaccagc
gecgeoccag
gtagcgetce
cgcgaacagc

ggtgtccage

tggagcagca
gcgacctcga
gececgeacce
accgggacct
gegatcgegg
geggactggt
cggteegegt
atcgeggcce
cacaccggcec
acctgegtca
aggccgoget
gagtcoggeg
gcctgecage
gcgeggttce
cgccaggaac
accacccgeg
tgectceccagt
agggaggggt
cgcagegget
agccccaact
acccggacca
cgggtgatce
cgctcaccgt

tcaaccgtce

ggtcccgtac
actccggegg
cgtecgegte
cgaccacggc
cgeegtegac
tgaccgecge
acagccggeg
acgacgtcac
agtgcgageg
gatagtgcca
ccagecttgee
cggggtecte
cgaactcgge
acacctccca
cggaccaggg
gcaggacgec
cccagtecceg
gcggeatcag
gctectoggg
cgtcgoagge
ggtccaccce
gggacggeaa
tgacgaccag

ggaacccggt

gagggtgcgg
ggggtaggge

ggcgaccagg
caccgtccge
ggacatcecgg
caccaccaga
cagctegtgg
cggccageag
ccagtgeteg
geggtogaag
gttgeegtee
cccgggoage
cacgaagcgce
ggagtggtegg
actgcccgee
gaggtagtag
gaacccecac
ccgtacgacg
gtaggeggceg
gtcgtagaag
CECECCLLCe
cacgtcgtce
ggtgaacccg

cctgegecege

gcogtgacceg
atctcccggt
aactcccegg
cccceggegt
cgcagecgea
ccgtcaccgt
tagagecgget
tcgttgaget
acaccggecg
tcgecocteceg
tcecgecttet
gececgeogea
gggacgtege
gtgecogtgeg
gtgtacggce
ccctegecce
aggttctegt
ttctccecggg
cacgcgaacg
tcctegtect
gcctgetcca
gggatccagt
gtgecogtgeg

caggegtcca

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780



gecgecteogte
cgogoggecea
Cgacccgege
CCCgggagcye
Cccagecggece
agatcccgge
gcaggtactg
cctecegecte
cgtegaageg
ggatctegge
tcccggeget
tctogttgeg
cacaccccgg
atcccteggt
ctgaagagtg
ccagagtgce
gcatctgaac
cgectgeacg
gtcaaaggtc
gacgatgaag
cgacggecte
cgacgtecte

cctgggeacce

accgtgggac
ccacaggegg
CCggeecgcec
ctccacgtcg
cacccgggcg
cgtcaccage
gtacggetceg
ggogtacgeg
gtacgagegg
gacggtgtoeg
cagcteoecgte
gccgaggaac
caccgaggcg
gageggtgty
gtetggeate
gaatcagcca
cgccgtacga
ggcacggess
aaggggtccce
aagtacgecg
accgactacg
atgatccegg

aaggccgaac

aacgtcagct
acgtccggea
acgccoccgg
accgccagcet
atccgegeceg
gtcggeccce
gegtacgecte
gaggcgaacc
tgecatgttce
agaccgtcga
tcgtacgtce
geatcgggga
gggagggoegt
acctgacgca
gttggegega
tcccactegt
cactcaccgg
gttcctegaa
tcacggtcct
ccgagttcaa
agggegaggt
cggtegtega

gcgccgeccaa

cgacgtegta
CCCgLagecg
cgetegecte
cgatctgece
tcgaccageg
agtcccagce
cggggegete
gcaccgtgag
gegteeggee
agacgaggtc
actcccgeeg
tcagccegge
ccccegtgee
tgcacactce
ttgcgacttt
gctogteegt
atcgectcgee
gggcgegeac
cacccaccgg
cgagacctat
caagatccgt
gaagaaggac

gtaccggttc

cagecggetgt
cacggtccceg
cagggtgage
caccccgtce
ctccagecge
gaacgagcag
gcccagectg
ccggeegete
cagtggecgg
cgtetgeteg
geccacccag
cgccageaga
gtecgggtgt
ctaaaccggt
accggttcag
ccecgtgaacg
ctgetegece
gccaaggcetce
accgatctgg
cccggggtga
atgaacacgg
tacccgaagt

accgactact

tcgecgtate
gcegteccat
ggtgcctega
tcgacggtga
accggecgee
gccatcttce
ccgegoaccg
agtcccgtca
ccgtcgagea
tgcgggccog
gccacctegg
tcggtgtgca
cgcaggatcc
tgagcecttet
ttcagggctg
gagccgtgat
tcctggecte
ccgacgacce
tgcaggacgg
aggtggagtt
agaactacgg
tcttegecte

ccaccgtcga

9840

9900

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10980

11040

11100

11160



cggcaaggtc
ggtgtggage
cctgaaggceg
gtggeogote
cacgaagctc
cctgetecac
ggagggetec
ggoogtegte
cttcatgecce
ccagcaggcg
gttcaccgac
cccgetgece
ggacagcaag
gcccgactac
cgactaccte
atgacggaca
ggccgegegg
ttcctggecg
ggtcgegtac
cgggaactac
ctactacctc
cagcttegac
caacggggte

ctccgtactg

tacgggcaga
£ageccgecys
atccggtcga
acccagtgga
gccgaggece
gacatcgtgce
aagcccaage
cagatgeggg
ttccccgeac
gtcaacgtca
aagtccgget
gecegteocteg
ggcgecgageg
cgccaggaac
ggeggecoteg
ccacccgeaa
CgCCgECCee
caccgeotgge
agcttcaccg
accgaactcc
gtcgectecg
gtccgettee
gccategget

ggcctgeteg

geoccegtegg
tcaccgactg
agaccgacgc
ccaacgtcaa
acccgtggge
geggeggact
tggccaaggg
acgcggogaa
agegggacgg
actccgacaa
acgccgaggce
agccctacga
tgaagtccct
tcgtecgacct
gcgagegetg
g8CELECLCEe
gegeegoace
cctgetectg
actgggacgg
tcaccecgete
cggtgcagat
ggaacttctt
tcgtettect

gecgtcgagac

cgtegtecce
gcccaccace
ggtgccgtac
cggcteoegte
Cgaggegece
cgccgagaag
cgagatcgcc
£6aggcceec
cacgttetge
caaggaggcc
caacctegcc
£aaggeccgec
cgacaaccgc
CgCccgegec
g8ccgagece
ccggttecce
cggetgtege
accttcacct
cgtgagecceg
cgagetgttc
cgtgetegee
caagggegty
ctacttectte

cgaccacgcc

gggttcatet
cccgecogagt
tacaccaact
ggctgegace
gacctgegeg
gacccgacca
accatgtgge
g6Cgacceeg
geggtgacct
gecccgeogect
ctatcceccece
gtgaagctce
tcecgaggteg
goccgoaagg
cgcagegege
CEECCECECe
gccgectecac
acgcgeocga
gagctgaact
gaggtottet
ctctacttcg
ctgttettcee
caggacggcg

tggotgggcea

acaacaagcg
tcctggacga
tcaaggacat
cgcacgecac
tgggcgacac
ccaccaactg
tgggctectg
ccgacatcgg
ccccggacta
ggatcgactg
tgaaggacge
tggacctcga
gcatctacaa
geggectgga
tggggeccte
cgecgggoceg
ccogtggetg
tcgccaacat
ggacgggeac
tcgtcagegg
ccacggtcct
cgtacctcat
gcaccctcga

cgecgttete

11220

11280

11340

11400

11460

11520

11580

11640

11700

11760

11820

11880

11940

12000

12060

12120

12180

12240

12300

12360

12420

12480

12540

12600



cgcgaacace
cttcctegge
cgcgaaccgc
cctgagegtg
£accgeceec
gttcaacaag
ggtcacctgg
cgtaccgegg
ctgecgeteg
ageggagege
CggLgacgece
ggcggaacga
ttcaagaagc
caggtggega
atcgceoctcet
tccatceccg
taccgcaagg
gggatcaacg
ggggtcatct
atctcggegg
cgctteatet
cgggagtgac

cggaccgctc

tcgetggeceg
gcgatccagt
tggcageagt
atcctctegg
gccacoggea
acgggacteg
gtgcagegge
cacgegecct
cegtggtett
tgacgccgee
agatgectgtc
tcectgategg
tggtegtege
cctteccagat
acatgggcac
tctcectgga
tgatcttcce
tctacaacga
cgacgteccct
gecgeggtect
acaacgggtt
ctggtcgace

gtcgggecce

gegteteocgt
ccatccecggg
tccggecacat
tctcecggete
cggagacctt
ccteggecge
gcatcgtcce
ggtcctgacg
cctgaccteg
cgacgacccg
cgoegttegee
ctcgatgacg
getgttectg
cgtcaacage
ggacatcgtc
Cgaggeogece
gctgetcaag
cttctacatc
gttccgette
ggtcatcctg
catgeogeggge
tgccacgege

ggcggetcce

ctggegetac
cgagectgtac
catecgegece
gctgtoggte
cgtgatccag
cgeecgtegte
cgacgagaag
tccctgatce
ctgaagtcct
ctgaacttcg
aacacggeceg
gcgtacgega
ctggeceogege
ttcggecatgt
tcgatctacg
cgectggacg
ccggegatceg
ccottectet
aagggeccct
cccaccttga
gcgacgaagt
gtgcceegtg

agcagaccct

ctecggactga
£aggcgecce
ggcatcagac
ttcgagatce
accgtgaage
ctgetgetga
gtggaccteg
tggegacget
ccgaggagat
gcaactacgt
tcatcotggt
tcgaccgett
tggtcccegg
tcgacagcct
tcttcctgea
gogecaacge
cgacggtget
acatgcccte
tcggegegea
tecgtettect
agecagegog
cgecgtcage

gcgeaccgtg

acttcgtecct
agatcgacgg
ccgtgetgag
cgtacatcat
tggegttcca
tcgtectgge
tatgacccge
getggtecte
ggcgaacgec
gacggegttc
cgtggeecgte
ccggttecge
ggtgaccacc
gtgggegeog
gttcatccge
gttcaccgte
gatcgtaaag
cgaggacctg
ctgggagacg
gtteccteccag
gecaccagcea
gecgegeega

tccggggtga

12660

12720

12780

12840

12900

12960

13020

13080

13140

13200

13260

13320

13380

13440

13500

13560

13620

13680

13740

13800

13860

13920

13980



tcaggttcte
ccgacagecg
cggtcaccgg
cggcecgectg
cggecatgge
aaagcacctt
gcteccgeac
gecaggggte
gggeccagte
ccagcagttc
accagtcgac
CgCCgagece
gggagggecac
cccactecgac
cgatcagcge
agcggtacce
cggegaccgc
gttccagcaa
ctcoggtggt
ggtatcegtg
cgtattccgg
gacggecgga
ggccaccatg

cttgacggtc

cggeggoeatg
ggeocgeggca
ctggccggec
ccactgectce
gtgcaggttg
gccggeeegag
caccgccatce
cttgeggege
cagecttgcce
gacgtcgagg
ggcggagteg
gacgegeeeg
catgcctate
geecggacage
ggtacccgea
£8aggececec
ctecggegagg
ggggegtegge
gcgecagtgaa
ccgegaagge
tcagaagagt
teggggeceg
ccggegeggt

agtgecggaca

ttcagceoget
acggggtecct
tgeoggecaget
agectggegee
gcggecageg
acgtcacgge
tggeggeogee
tecggogecg
tggecggtcca
gcggegtace
ccctteteca
aacccggeaa
tcgegecagac
gcctegecga
ccctegegge
tcggegtcca
geggectegt
gcctecgtaa
ctgtetgetg
gccegtegac
gaaagaacgt
gacggaaggg
cgecceogtgee

ggcccatcga

cggegagtte
tgtcecgecca
gggocteget
gecccacceg
cgagegegece
geogggegat
ggcgeacctt
£8gccgagec
gctecttete
gcagccaggsg
ggacgaagec
£8CLZECCLEC
agggcaggte
gggcggacag
gcagctggac
Gcggcgaceggs
ccgetatcac
cagaagatcc
cggtgtegty
ggttgtgcete
gttcgetteg
tcagtggatg
gagottgege

gacgecgate

ggCgacccce
£8CGECECELC
cagcgectte
ctgecccgaac
ctccacgate
ccggtogege
gtgcatgeceg
gatcgegtceg
cagggegtce
ctcgggcage
gagcacgttc
cagctecggtg
ctgeggteges
gteggggcag
gaggtaggeg
tccgetgeceg
gegeggaatg
gecegtegtee
gecgteggte
cgtgacggge
ccgtggegeegg
atgcecggtge
gegatccggg

geettgtteg

£CECEELCCE
ggcggageec
gegeggtega
ccgttgageg
gecgogtegg
gtctcccaca
gaggtgegge
aactcctgce
cgcagatcga
ggacgggtyag
tcgaccatcg
tcgaagaggce
gegtgcagea
gecacggggt
cgotggeecgt
gccgcgaagg
ccctegeggg
ggaggagcegc
acctgtcaag
geoggtgggt
geggateggg
gocagggecac
ccaggtggcet

actggectte

14040

14100

14160

14220

14280

14340

14400

14460

14520

14580

14640

14700

14760

14820

14880

14940

15000

15060

15120

15180

15240

15300

15360

15420



cgccaccage
getoggggca
acccggocgg
tccgeceogeg
gttgggecag
atggacttcg
ggacgagece
acggacgegg
caggcttgeg
ggctogtgeg
caaacctggt
gacgcacgat
agtggecgta
gctcagegeg
£CLgECCLLCE
gcegtgteeg
tgeggaggege
gtgeccgeteg
cagcacacgt
agecgtcacca
accagecgge

gogtacgggg

cgggegetet

cgcagcacct
CCCEELLELC
gtggggagee
agggegttge
cccgeggege
gcgacgceaga
tcgatgacgt
gggteggeca
ggctgectega
ggtgaaggeg
gtcctttaac
cgatcattcg
tcgacaaaga
actgecggece
gcageceege
gaaccccgee
GCEELCCECEC
gctegeegta
ccggoageag
gacggaaggt
cgtcggecag
cgagecgttt

gcagegecte

ccacctegeg
gecggtegcag
cgaggttggt
gcacggogec
gegtotegga
tgtegogege
cgegtacgcee
cgaccaccat
ggagaacgga
ggacgaaccg
gaatgatcac
aagatcgaac
gagatgcagg
cctecegetge
gacctgecgee
cagaccctca
ggacageccg
cgacaggecg
cggatccgee
cccecgecag
atcctccteg
Cggcgcgeec

gacagcggcce

gccggacage
£CEgCECEECE
gegggtgeog
gatgtegtce
gaggagggty
gttgccgatg
gagecgoccac
ggoggtegge
caccaggect
tgctttcaag
gaagtgatga
gettteggte
aggeoggteg
ggcagegtca
agcagatcgg
cgeggegtee
ccgaagtagt
cgegeogeca
gccatctecg
gegtegtgte
ccgtcgacga
accgtctcca

Cggaaggece

tcgeggtage
geggegocega
gtgacgacgt
gccgeggaga
aggecggaac
cggggacgag
aggtggcege
ttgtteggge
cotggeggtee
gtcacagtcg
gtaacaatcc
tgegtegecaa
tcgggaccce
ccacggacgc
accacgogac
acgaggecacg
gcgaactcge
gegegeoeggt
gctccagete
cggeecgggte
ccgeeogecte
cctegatetg

gCgLgagecec

cgecogggte
tgggageggc
agcccttgac
g8gCgagece
catccggcag
cctcecgegac
tgacggtcga
ggtaggegac
gg8acgeece
tctteggeag
gggcaattcg
cgetteccgaa
gcagegeegag
gtccceegga
cagatgggeg
gatctcgate
ccgegtecace
cagccaggac
ggegegeace
gcacagcage
cagcgegtgce
cggecgeage

acctcecgtge

15480

15540

15600

15660

15720

15780

15840

15900

15960

16020

16080

16140

16200

16260

16320

16380

16440

16500

16560

16620

16680

16740

16800



ccgggatcce
ccctgagecg
€acccgegce
tgegggteoge
ccgaaggece
tcagccttce
cggcaggeceg
gactcctgca
cacgtcgacg
gacctcgaca
gacctcgece
ggcatgetga
acccttgega
atgatgtacg
geggecttee
tgggeogece
gtgttecegeg
gagctgetgg
ccgatggacg
ccgaccgtgce
accgeogegg
gacccggacg
accgctcacg

accacgttca

cccegeccte
cagccatgce
gceceggeget
ggcggcgeac
agacgcctac
tcaaggegtg
ggcgeteact
tgcggoecga
cggegatcta
tcaagcccgg
ggctgegega
ccegtgaget
gttacctegt
gcgaccccga
tcgacgtcca
cgctegecce
cggtggeegg
ggotcatggg
aggeegeoeg
tgttecgecgg
geotggageg
ccctcacceg
cgecggacge

ccccegggta

ctteggtteg
gggaagatta
gtccggatce
gegtogtgeg
CgCgacceee
ccggcgeogag
gcocggagtac
gectggtcace
cttcagegac
catcggcccg
cctgaccceg
cgggtecace
Ccgagggcegec
gcteotgggce
gatccgggee
ctccgactac
ccacggegte
cgaggoogee
ccgogtegge
Ccgggagece
ccacatctte
tctogtggag
gagtcggaat

cgggoaggtg

tccattcege
agcggaacgg
tgcaccgegg
agactggceg
gaccccgtca
ccggtgecge
cgcaaggtgce
gagatcaccc
atcgtegtce
gtcgtogage
gaggacgtct
ccgetgatceg
ccgtecegta
gacctgetcg
ggegectegg
cggegttoge
ccgegeatce
gcggacatcg
cccggoaagg
gtcgagacga
aacctcggtc
tacgtccaca
CCgLeLgecee

gaggecccat

cagcgeeogte
gCCCCoLEce
CCCCECaCEs
gtgtgagtge
agaacgacgc
acacgccggt
gegagggeat
tccageeggt
cgctcaagge
agecggtgeg
cctacgtcac
gtttogegee
cgtacgagaa
accgectcge
ccgtgecaget
tgetgeccge
acttecggegt
tcggegtcga
cgectccaggg
aggegegega
acggagtgat
cgcagacggce
ggtactggge

gaggctogag

cgacagtcgt
Cagggaggega
Cggacgecce
caacacgagc
cgtcegggaa
gtggttcatg
cgggatgcte
gegeoegoceac
catcggcate
€acccgegee
cgaggeccate
cgcceegtte
cgccaaggceg
cgacatcacg
cttcgactce
ctcggegaag
cggcaccggc
ctggegegte
caacctggac
ggtcctggac
gccctecace
gegetgacce
acgggtgecc

atgttcgacc

16860

16920

16980

17040

17100

17160

17220

17280

17340

17400

17460

17520

17580

17640

17700

17760

17820

17880

17940

18000

18060

18120

18180

18240



ccgeccegat
ccgtctaccg
ccgacctege
ccgaggtggt
ggcgetactt
tcggegtgat
Cccgaggagcg
tggtetgest
tgaccgggea
acgaccgege
ggatccacac
ccgegeeegt
agegggaatg
ccggeatecge
tcgeccgacaa
cgetgaccac
accacgagga
cgetecactt
agccctggat
CCaccgecge
agatcggcct
agtaccagcg

cggacgegee

cggegtogtg
ggagaccttc
gcagtcegge
caccgeggtg
cacgttcage
cgtggaggte
ccgeegegeg
££CLLacece
gacctgggag
cgecteggte
ctaccggetg
gcgcgacessg
gcaggageec
geggotggac
ctgcaccatc
cgaacgegte
gcacctgegg
cgtetteceg
ggccgagegac
cctggtegee
gctgcagaca
cacccggeag

cggectggac

ttcacccagg
ggcgaccgec
tacttcgaca
cccctegace
atctccecgeg
accgegeagg
ctgcageget
aagggecgga
gagttccgeg
gaggogtgge
cggetggeeg
aacacggtga
cgeecgtacgg
gagatgcteg
cacctcctge
gcocgeggtcea
CCCgEragecs
cccggegage
gtcaacagcg
gtctccacca
ctcctggaac

gtggeecoteg

atcgecgtce

ggccggagea
cgotggggce
tcttegaccg
tgatctacce
ccacgatgag
tgaccgecge
accgcagcct
tcaccgagce
gegagggetg
ggcggeceac
ccggegggta
tcgaatgggt
aactgectgge
ccgecctgge
cgcaggecct
cccgeocggg
cgetggeecg
cgecggecga
tcgtgotget
gCgecegccey
gegecoacac
ccctgeagaa

gctaccggee

ccggetegeg
gacgatccge
ggtcctecace
cggetccacg
cgacggeegg
ggaacggatc
ggtgaacgce
gagcccogee
gatgaacgce
gaccgaacag
ccggeoactte
gggcacctge
£CEZEECCECC
cgatgtgate
gcaccgtetg
gctcccggac
cgecgoogac
cctegeteeg
gececegtegte
ccecgecccte
ccccctcage
cagectgete

cagecaccgee

tacaccaacg
gaggecttce
acggecgeoge
ggcgageegca
ccgggagtge
cgtgtgetgg
ggaacgcaga
tgggaacgeg
gtccacccceg
gtgcegeget
gtcgtcegacg
acggacatcg
accgecacgt
gtgcccgaca
CCEELcacce
ctgceceeccge
CECCECagec
ctcgacggeg
gtcgacggca
ggccaggcge
aacgecctgg
accgacccge

gCCgccgags

18300

18360

18420

18480

18540

18600

18660

18720

18780

18840

18900

18960

19020

19080

19140

19200

19260

19320

19380

19440

19500

19560

19620



teggegegea
gcgacgtcte
tgcgeggget
tcgeegtgea
gceccggacte
tcgtcgaggc
tcgtececge
tgctgtacac
ggctgeggea
tgctcaccgg
ggtaggageg
ttecgttetce
ccggaattce
cgcggtgatg
tggacategt
cacgttgecce
ctcatagggg
caaggtgeccg
acagttcaga
aaccacgtcg
aagacgatge
cagacgatcg
Ccgggagaacyg

cgcatcatcg

ctggtacgac
cggccacgac
cacgctggac
gaccctctat
cggeggegte
ggacggetce
gcecggagtac
cgacgggetg
ccacgecteg
ccagctcacc
tgccgaggag
ggatttcccg
cgecteegee
aattggcteg
cacgagegct
atcagecggtt
gaactgcaat
ttegggcgge
tagegtegtt
cggcactcge
gggtcgtoga
aggccgaact
tggtgcacgg

tgtcccacce

gegttegtge
ctgececggeceg
cgccaggaac
acggagtgca
cggetgeoact
gcgegettee
tcgagecgcca
gtggagcgee
gaggeggtcea
gtcgacaacg
cgccactectg
atccggegee
accgttgggc
gtgeocggteg
tgtgattcett
atcggeggte
gaattactca
gcgegtegte
attaccgggt
ggaggtagac
cgggatgcac
gttcgacgga
actccecgetg

gecatctgteg

tgcgegacgg
ccgtcaccat
cgaccggeac
ccgeccacctg
actccgtcge
tgaccggege
tggaaccgct
gcgacgagga
gcecgeceget
acgacgacgt
gcegatttta
gacggcgaga
agcgacggat
cgcceggetg
ggtectgtac
caccgeegce
aaagcagcga
cgtgaaagtc
gagtcgetge
gegeoegette
cggctecteg
accgecggatg
tcgoaggege

gacagggega

cgecaccgte
gagccagetg
catcctgege
cgtgetggce
cggtcacceg
gecggtecceg
g6Cgccegec
tctcaccgtg
gcaggacttc
ggcgatgetg
ccottgettt
ccgttgggat
cctgtgatat
tagcagttct
acgcaagoeog
acggtgaccg
gaggaatgce
cggeggaate
gctcgaaagg
cgcccatact
cggetotget
agggattcct
accgeocgeee

tcgeceggge

ctcaccatcg
cgcaacatge
cggetggaca
cgggtggaac
ccgeegetge
atgctcggge
tccaccctge
ggcctggage
tgcgacacac
gtcectgegee
tccatcggga
caccaatacc
ttcgactacg
ggagegegte
gcgcaacgte
cgggegegta
gacagccgga
agaaacggtc
gatcgagcag
getggacegg
caacggacgg
gegogeegte
cgeecgetgeg

gtcecgggcte

19680

19740

19800

19860

19920

19980

20040

20100

20160

20220

20280

20340

20400

20460

20520

20580

20640

20700

20760

20820

20880

20940

21000

21060



ggggcgaaga
acccgggteg
gecatggegg
ggggtgtege
ctgeecgtega
agcttegtgg
daggaggece
ctgatggagc
cagcagtacc
tgteoceogggt
gcgttcacgg
gacccggece
ccaccgggag
ctggtectga
cgtgaacagt
ctcegtecgg
caacagctcc
ggcgcgcage
cacggeogtg
ccgggtgacg
Cagccgegce
gtggtegtge

cagggeggtg

ccgtegegge
gccaggacgg
tactggecga
ccgegacggt
gacgggaacc
atccegtcce
gcecgecaget
tgtccgacge
gggacgeetg
gacgaacggg
CECECCEeeg
CgEECcgeece
agctccgeeg
ccgtgectega
teggecaggg
cgegtaccgg
tcgagetcct
gcegecgacgg
gegttggaac
tcggegacge
gcgagcaggs
acaccggegt

ttcagcacgt

cgtgeggege
cagggteogg
acaccccgac
cagcgacgta
ggccgaaccg
getgotegag
getccagetg
cgtgeegtee
gcagtccttc
cggcacggac
gcactcccac
ggattcageg
ccgagtectt
tgcggacgtc
cgcocgggett
gtttgegeac
cctgegegeg
cccggoccag
gcaggatgtc
cctgececege
aggagagecg
ccatgaccac

cctgeceoggt

agttcaactg
ccgetgaacg
gegtecetge
Cgccgeegec
cggacggece
aagctgectge
ctccgecaga
cactgcaggt
gcggagaagce
ccgttcaccg
ggcacccgga
£8CgLgeLLcec
gcgoacgace
ctecgatgttg
gtoggagatg
gatcctggeg
£6ggcgLgace
£6cgeegece
cccccagage
cagccggacg
atggggegeg
cggecatgeceg

cagctccgac

ccgtegtgee
£ggecgagee
gcgaggtege
tggcogeegg
ccgacteccca
gcgaccccte
acgeggtegg
ccctggtgat
tggacgagcc
gacatgaccg
€Caccgecge
caggtgccac
agttcgacga
acgcccaagt
gtcaccgaga
caccccoggt
agogggtegg
agggagtega
cgggegteac
ctgtectecg
tgcgagacga
tcgcacaacg

ggggtgagea

gcagttgaac
gcgecgeagg
ccgtetgtce
cgagtecgcce
ccgcaaccag
tctgeggcac
cgtgcaggac
ccatctcgeg
cgectgegee
gCgCcgegce
gtatccggeg
ccgattccag
ggccgogggt
cgecgatecga
cggtogegag
tcccctecceg
cgtcggagac
gaacgtccge
cggecgegat
ccgegtgete
gggocaccge

acaccatcte

CCCagegeecs

21120

21180

21240

21300

21360

21420

21480

21540

21600

21660

21720

21780

21840

21900

21960

22020

22080

22140

22200

22260

22320

22380

22440



cccctecgaag
atggettecct
cttettgacg
gagcacgegt
cggtetetee
gtcctccagg
ggecocggty
aatcggctceg
gcecgecaatt
gtagcggtac
cgecggaate
tagaagaagt
gtcccgagcea
accgeogeac
gcegtacgac
ccgtgaagtc
ccgggegeat
gcaccteccge
ageccacceg
gactggecca
ccgecgggat
acccggtgcec
agecggoegg

ageggctgag

aggtccgece
atgtagctgg
ctggcgacat
ccgacctgtg
agggatccceg
tgcacgecga
ccgatgactg
gacaagtgcc
taacgcttceg
accggaccat
cgaggagttg
ggaaataagt
cgtggaaatg
cgggegggte
gatcgeggty
gaacatcgcg
catggccacc
caggacggtc
catcggceogg
cgacatgatc
ctecgecggag
cgogeogegg
gaaggocgec

ggccgateceg

ggecgegcegag
ccgggtegge
cgaggtagge
ccggggecac
cgeccatege
CCCCEOLECE
tggteggtect
gtgccecggea
gegegeatgt
tgaggcatcg
acgttgcagt
tcgetetcca
ctggecgeceg
atcgacggca
aggttctteg
cacggactgc
catcccoggt
gccgagatce
gacggeoaggg
gtccgegace
accgtcaggg
cCcgeggacce
gcgeogtgeg

gegetgegte

cggccoggaa
ccgecategeg
tcgggeccage
ggccageace
ctcegeegte
ggtcagegeg
caacgegege
Cgggaaaagg
tcaactgcgg
tgctcagttg
cagcgctgag
ccgacggete
ccgacaccgc
tgcaccgget
acggcaccga
cgctgtecge
ggteggaceg
gecgegacge
tacggceegt
cgggeotgte
acgtcagaca
tggtggageg
ggacggagce

tcaacgagaa

cgeteggtee
cgcacgtegt
ccgetetect
gccaggtcga
ctggeggegt
agagcgaocgg
ccccaggtge
gaattcccat
cgtcgeageg
gogacaccgg
acacgacgac
cccgeggate
gettccacceg
gCECLocece
ggaggacgce
cgccgaccge
gatgatcgce
CEECECCECe
cgacgtgage
gctgegecag
ccggatgcte
cggegeggac
gCCECCCECe

cggacgogac

cggccageoge
cgtgegggac
gtgegegege
cctgacggtc
tcecggtegac
acgtgeccgat
ggtgatccga
ggcgeegtge
gtcgaacaca
gtcggataaa
ctgcatccga
gacgggeaga
atcatggtgc
atgctgacgg
ttecgtecteg
CgECLLECCe
toggtegtog
£8L8e0geees
gagggccgea
gtcgeccgeg
cgeggtgage
cgccgegecee
gtcgtgatga

ctgetgegge

22500

22560

22620

22680

22740

22800

22860

22920

22980

23040

23100

23160

23220

23280

23340

23400

23460

23520

23580

23640

23700

23760

23820

23880



ttctggatat
cgcaccgtct
tcgegtcacg
atccttcgag
caatggagat
ccggecagget
gactgegogg
cggeoaccga
cggtgategg
gagccgtcce
ccteggtggc
cgeegttege
gggtcgacca
accaggaggt
ccatggactc
cggacaccac
gtgtgcagca
ggogeggggt
tgggeocggt
acccgtecegg
tctgggaact
tgtacgaggce

ccccgeagac

ccacacggtc
ggagacggte
catcgaaagc
gagcegtegg
acggtcgate
gtgcgactce
ctgegagtce
cgecgaccac
catcggggty
ggtegeegeg
gggattegge
gcecctteate
cttegeggte
gttecggecte
caaggtcgtg
€Cgcgoacce
cgtcgegttc
ccgettecte
cggegtacce
gatcatgctg
gatcgaccge
cgtggagege

gogtgtggac

cggetggage
gcgecagetgg
aacgcatcac
agaaagecgge
gatcacgtcg
ttcggettceg
gteoctgetge
cgtgeecgeceg
gacgacgegce
cccgaggagt
gacgtggage
gaggagaccg
tgegteccgg
agccagacct
cagagcgacc
ggccagateg
ctcactgagg
accacgecge
gtggaggage
cagatcttca
CECELCLrEC
Ccagcaggegg

ccggaggaca

actggaaccg
cacgctectg
atctggecgg
acggeccgte
aattgttegt
teogegtege
gccagaacga
agtacgtgaa
gecgecgecta
tcgggeocge
accgettegt
gegeeoacgg
ccggegaact
tcgaggageg
geggegeggt
acgcgttegt
acatcaccac
cgagctacta
tcagegegcet
ccgagtcgac
agaccttcgg
Cggageceec

cgcccteegg

cattatcgaa
cgccgacaaa
gtgaacgagg
ggaacaccct
cgaggacgcec
CCECELCECe
catcgecctg
géagcacgge
cgeccgaggcece
cggegeoegt
ctccegggag
ctcegggggc
cgacgggacce
gatcgtegte
gacgttcacc
ggectecccac
cgoggtgeoge
cgagatgctg
caacatcctg
gcaccogagg
cagcaacaac
cgaccaggaa

gtccacacge

agegtgecge
tggtccgaga
aaacacacga
tgtggagege
caggacacgg
gggaccaccg
ctgctgacca
gacggggtcg
gtgeggcgeg
gteogtetteg
gaccccggag
atgctgaage
gtcecgeecget
ggctogeagg
gtcatcgage
g8CgLLLCCE
acctgcaccg
CCgLgLLCELc
gecgacegeg
cggaccctgt
atccaggcce
tgaggaagct

gtctgeggeg

23940

24000

24060

24120

24180

24240

24300

24360

24420

24480

24540

24600

24660

24720

241780

24840

24900

24960

25020

25080

25140

25200

25260



ccagecgtegg
catggececggc
agagggcgag
aggcgaccag
tgtgcgecag
ccgacgectc
gagcgageecg
actgettggg
cgaacgggcea
ccgagaaccg
aggtggcgaa
ggaaacgeecg
agtgccacgg
agccgatggg
tggecgteat
cagccgtcga
gcteggetcee
Cgcacgeecys
ccecgecctee
gagggoegtog
gccgteggac
gcggaacage
cagcoggage

tccggegagg

ctacgceccceg
ccccacctec
ccggecogega
geggggeogt
cgggacgteg
ggoggtgage
tgagccegee
catgccctgg
gecgegecate
gcagacggec
cacggogece
tgcggegteg
cggaggegty
CCCEECLLCC
gggttcecte
gecggegegtt
cgtgtgecge
agcagttegt
ggacggetga
CECCECECCC
agcagcccetg
ccgtgegacg
cccggocececa

gcecgecagtg

aggageoggce
acggegcgcga
ccgctccaga
ggcggggoegt
tgcagegegg
cggeegtgga
cggccgacgg
acccagecge
ggoecggocct
gegteggeca
gecgoacceeg
gggtcgacac
agcatcgacg
ccggeegegt
cgatctgeeg
cgagcagegg
cgaagogega
cctegecgag
tccgecacegg
tcagacccge
cgacggecgag
cgatccgttc
gegtottgga

gCLgECLLELLC

cgeegtgeag
gcagtgccag
ccggtgagaa
cggacggeac
geggeegete
cggagagege
tcaccggect
gcaccatcgg
cgaacgcgcea
gctcegegee
gatccgetce
ggtagtcgac
cctgeccega
ccggatececgt
gteeggegeg
gggoggatte
acccgeggtg
ccoggtgecg
gaggtccgee
ccgcaacatt
cgaggtgatg
ggccagtgee
gaagctgcce

cgggegacce

cgtctecceg
atccgtgcce
ctcgacgeceg
ccaccgogga
£8agcgecec
gccgtcegaag
getotggteg
cacgggetgg
Ccccgaggagg
gtccteggag
cgegtccagg
catgaggatc
aggggacagg
cggatgtgte
ccgecggace
aagctgtagg
acgcgecacac
caccggagec
gcctecceogea
tccagatgce
tggttgageg
ggctecegtea
agecgeacca

tcegtcagge

tacgcgaaca
£8acgeccgs
ctcacctcceg
aggacgagac
tcgaccgtga
cggeocoegg
atggcgecga
tcgacccagg
atcaggaact
caccactgce
cccggeggea
tcgecggaga
ggaaggotgt
tgccegetygg
atgecctgggt
ccaggegeac
ccgecegete
agaggaagaa
gegegtegag
ggtcgtagee
acccgecget
ccagecagec
cgeccoecggtg

ccagttcgcee

25320

25380

25440

25500

25560

25620

25680

25740

25800

25860

25920

25980

26040

26100

26160

26220

26280

26340

26400

26460

26520

26580

26640

26700



gtaggegteg
ccggegetee
gaacgeggtg
gagcgectce
gtccccgagg
gggoctegeg
cacgtgectce
£Cgcaggeec
cagegegegt
gCCgLELECCCe
ccgeecgegtg
ggtcatcage
£acgeccees
aaggcacggc
ccggteagat
ccggtggteg
tcgtgeaget
aggatcageg
aggttctegg
gtgtectega
tgggegegge
gcgeactgece

ttcggegteag

tcctegacga
ageggeatgg
cggeoggtge
ggcaccatge
atgcgetgce
agggtggteg
ggocegeacg
aggecegcccy
gegtaggegt
aggtcgagga
tgcgacaacg
geggtgteag
cgagegecag
agggeoagegec
gcctgatcag
acaggtccge
ccgtcagcce
gggagacgec
agtggaccag
tgacgaccca
tgtcgaagce
cggccagecg

tgacgaagac

ccaggacgcec
tggegoeoecgt
cgectteogee
ccgacgegte
cgaggtogta
ccagcaggtg
gggaccgece
gatcgtgtce
cccgcaccag
cgecegegee
ggegggeogt
cacatggcge
gcgecagegtg
gtacacatgg
cacccgctce
cagecogecg
gCCgECLECe
cagcaggatg
catgccgacc
gcgeacatceg
gcggaaggac
gegeagocge

acagcccacg

gtgctecegee
cggattgtegg
geocegegeg
gaggecgace
gccgaggece
gagogectgg
ccgeacggtg
gtagcccagt
ccccaccgge
ggcgacctce
gccgtacgge
aacgcccgta
cggtegecge
tgctegegea
acactggccc
cgcaccaccg
gecgtectegg
tcggagtaga
ttgaggtcga
ctggegtega
gtgtegagge
tccgecgaca

gactcgagca

gcecgecteca
tgggtogege
gtccecggega
cgcctcagge
tccacgagca
gacgtgccceg
geccggecee
gcecgeegete
agcagegoog
tgcaccacac
agggtcccet
cgcactggge
gggoggggte
gegectecca
gectgteegg
accgetggge
agaageoggog
tcttetecac
gggteggeca
ggatctcgta
cgaggatcac
cgacccggcce

getccgegge

gecagecgeag
tgaggtacac
£g88cgcgece
gcagegegea
ccgtgtegee
ccgtgacgac
ccagctegge
cgtactccte
gttcgaggta
cgcgacgeca
cgeoggoage
Ccagcgeggece
agcccagtag
gaccteggte
gtcgggecace
ggocgatgaac
gaccatcccg
cggoaggece
gagcttgecce
gtggtcgtac
gecegtgeegt
cgteogggttg

caggtcgtceg

26760

26820

26880

26940

27000

27060

27120

27180

27240

27300

21360

27420

27480

27540

27600

27660

2171720

27780

21840

27900

27960

28020

28080



gecgtgcageg
gecgatgttgt
cgggagagga
gacgggtage
tgctcegacgg
ctctggeecgg
agtgcgagga
geocttgettt
agecggagegg
tettetttte
cgeogtatceg
tgacctgagg
ggcccggeca
aagccgtgaa
gaacggoteg
ctcgeegega
gcgggcagec
gtcgeceegg
ggaacggegg
gaggacatcg
cgctecectcea
ctcacggtcg
ctgcecegecg

cactceccgeg

gatcctecte
cgaaggtggg
tctccatgge
ggtgetggce
ggcgettcte
gagtgagegg
attccagttg
gcagtgttce
acgtaaatga
ggcacogtgt
gcecggacate
gcgecagttgg
cgcgaaagtg
gtggggcott
acccggeegt
acaccgeggc
cgcacaccgg
tggcctacca
ccgeegeegg
ccgocgagec
cccgaggect
acgcgecgea
gcacggtcce

ccgacttcga

caggggoacce
gtggaccage
caccgacgag
gagggocttg
geecgtecteg
ctgeccgggea
getgaggtte
ggacacaggt
geggeccact
tcaactgecgg
gegttcegac
acgggooace
gacgtgeggg
gatggaattg
ctgggatttc
attcgaccge
caccacgatc
cacgectcgeg
actcccggte
caccgtccceg
catcgaacge
ccteggeege
cgccaaccte

cccecggectg

agacccaggc
gccacggagt
gagtagcagc
aagaaggeceg
aaaagcagceg
tgccegtegg
tcecgegectg
atgcctctcet
ctacggectt
tggtgoggca
ggtgacgege
ggcacacggc
atctgtgtte
tcgetegatg
atcgaaggceg
gtccegetge
ctecgggegga
gacccggecg
gtcgtcagca
ctectggetce
gccgagaacg
cggctgegeg
ccggtggacg

gactggtogg

gettgeogeg
ccgtgaccga
tcagcacacg
cgtgggecte
ggagatcatt
cgatgttgaa
atccggegtg
gegatgtgag
cgeccteegg
gtcgaacgag
gtgeggttce
cgcccgatce
cgecgeoggt
aattcgcgte
gegocggaga
ggccgteggt
cgtgggacge
gtgaggtcge
ccttegeggg
aggtgtactg
cgggottecga
acctgegceaa
gattcgcgga

tggtggagte

caacaggtcg
Gcgccageecs
gocgggtecg
gcgttegage
gacgatcttg
ctcgotgttg
cgcagegtgg
ggtttccaga
ctgaaatgce
ccgtetegee
cgtgtccaac
ttgtcggacg
gtotettegt
gctegecegg
ggaacgcacg
getgegegge
gceccctegeg
caccgtccgg
ccgcacgtte
cctgegggac
ggccotggte
cggetteegg
ccccgogeceg

getgegeteg

28140

28200

28260

28320

28380

28440

28500

28560

28620

28680

28740

28800

28860

28920

28980

29040

29100

29160

29220

29280

29340

29400

29460

29520



gtctccgaac
£CCgageccyg
gtgeccggeca
gtcctecteg
gcecgacgegg
ggggtgaccg
gecctgagga
cgccgaagcea
ggaggescce
accatgaact
ggacggecct
ctcgaccace
tacggtcegt
ggcatcgacg
ctgacgetgce
tacgtgggga
ggcgaggacyg
£8cageceec
atgccgctceg
ctggaggaca
ctcgaccgga
gcacgecteg

ctgectggegg

tgeegttget
gggteggacge
ccctegacgt
acggeggget
ccctegtogg
gegtecotcte
ccctegecga
ccgtggacgce
ggctgegect
tcctcaacga
acgcggagtt
tggecgagea
ccgeecggtgt
tgtcgeccga
gcgegotcat
tcaccggggc
gectgtegtg
cgogggecegt
aggccoggaa
gceccgtaccg
cacggcegagt
ggttegeggt

acgaactcge

cgtcaaggeg

cgtcatggte
cctgeccgag
Cccgecgeese
ccgoceggtg
cgtecctectg
catcggecce
cggeaagegec
cgeggacctg
ggtgacactg
cttcgagacc
gegeogtteg
gatccgcgag
gteogategtg
gtcecggecceg
cgececggetg
cgacgeccte
ctacgtggtc
gtccctectg
gcacgtcage
gatccacctc
cgccgaccag

caagatcaag

atcctcaccg
tccaaccacg
gtegecgagg
cgggacatcc
ctgcacggee
gaggagctga
tcactcgtceg
£0ggeLgagce
cacccgagtg
cgetacccceg
gagcaggtct
cccgegeagg
ctgatcgcce
gtgacggtcg
gacgacgtgc
ctggacgtceg
£aggecgccyg
ccggaccact
gagotggege
ccgggoacge
ggttcctacg
cocggtgetgg

agcatggtca

gegeogacge
£8geCcgcca
cggtoggegg
tggcoggeget
tegeggeegg
cggacgegat
geocgggeotee
accggegeac
tcgecgacce
aggeggtgte
tccgecatcet
tgcgegacge
actcgotgeg
gctgecagga
tgctegtcte
cggtgaccge
tctcoggegga
cgaaccegte
ageggctcga
aggtggegte
ccaagaccgt
cgecggacgg

cggtcaacac

getgogegeg
gctcgacgga
acgcctecce
cgegetegge
CggLgecceec
gtccottgeg
tgaccaccce
Gcgccgecges
ggtcatggac
cttecgeccce
gcgeegetac
getgttccag
getggacgag
ggogatgtte
cagcccctge
cgtegaggag
gCEZEECECEC
cggegegace
cgtcctegte
cctgaaggec
cttccccggg
cggcacgagt

ctcgeegete

29580

29640

29700

29760

29820

29880

29940

30000

30060

30120

30180

30240

30300

30360

30420

30480

30540

30600

30660

30720

30780

30840

30900



agccaggecg
geccgeaacg
gagttccecgg
ttcttectea
caggacttcg
cacaccctca
cggetggeeg
acgaaggegcec
cggetectee
gtcctegecg
cgeecggete
catgtcgtcg
ctoggegteg
ctccagetcg
gtcgacgtegc
gtaccgggcce
gttgagggag
gacggggtog
cgtgtggteg
ccgggtggcg
cgcgetetee
gctggtcage
gaggatgtte

cgeccaggete

cggtggegeg
ccgeccacta
ccgegegece
ccctcocaggt
gggtcatctg
ggctetecac
ggttcatcga
CCEECCLrec
cagaacatgc
gecgtactcte
accgecgacg
acggegtegg
gagaggtcga
gegtggetge
atgtcgtaga
tcgaactcgt
cgggecgecoca
acgaagocacg
tacgagtagt
tcecgecaggt
gggtecgecct
gtggagctga
ccggegtagg

ttgaagaagt

cgegetgetg
Ccggegagece
gacccggcte
gcegttecge
gacgccgatg
cagctacctg
gttcgagtge
CgECLLLECC
tgtcggacga
ccagctgege
accggaacag
cgaactccge
agtccgtget
tcogggtgac
acgaggtcag
cgaaggececg
gcagecgeget
ccgegtcace
ccttgegecac
actccttgat
gcaccttgge
gegggatgta
gcgeocggeat

ccgagtacgt

gagtegggeg
atgcgcttca
ggcgteeget
gcggacaact
tcgtacttct
acccacgecg
ggggacccgg
cttegteggt
ggcgacgaga
ccgggteotge
cggggccatg
cgactgetge
ggacatgece
cttecttegee
gaactcgtag
ccgetegteg
gtaggtggee
gacgagcacc
ccgoagetge
catcgggcat
cgegtoctee
ccagaaccag
ccgettgecg

gcgcgagccy

geogtgtete
ccctgeagtg
ggaacgegec
ccgegetgge
atccgcaggg
acatcgagaa
tggcctgaac
cgcgacgete
ccgeegtega
acctgcgage
ttctectect
ttgagccgea
gccaccaget
gtccagaagt
aagacgccegt
atccgccceg
agatggaccc
atccccggee
ccgtactgac
tcgtcgatga
cggcggacga
ccgetgecga
ttctcgaagt

ccgacccget

ggagctcaac
cctggagege
cagcgegcegee
ccggtecgeg
cggeggcctg
gggcatctce
cgecgegacg
aggacggatg
agagcgggac
cctecetgeat
gecgeeogge
ggacgectcga
ccacgaacga
aggagtccte
actccegeceg
ccagcacgct
cggaggagaa
gccagaaggt
cggtegtgac
ggecgegeoag
ccgegoogac
acgccacaca
agccgaacag

tgtggatgeg

30960

31020

31080

31140

31200

31260

31320

31380

31440

31500

31560

31620

31680

31740

31800

31860

31920

31980

32040

32100

32160

32220

32280

32340



gotggtatte
cgggtogete
cgtgeggtee
gaatttgctc
ggagaaggag
gtgcggaaaa
aatggtcgac
cagcagcaca
geogoecacg
cacgcactga
ggggccaaag
aaggegeoge
actcacccgg
atagatcgeg
gtcgacgtgc
gecoggtottg
gtocgegete
€acccecgecg
ctcggeegte
Ccgggaagaag
ccgeogeage
cggggegatg

gaaggecces

cccgaggegt
taccgcagce
tggeggacca
cgctccacct
aaattccacg
CCgLcgeces
ggcagaagcg
ctgtgeeccct
accacgacgt
tgoggteatce
ggtggacgac
cggggaattc
cgeceggatcec
gtctccagee
aggtecgtgtt
ggogggtegt
cgcagoggac
atgacggatc
atcgccageg
aactggaagg
aggagcccga
ttgcgegeac

goccgeccagg

ccaccacgta
CgCgELccce
cgacaccctt
gataggcgaa
gottggggot
cgagttcgte
actcgectat
gcatggccac
cgaattccte
gegotggtga
attccgtgaa
ccggogeegc
gecacaccee
actggaacge
cggcgagegca
cgaggcagcec
tggtctegge
cgecgeogat
tcgtectgte
cgatgaagac
cgacggtgec
cgaacacgaa

tgagcagggc

ccgggocgac
cccgtoggeg
£Cggeecece
cgaggteggt
cgcaccccac
ggtgacaccg
ctggtacctg
cagggtcgag
gtgetgtect
ctettttgte
tggacagccg
ccggaccgge
gaacaccgtg
ccagtagegg
caccgeggtg
gttgaactcg
gatccacgceg
actgcccagg
cggeoggeatce
caccagcgte
gaacgtgaag
ggtgtcgaac

cgecggecgca

acctegtgct
tcgtccacga
ttgtccagea
ccggagacct
cggaacgtce
agcagatgge
gegaaggtot
agegtcgace
gtactcattc
agggttccac
£86CCEgLECe
gtegggtgag
aggattccge
ctgetggget
tcgeccgaacg
ctggaggega
tccggogegt
ttectgegeeg
aggetgggee
accgccateg
£CCagcecee
tgctecttga

ccggtcacga

ccgtgeegte
catcggtgac
ggatcttgte
tggacgagac
caccgegett
agatgcecgtg
ccttttegag
ccgaagggce
ggoecteceegg
aggactcaaa
cgcgeacgea
acgggggtcea
tgagtgccac
ggtacaggac
tgccceccge
gggtectgece
ccgggatceg
agttgatcge
gcaccacgtt
cgggeagggt
cgtageccgat
cgacgtecgte

tcaccgaggce

32400

32460

32520

32580

32640

32700

321760

32820

32880

32940

33000

33060

33120

33180

33240

33300

33360

33420

33480

33540

33600

33660

33720



cgegecgatg
caccagccga
gcegatgage
ggtgetgege
gtagacgtca
£8CCagcecys
catcgggteg
gtcatgtagg
teggtegeeg
atcacctcga
tgcccggeca
atgagatagt
gocgecgaget
tccagggecg
gtcagcgcaa
agccccacct
gcgecgaact
acgaacccca
agtgagecgg
gcccegtteg
ctcagggcga
ggaggggagt
gtccaaagca

ctggtgggce

agcaggatct
tgggtgecgt
geggggatcea
aactggctce
tgggegtcac
ccggegecega
ccccccagge
cgagcacgag
cgecggtgeg
teccggegge
gcagctecceg
cgcagacctg
ccagcacgaa
ccgeeggete
gctgegegeg
ggotgatgeg
tcaggtgcetce
ccogggeceag
acgtcggttc
ggccgaccag
gcttgeegeg
ctgegtgteg
cggttececgt

aactgggtge

tgctgagcag
tctcgagttc
gggccaggce
tggectggge
ggatgtccce
acagggectg
tgeggecteg
ttcctcgagg
gacgaccgeg
cggetggteg
getgtegeeg
ctccacgtca
ctccatcagg
gtcgaagatc
ctggccacce
ccgetetgee
cgccacggtg
gtgcgacgeg
ggtcageceg
tccgatgaca
geggeegtac
catgactcca
tgccggegge

ggtacagcte

ccagegeggce
cctggegate
ggtegecagg
gcagttggce
gcccaggtag
gacgcggaac
gtgegggeeg
gtgaccgget
ctgetgtget
aactcgccge
gcgacctgcea
ccgaggaggt
ttctgcagga
agcagctceg
gagagctgec
aggaccgggt
aacgegeecgt
ttggccgecg
caggccaggt
CgLECCgLECEL
ttcttegtca
tcctegaatt

cgtactttcg

ggagtagaga

cgggtgacge
aggggagecsc
aacagcaggg
gagttgtcge
agcaggtaga
tgccgecage
cgggaacgec
cggaccggta
tgeccgetgtg
gggccgegac
cccgggoegte
gcgaggagag
acceccoggog
gocegettgge
cggecttetg
CCCagocegg
acaccggegt
gacgcgagec
geaggagggt
ggacgotgag
agecctccge
ccgeccogtt
geeggtegge

ccgecgecgg

tctggttcca
cccagaaggt
tgttctggaa
agttggcctg
cggegatcac
tgagccacat
ggccgeccgg
gggeagtgeo
ctcgaccgag
Gcageccgeece
gcacagcacg
gacggegetg
cgccaggeee
cgecgegatg
ccecggegetg
gttcatcttc
gttectgegeg
gaggacgctc
cgatttgccg
gtgcacgtcg
gtgaagcacg
cacggcatca
cacggeccctg

ccagcagetg

33780

33840

33900

33960

34020

34080

34140

34200

34260

34320

34380

34440

34500

34560

34620

34680

34740

34800

34860

34920

34980

35040

35100

35160



gtegtgegte
ctggatggte
£aggegcccgc
gacgacgatc
gccggacage
gatcgteggc
Cgeecegeece
gaccacgecg
gatccgeace
cttgcecegeg
cacgtegttg
cagtgagggc
gacgggeeega
gggacgeteg
cagcgeggtc
cagcagcagg
CCagecgecg
gaacagcagc
cttggagaac
ggagatgttg
£CgLeccage
catgatcagc

gaccagegtc

cccegetect
gacagecggt
tggatggcca
ggaggegact
cggtagecge
cagatccgceg
tacagcaggt
accgtgttct
gttccecgagg
Ccggacgeec
aggaccagceg
agggacactt
gecggtgeecgt
gtgatcageg
atgacgtcge
gcgaccatgg
aagccgtaca
cgtgegtgea
tcggeggact
aaccgctegg
ttctccagee
gecgeoacgg

agcagecgteg

ggatccgece
gcgegatgac
gcteggacte
tgagcaggag
ggtcgeeogac
ccgectegea
tggccecggat
geagegagec
tggegtogta
cgaccagege
CECCgLLLCe
ccteggeoget
cgeecgttege
gettcaggte
tctggatgtt
ccaccagegt
ccatcgecgt
cgtccatcga
cgteccteegg
tcatcatcga
getgggegat
tgatcggcca

acagcgactg

gtegtegatg
gagogaggte
ggagtccagg
ccgggogatg
gaccgtgteg
cgcctggacg
getgtegteg
gagggtcagg
gagecgtggce
cgtgageecgg
ctgctegete
ggggtagegg
Cgaggcgecgs
cagcacctcg
cgtcagetgg
gcecgatetge
ggtgacggte
gatcgecgatg
acggecgtag
gcccagettg
gatcttcccg
cgagaggtag

cgacagcage

acgaggatct
cgccoggtea
tgecgeegteg
gccageecget
agaccgtceg
atctcggget
aacaggtgeg
tcgeggacgt
accaggtggg
ccggecgees
ttgegetgeg
aaggcgacct
gccggcagee
aagacgeggt
ttgacggege
agcgagccegt
gtgagcaggg
tcccggacga
agcttgacga
gegtegttet
gggatgaaga
agcatcgecg

gaggtgagge

geteggegte
gggeggtott
cctegtecag
gcttetcace
ggagetggga
cggaggegte
cgtecetgggt
cgtggeecgee
tgatcgtggt
cgtggaaget
gcatcaactc
ggtcgaactc
g8CEELCECC
cgaagctgac
cgtacagcat
cgatgacgaa
tgacgaggat
ggoeccgectt
gcatcgegee
gecatgeegge
acagecgggat
cgagcaccag

cctgttgggc

35220

35280

35340

35400

35460

35520

35580

35640

35700

35760

35820

35880

35940

36000

36060

36120

36180

36240

36300

36360

36420

36480

36540



gcccacgatg
Cgccaccggc
ctggeccgace
cagtccggeg
gtcatcgatg
cgtcgecacce
cttgaacgtg
cgtgcccatce
cgetatgtgt
gcttgtcgag
ggtgcceegea
cgcccaggtg
cCacccgecy
gcgectecce
cgttgagegt
gcagocgeac
cgtecgeacg
tcgecagetce
gatccagggc
CCEECLLECEC
ccgtgtgcag
tgatcatgag
cggtgacgaa

gtegtegegg

tcggtgttga
tgccgotgga
cttccggaga
acgagccogg
atcattttga
atgaccatcg
ccggacctga
gtegggtegt
cgegtegetg
gaactcgacg
gtocgggatce
cggeggeggte
cagegecess
gecccoggac
cgcggeceag
cccgetetee
ggeecegggty
ctgegegate
ctcgatcagg
gteggacgge
cgeeggegte
caccggttceg
gtgcggggce

g£80CECCCE

tccggetgac
tgtgegagaa
accacgtctg
cgaggecgaa
gegtcagegg
ccatggcccg
ceggotgegg
gtcccacggt
tgtggegegt
atcgcogegt
tccacgagat
atgaggtcgt
cggeggtegt
agctcgaaga
aacatccgga
accagtgccg
gcgatgagcea
atcgccccca
ccottggegt
gggacaccce
tggtgcagee
CCCCELCCeg
CECCELCCeg

gtggtaccgg

cagegacceg
caccgeggte
cgtgtagacc
cacgacggac
gatcgacacc
gcggtagege
gtccaccagt
cacggagact
cgetgtgtet
tgaccgegtc
cgcagtegeg
cggogaaggt
ccatgatgtc
cgtccageca
acaccgtcga
tctecegeccg
ccgegoaceg
gggaggtgce
cggeggtceat
ggtggtcgaa
tccaggcatg
cacgctggta
cggtetagte

ccggeoecgg

gtotgegtge
cgcaggtcga
gccacgacgt
gtcttecegg
gtgatcaggg
atggegtagg
ccttegacce
ctcctcagtg
cgteggggce
gggeogeteg
aacggecteg
cacgacgcega
gg8cccagece
ggeggtcacce
cgoggegteg
cgtctgggec
cacgagttcg
cacgatccgg
gtccagecage
gacgaccgtg
gecggecgag
ggcgatgegg
catgeceogect

gggeggotea

gegtgaagaa
agatgaggcc
tcagcaggge
ggatgatgcec
agtcgacgat
gaatgatccg
gcagtccgat
tgtgtegegt
tcgegtcagt
aagtacccga
gcgaccteca
Ccagggegeces
tgcogggect
gecetggtegt
tacgecggeceg
cgecgogegg
ggatgeccga
cacggegeca
gagtacctge
gagtagccceg
cccgagecca
acgececcca
ctccctecte

ctatcgcacg

36600

36660

36720

36780

36840

36900

36960

37020

37080

37140

37200

37260

37320

37380

37440

37500

37560

37620

37680

371740

37800

37860

37920

37980



cggccacegs

caactgeggt
cggttgatce
caagtccccg
ccaccttgte
ggctegtega
tcecegetege
aggacggcct
agctcaccga
tgcgtcgaaa
agctcgaacc
tggacgteeg
ggctocgett
ttccegtecca
ggatgaccgce
ccgtgtteeg
tcgacgggac
gccctatagt
aaaccctgge
taatagcgaa
tggcgectga
tgcactctca

acacccgetg

geggggoagt
gatgccctca
gotgtgtegga
cgctteottee
agcttccgac
ccgggtegee
gcactacgga
cggectegte
ccatctegee
ggacctggag
cctgagecce
gecttetggte
ccggcaggag
cgtegecgac
cgacctggac
gctgggacce
cagcctectce
gagtcgtatt
gttacccaac
gaggcocgea
tgeggtattt
gtacaatctg

acgcgaaccce

gtgegegeeg
gttggacacc
gctgagecat
gcaccgeecg
cttccagcca
tactacgcca
ctggactcgg
gtcgagccceg
gaactgacag
aggctgacgt
gtgtacaaca
tcggegetge
gacgccgeee
cteggeteceg
CECCCogege
ggccatgtce
gtgttegeceg
acaattcact
ttaatcgecct
ccgatcgece
tcteccttacg
ctetgatgcee

cttgeggeceg

cacgtccatg
£8CCELECCEC
attgggccge
cctggegege
cccggetgac
ggctgoecge
tgtacgectt
tcctgetetg
ccgactgagg
ccggtcaget
tcgeecgagta
ggtectgecct
ccggacagta
caggggaccce
accccctecac
tctggtacca
gtgggatcce
ggocgtegtt
tgcagcacat
ttcccaacag
catctgtgceg

gcatagttaa

gacacccece
gtccaagcag
cgtgageccac
ccgtegegee
acccgagaag
cgaggagatc
cgecectgtge
ggacgtcgac
gcocttegagg
cggegtotgg
cgtggagatc
cgacgaggcec
cgtcgacgac
gCgcgecece
cggeeeogetg
gegtgecocac
cgggtaccga
ttacaacgtc
ccccottteg
ttgegeaget
gtatttcaca

gCCagccccy

ggececgegte
geceoggeega
tgacgcccac
gagggaggea
atccggtect
ggegocgacg
ggagacatcg
accatcaccg
gggaggacega
tacgcgcage
cgcgegcgaceg
cagacctacc
tcgetggage
geogtggagt
gecgecoacg
cacctegtce
gctcgaatte
gtgactggga
ccagetggeg
gaatggcgaa
ccgecatatgg

acacccgceca

38040

38100

38160

38220

38280

38340

38400

38460

38520

38580

38640

38700

38760

38820

38880

38940

39000

39060

39120

39180

39240

39300

39331



<210>
211>
<212>
213>

40

ADN
<220>
<223>

<400> 40
atcgaatata

ccattgttca
tttcagcacc
tgacgaagaa
gaggtegecg
atcatctaca
acgcaggtat
caaatcagcg
cgacacactt
attttgtcca
cagcaggcat
atacttgcce
atacaagtgg
gtcccagact
agaccgacga
gggacogtgg
ctaataatca
gatacgagtg

ggtcccagac

40551

acttcgtata
ttccacggac
tgtegtttce
gaacggaaac
ccccgtaacc
tatcacaacg
cgtattaatt
acactgaata
gcatcggatg
cataaccgtg
acaaccgceac
ttgacaggca
gaccgtggtc
aataatcaga
tacgagtgge
tcccagacta
gaccgacgat
ggaccgtggt

taataatcag

Secuencia Artificial

fosmid pXYF24 Sint B ico

atgtatgcta
aaaaacagag
tttettttea
gccttaaace
tgtcggatca
tgcgtegage
gatctgcatc
cggggoaace
cagccoggtt
cgcaaaatgt
accgaggtta
ttgatggaat
ccagaccgat
ccgacgatac
accgtggttc
ataatcagac
acgagtggga
cccagactaa

accgacgata

tacgaagtta
aaaggaaacg
gagggtattt
ggaaaatttt
ccggaaagga
ccatcaaacc
aacttaacgt
tcatgtccga
aacgtgecegg
tgtggataag
ctccgttcta
cgtagtctca
aatcagaccg
gagtgggace
cagactaata
cgacgatacg
cegtggtece

taatcagacc

cgagtgggac

ttagcgatga
acagaggeca
taaataaaaa
cataaatagc
cccgtaaagt
acgtcaaata
aaaaacaact
gctegegage
cacggectgg
caggacacag
caggttacga
cgetgatagt
acaacacgag
gtggtcccag
atcagaccga
agtgggacca
agtctgatta
gacgatacga

cgtggteocca

gcteggactt
aaaagctcge
cattaagtta
gaaaacccge
gataatgatt
atcaattatg
tcagacaata
tcgtcgacag
gtaaccaggt
cagcaatcca
cgacatgtca
ctgatcgaca
tgggategte
actaataatc
cgatacgagt
tggtcccaga
tcagaccgac
gtgggaccgt

gtotgattat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

120

180

840

900

960

1020

1080

1140



cagaccgacg
tctggeetgt
catcagggtg
gttggaacac
gctccaggag
agcacagaag
tgctcatgaa
tgaagtgcat
gatttaggca
gcatcagecca
tgaccacgtt
atctgctcat
gctttacgac
geceggtgtet
gtaagcagct
tcacccegga
gcattaccgce
ggtgtcegata
ggcgeacget
tgcagacagg
caatggcctg
cacgtacaac

acggggactg

atacaagtgg
aacaaaggac
ctggetttte
gagacctgtc
caaactgatg
ttaaaagagt
ggttagatgce
cacctgaccg
atttggeggt
gcgcagaaat
cataagcact
catccagctce
ggcgactcce
gttgaccagt
cctggtcacg
gcacttcaag
gagccattac
acgaagtatc
tcattatcta
ttcccaaata
ttcaaaaaca
attttttaga

agagccatta

aacagtgggc
attaagtaaa
aagttcctta
caggttaage
tcgtgagett
gataacttct
ctgetgetta
ggcagatagt
gttgatacag
atttccagca
tgttggegcga
gccaaccaga
atcggcaatt
cagtagaaaa
ttcattacct
agtaaacttc
tcctacgege
ttcaaccggt
atctcccage
gaaagagcat
gttctecatce
accatgctte

ctattgetgt

ccagagagaa
gacagataaa
agaatggcct
accattttat
aaactagttc
tcagcttcaa
agtaattcct
tcaccggggt
cgggtaataa
aattcattct
taatcgttac
acacgataat
tctatgacac
gaagggatga
gaccataccc
acatcccgac
gcaattaacg
tgagtattga
gtggtttaat
ttctccagge
ggatctgacc
cccaggcate

atttggtaag

tattcaggce
cgtagactaa
caattttcte
cgcccttata
ttgatgcaga
atatcacccce
ctttatetgt
gagaaaaaag
tcttacgtga
gcaatcgget
ccaatctgga
cacttteggt
cagatactct
gatcatccag
gagaggtctt
cacatacagg
aatccaccat
gegtatgttt
cagacgatcg
accagttgaa
tttaccaact
ccgaatttge

caaaatacgt

agttatgctt
aacgtggtcg
tatacactca
caatactgtc
tgacgtttta
agctttttte
aaaggetttt
agcaacaact
aatattttcc
tgcataacge
taatgcagce
aagtgcagca
tcgaccgaac
tgegtectea
ctcaacacta
caaagtaatg
cggggcaget
tggaataaca
aaaatttcat
gagegttgat
tcatcecgttt
tcctccatee

acatcaggct

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520



cgaaccettt
cggaggtgta
cgacattaat
catgagcaac
cttcatcaaa
taatgtcaag
caagatagaa
gatacattga
tcagagccag
gggcageaac
acacatcacg
ctcgaatttc
gagaagaaac
tcgetteegg
cagegtttat
tgoctttgegt
gtcatcaaaa
gagcacatac
agcgagegaa
gcgcaagaag
caattcagag
atatcaggtc
atttggectte

aaacagcaaa

aagatcaacg
gtcaaacaac
cgtgecgata
agtttcaatg
tttgcccatt
ccccggecag
aggcaggaga
ggctgttcce
atcctgagea
cccgatcacc
catatgatta
catatccggg
cccaactaaa
gctgteatca
gcactggtta
ttttttatta
aaccgcaaag
ctcagtcact
ctggcgagga
aaatatccac
taataaactg
acatgacgaa
cttaaaaatt

actgtgacaa

ttcttgagca
tcagcaggceg
cccaggttag
gccagtcgga
aactcagttt
caagtgggct
gtgtettetg
tgggegtogt
agatgaacag
ggtggaaata
atttgttcaa
tgeggtagte
tcogetgett
ttaaactgtg
agtgtttcca
aatcttgcaa
ttgtttaaaa
tattatcact
agcaaagaag
cgtgggaaaa
tgataatcaa
gggaaagaga
acagttcaaa

attaccctca

gatcacgaag
tgggaacaat
gecgegetgte
gcatcaggtg
caatacggtg
ttattgcata
catgaatatg
taccttccac
aaactgaggt
cgtcttcage
ttgtataacc
gecocctgettt
cacctattct
caatggcgat
tgagtttcat
tttactgcaa
taagagcaac
agcgeotecgee
aactgttctg
actccaggta
ccctcatcaa
aggaaatcaa
aagtatgaga

gtaggtcaga

catatcgaaa
cagcacatca
aataactatg
tggatoggte
cagagccaga
agtgacatcg
aagatctggt
gagcaaaaca
tttgtaaacg
acgtcgcaat
aacacgttge
ctcggeatcet
ccagegeegg
agecttecgte
tctgaacatc
agcaacaaca
actacaaaag
gcageogtgt
tcagatagct
gaggtacaca
tgatgacgaa
ctgtgacaaa
aaatccatge

acaaatgtga

aactgcagtg
gcagcacata
acatcatagt
ggcagtttac
caggaaggaa
teottttece
acccatcecgt
cgtageccct
ccacctttat
cgcgtaccaa
tcaacccgtc
ctgatagcct
gttattttce
atttcatgac
ctttaatcat
aaatcgcaaa
gagataagaa
aaccgagcat
cttacgctca
cgeggatage
ctaaccccceg
ctgcecctcaa
aggctgaagg

cgaaccacce

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960



tcaaatctgt
ggaaaatacg
tggagttctg
catacgectgg
gacgatgect
atacggattg
cccgataaag
actgtgcgea
ctettcaggg
atccttactg
ctcgcagata
cagatacagc
tgactggacg
catgacagat
tcaataagca
gttaagggca
ggcaatttgt
aaaaaagaag
ggataaccce
tceotggtge
cggegtgege
tggtttaaaa

gcaaatgctg

gacagataac
atatgagtcg
ctgttgatct
taactttgag
gagccatcceg
gtgatttctt
aagggaatga
cgtttgataa
cgataaaaaa
gctteccgeag
ccgtecatgtt
atacgttttt
attcgeggge
ccatgtgaag
gggataactt
atttgtcaca
cacaacacct
atctaaaaac
aagggaagtt
ttcctegete
ggtcacgecge
gcaggttaaa

gattttetgce

cctcagacta
tctggeggce
cattaacaca
gcagctggta
gcttacgata
ttgtttcact
gatatgggtt
accaaggaaa
ccacttcott
aggtcaatcc
cctgtagggt
gatccecggga
tatttttacg
tgtgacaagt
tgtgaaaaaa
gacaggactg
tctctagaac
tataaaaaaa
ttttcaggca
actcgaccgg
acagggogea
agacaggtta

ctgtggacag

tcetgtegte
tttotttttc
gacctgcagg
acgctctatg
ctgacacagg
aagccgaaac
gatatgtaca
agattcatag
ccccgogaaa
gaatatttca
gccatcagat
gagactatat
tttcttgtga
ttttagattg
cagcttette
tcatttgagg
cagcatggat
ataattataa
tcgtgtgtaa
gagggttcga
geccctggtta
geggtggeeg

cccctcaaat

atggaagtga
tcaatgtatg
daagcgecgec
atccagtcga
gattcgtata
tgcgtaaacc
ctgtaaagce
cocttttteat
ctcttcaatg
gcatatttag
tttectgatct
gcecgectcag
ttgataaccg
tcacactaaa
tgagggcaat
gtgatttgte
aaaggcctac
aaatatcccce
gcagaatata
gaaggeeees
aaaacaaggt
aaaaacgggc

gtcaataggt

tatcgeggaa
agaggegeat
ggaagtcagg
ttttcagaga
aacgcatgge
ggttctgtaa
ctotggatgg
cgcecggeate
cctgeecgtat
caacatggat
ggtcaacgaa
tgaggtegtt
ctgtttcecge
taaaaaagag
ttgtcacagg
acactgaaag
aaggegctct
gtggataagt
taagtgetgt
cacccccctt
ttataaatat
ggaaaccctt

gcgeecctca

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340



tctgtcagca
gcccctcaag
gaaactegeg
cggccgaaat
agtgtcaacg
acgecgecse
cagggccata
tcgetegact
ttcattaggt
cgaagatttc
tcatgacaga
tctctacgat
agcttctctg
ggccaaggea
atcgcaaact
tccgttgaac
gcatacagca
aacgtcacac
ctgtecgtea
tccatgagct
tcctggtgte
tgatcggeac
attttttgag

tggatatacc

ctetgeccct
tgtcaatacc
taaaatcagg
cgagectgec
tcecgececte
CCgLCceces
gacggocgce
goggegagea
tgttetgtee
tattgttcct
acactacttc
aatgggagat
tttaacagac
tttattctca
gcaccecggtg
tgatggactt
tgtgcatecge
cgtcagcage
cttcccagat
tatcgcgaat
cctgttgata
gtaagaggtt
ttatcgagat

accgttgata

caagtgtcaa
gcagggeact
cgttttegee
cctcatectgt
atctgtcagt
tgtctegeac
agcccagegg
ctactggctg
attgctgaca
gaaggcatat
ctataaacge
tttcccgact
aaaaacagca
ggataattgt
ccgggoagec
atgtcccate
ataggaatgg
ageggoggcea
ccgegettte
aaatacctgt
ccgggaagec
ccaactttca
tttcaggage

tatcccaatg

ggatcgegee
tatccccagg
gatttgegag
caacgecgeg
gagggeocaag
acggettcga
cgagggceaac
taaaaggaca
taatccgete
tcaaatcgtt
tacacaggct
gtttegttcg
tatccactca
ttcagcatcg
acatccagcg
aggctttgca
cggaacgtat
accgectcce
tctgtectte
gacggaagat
ctgggccaac
ccataatgaa
taaggaagct

gcatcgtaaa

cctcateotgt
cttgtccaca
gctggeccage
ccgggtgagt
ttttcecgega
cggegtttet
cagccgaggg
gaccacatca
cacttcaacg
ttcgttaccg
cctgagatta
cttctcagtg
gttccacatt
caaccgcatc
caaaaacctt
gaactttcag
gtggtgtgac
caatccaggt
ctgtgcgacg
cacttcgcag
ttttggcgaa
ataagatcac
aaaatggaga

gaacattttg

cagtagtcge
tcatctgtgg
tccacgtcge
cggeecctca
ggtatccaca
ggegegttte
cttecgeecctg
tggttetgtg
taacaccgca
cttgcaggca
ataatgcgga
gataacagcc
tccatataaa
agactccgge
cgtgtagact
cggtataccg
cggaacagag
cctgaccgtt
gttacgecge
aataaataaa
aatgagacgt
taccgggegt
aaaaaatcac

aggcatttca

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780



gtcagttget
gaccgtaaag
gatgaatgct
tagtgttcac
gagtgaatac
ttacggtgaa
agccaatcce
cttecgeeccce
gectggegatt
tgaattacaa
ttggtgecct
cagaaattcg
ggggttcgeg
cgggcagtga
tacactttat
caggaaacag
agcttgcatg
ccggttecgg
cggcttecacce
cgtgatcgtce
cttccgecacg
gatgctgaac

cgtegtetac

caatgtacct
aaaaataagc
catccggaat
ccttgttaca
cacgacgatt
aacctggcct
tgggtgagtt
gttttcacca
caggttcatc
cagtactgceg
taaacgcctg
atgataagct
ttggeogatt
gcgcaacgea
gcttecogget
ctatgaccat
cctgecaggtc
acgccgtace
ccgetgaacg
gcgatcageg
ccctgggtgc
ctgeecggeceg

ttcctgtaca

ataaccagac
acaagtttta
ttegtatgge
ccgttttcca
tcecggeagtt
atttccctaa
tcaccagttt
tgggcaaata
atgccgtttg
atgagtggca
gttgctacge
gtcaaacatg
cattaatgca
attaatgtga
cgtatgttgt
gattacgcca
gactctagag
ggccgacgat
agctcgegge
tgatcatcct
ccgtgetgee
agacctgggt

gccgcaaaca

cgttcagetg
tccggoeottt
aatgaaagac
tgagcaaact
tctacacata
agggtttatt
tgatttaaac
ttatacgcaa
tgatggettc
£8e0geLece
ctgaataagt
agaattggtc
gctggoacga
gttagctcac
gtggaattgt
agctatttag
gatcccacgg
cctgetegge
gctggtgaac
ccgcaggacce
gatcgtectceg
ccgettegge

cagcegtetg

gatattacgg
attcacattc
getgageteg
gaaacgtttt
tattcgcaag
gagaatatgt
gtggccaata
ggcgacaagg
catgtcggea
taattttttt
gataataagc
gacggeoceogg
caggtttcce
tcattaggca
gagcggataa
gtgagactat
tteottetoce
gtcgeccateg
atcggcacce
cggeocgace
gtcgeogegt
atctggatgg

gccgaggage

cctttttaaa
ttgeccegect
tgatatggga
catcgctctg
atgtggcgte
ttttegtcte
tggacaactt
tgctgatgce
gaatgcttaa
aaggcagtta
ggatgaatgg
geggeegeaa
gactggaaag
ccccaggett
caatttcaca
agaatactca
gggtccacce
cgatcctecge
tgttegectt
tgccecgege
ccctgtggct
cggteggegt

gcgegcgeeea

6840

6900

6960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

8040

8100

8160



acggacgtcg
CgCCgCeege
ggeggeogeag
ccaggtecgac
ccgacteccac
gacccggeac
ccecgecacca
ggooggtgte
ggtgogaceg
tcgagtttca
tgcggagaag
agcaccggga
goceggeotgac
tgggtggece
cggtggctcea
ccgacteccac
tcagcgactg
ccgtgeeggt
acggagggot
tgeggeggege
aggtectgegt
acttcaccgg

agaccggtce

cctggeggge

tcctgaggee
gggoegeace
ctegeggteg
catgecggtcg
cCCgegeece
gcccteoeogeg
tcegteggge
atccatggeg
Ccgcgegeess
gegtteccge
gteggeggee
ggeegegtee
gctgtacgte
cggctggage
gggagccaac
geogggegte
goggteocte
cggggeggte
gatgetgegg
CEECECCEEC
ggccgecgag
geccoggegt
£88CCELECC

gggggegteg

ggcgecotece
gCEgCECLELC
gccgtgacca
tcgeogetge
gccccetegg
gccageeggt
accgacccga
tcagggtcce
aggacgececg
gteggtgacg
cccgtggegeg
g88ECCECCC
cccaccgacg
ggtccgeact
ggctacgtcee
gacatcgtge
ggcaacccge
geccggeaceg
cgcgaggece
gCCCageccg
acgggegtge
ttectegetge
acgttottct

ccegtegege

ggogctacce
cggtgacgte
ccaggaccgg
CCgLELCcee
tcaccaggac
cgcgoagecg
ccacgttggc
acgeoggcgee
ggaacacatg
CELCELLECCE
cctecgtcaa
acggtgactg
geggtetget
tcgtcoceggt
acttcctegg
acgcgatcca
accgggtecc
gcaccgtgca
cgaacggcaa
cggecgeotege
tggogtggag
gcceecgtgee
ggacggacgc

tgggeggtac

gtccecgeege
agegeccagg
geggtegece
gtccaccegg
gatctccace
ttcecgeggeg
ggcgtegacg
ccggecgtec
aacgatcgac
Ccaggaaggge
ggacggacgt
gctcacccge
gegetggacg
ggocggecte
ccgcaggeag
gtaccagacc
ggaggagecce
cgtgttegtg
gtggaaggeg
gctcaccgac
ccagtccaag
gggeacggte
cgagagogece

cccggeogag

ggcgeoccags

gacgtcacce
gcctecgeca
acaccgggga
gggeoecgggt
cccecggeget
atcacgagca
gegtegegge
atatgatgtg
cacctggcga
gccgecogeee
ggcaaggacg
gagaccgeeg
acgcacctgg
Ccgcgaggece
ggactcgect
ggaccgeteg
CgLELCLCEC
tgggaggace
gggeggateg
CCCEEceece
goggocctgg
getgegegege

cggeogtgeg

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600



cggtgecteeg
acggcacggce
acgcgetgac
tggtgatggc
acggcctcte
gaggtcagce
ggatcgectt
tcttgtegta
tgctgegege
ccgaggtcag
tcttcaccte
cgetgeeogte
gettgtgegt
cggtgacecgt
ccatgtagtg
ggeecggeegt
cgtcecgectt
cggectgeceg
ccaccttgcce
gcacgttctg
ggtcgaccce
cggcgageac

gCCELCEECE

cacgtcgectg
cgtgetegge
cgagtcctge
gctgategge
gctcaccegg
gccegtegeg
ccacagetgg
Gcgccacgggs
gaagtccgee
getgteggeg
gctcagcagg
gccgacgecg
ccecggeogete
gacgecgecg
gtccatgegg
cgagtacacg
ggtgcactce
geggecctee
ggtgcccagg
tccggaggtce
gtcgatgttc
gacggocage

tccgeeogeceg

gacggctacg
atgggeggca
cagggecgcte
gecgacggea
tgggacgtce
ggcgacttct
tcggectgeg
agcatgacgg
aggctggtca
atcttgtacg
gcgatcatga
tgecgggtee
aggtccagge
atcgecgtcga
acgccggaca
gagttgaaca
gggegggtga
gegatgtgea
ccggegttgt
ggcagettet
ccgttcaggt
agggacagca

gactcgggct

actgtgtegt
cggagaacga
cggecctgge
ggcccagggt
teggegecty
tcgeggacte
getgegegee
tctccatgga
gcgaggccag
tettegtgeg
actgetgetg
ggacgaacgc
cgctegtget
ccagcccectt
tcttctecac
tgacgecgete
cgagggtgtce
tgaccagege
ctccggeacg
cggggeggte
cgctgtagag
ggacgatgeg

gcgeacgecg

cctegectac
£8CCECCELC
cctggacggg
cgecogecag
agcgegecegt
ggggatctce
caccacccgg
cgecegggteg
ctecggagteg
gctgecgaac
gaggectatg
cagggagteg
gtccttgatg
£aagecgece
ggtecttgace
gecctgegga
gegegggatg
ggtgtccgac
cgagtccgag
ctcogecgagg
ccagtagccg
tccccagege

ggactcecgtg

cgtgaccagg
ttctggtggt
Cgggeccece
gaggacggeg
cgeecgtgeceg
gcgtcggage
ttcggetege
accccgttca
gtggtcaggg
aggtcctget
cggecccaggt
gtgcecgtcca
ggctegtcga
aagtcgatct
acgcaggeceg
agggegeage
ctcacggcga
CggLgcegccce
ccgaggacca
gecctegteca
gtgccccceg
cggegetteg

gtggcgetgt

9660

9720

9780

9840

9900

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10980



gegtcatggt
ggggegagac
cggcacatce
cttgaccact
ctttcacgag
aaggggtege
agtacgagtt
tgtacctcge
tcetggtega
CCgaccgeecg
ccggactgeg
tcatccecga
tcgtetegeg
agggecoccat
acgaccgeac
ggttccecga
ccgecaaggt
cggecgeccte
ccgtgcagte
agcggaagta
cggacgcgga
agacggatct
tgcgcgagga

ccatgecegt

tecttgggttce
cggtccacag
tgcacgggty
cttaaggctg
gteggagety
cgtceggtet
getggttcag
cgagtgtctg
cgacggetce
tttcecggetg
gaacacgcac
gtacgcctac
caacgtgcag
gcagaagaac
cgtetggaac
aggegtgetg
cgacgtcatc
catcacccag
ggtgageege
cgatctegee
cgaggagtac
caccatcatc
geggetggoe

gcageggegt

ctcteccteac
atgegttcac
gaattagcac
gaataagatg
ctggtegegc
ggacgatttg
ccgegteotga
gaatcgatcg
accgacgggt
gtccgecage
cccgegeeoge
gaactcctgg
atgatgaact
cggecgegega
aaactcttce
tacgaggact
acggacgtcg
cgccactcceg
ttccteggeg
tgcctgaagt
cagcacgcct
gacgagetge
gaactgctceg

ttcecggeget

gggcteogeg
gtcagtggga
ggctcagega
tgtcgggect
g8agcgeccyg
gtgtccegge
gtattgtegt
cgecggeoagte
ccgtgeggat
acgcccacgg
agttcctcge
tgcgecacget
ccaccaagaa
cgcacatcac
ggcgetectt
cgtgggtcaa
tctatttctg
aactgtcgaa
accggegetce
ccgacctect
tcatgaagtg
ccgeggactce
aggtcatcga

acctgaacta

cggeggagte
gaactatagg
tgaatgccac
gtgaccgtcg
gaagcogega
gggcgaaatg
gcoccttecag
gttccgegac
cgeggeggac
accgggocac
cttegtggac
cgaggagtcc
gtggcagtca
gaagttcgac
ctggaaccag
catgtacgce
gegeogeogg
cctcocgggac
gcgtgagtac
gctccatetg
ggccaacgag
ccgegtcaag
gttcgagege

ccecgtaccte

gggeccgget

cagcggtcca
atgaaccgac
tggaggeege
agcctcacat
tcttggtagg
gacgtcgagg
ttcgaggtca
ttectgegeceg
gegeogoaaca
ggtgacgacg
gagtcggact
ccgetgcaca
gecgetgatet
aactccatca
cacttccgeg
gacggcggag
cgggtogege
geggacagcea
aaggtgctce
ttcctcegacg
tggctectgg
cgeggeggto

ggggaccees

11040

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11460

11520

11580

11640

11700

11760

11820

11880

11940

12000

12060

12120

12180

12240

12300

12360

12420



gegtgggeot
tgtccggage
tccgettecat
agaagoaggg
aggacagtaa
ccaccegect
tcctcageceg
€Caacccgee
gcaaactcaa
gcgaccaget
tccgegtcac
geggtgageg
cccgegteca
gctggaagac
aggagaccce
gggagategt
tgcccetgge
acctggceege
cgegogeccea
gegteetgge
ggtgggactt
aagacctcat

gaaacgaacg

cgacaagaag
ccgetggage
caacgtgcac
gcgecatgcag
gcagaatcgt
caagcgcaag
gggactgttc
ctaccgctac
gctgegegte
ggagetgege
cagcatgagc
ctggtgcacc
ggcgggaacc
caccttccac
ggacgggeac
cgtgcaccge
gacccggtgc
ggaccagetg
cggogoggaa
€CCCEoCgcy
cttcctgege
ggtgaagatce

ccgetacgag

gcctacegge
accggetceg
aagaagcaca
atcacgacgg
tactgctatg
ggccagtggg
cgctaccggg
gtcgacaaga
gagatcgtge
ggegtctace
ggcgcgeegac
ttcteccgeca
gacgeggacg
gtcgagggce
tactccatge
aacggetceg
gactggcagg
accccggage
cgcteegtac
atgecggacce
cgccaggace
gagcaggatc

acgcaggccg

tggacaagga
acctgctcac
tgtoggtgaa
cgaagaccgt
actgggcegg
tcgagggcac
gcatcgaccg
acacccgcat
gctgeecggat
tcggecccaa
gccacgacge
agctccccct
tcccgeagte
gcaagtcggce
cgtcctecct
gctatctegt
aggacggcte
agtaccgcte
cgctcacctg
tggocggega
tgtcggeecgt
tcatcgagge

aggcctacga

getctegetg
cctcaccgga
ggcgategee
ctacgegecg
cttcgaggeg
ctgggacgte
£8ecgecece
cctcoeggte
caccaagcac
ggteccggag
acgegtccac
gagcecgtctg
ctggggeatg
catctatcce
gcagaccccg
gctcttegaa
goctgtggate
cgeccaccte
ggacggecac
catcccgetg
ggcccgegag
gttcccgeag

ccggetgteg

cacggetcge
acggegtacg
ctgcggaaca
caggcgaccg
cgcatcgaca
geecgeoggte
ggcagegeoceg
ttcctccagg
cgtgtegteg
tggggcaage
ttcaccccgg
gtgcccaagt
ggcagcaacg
gtgatggege
gagecgogace
cgagegacce
cagggeecgtt
gtggtgcget
gagttccget
gcggeeoggac
gaccggcteg
gagtacgaga

ctgetegtce

12480

12540

12600

12660

12720

12780

12840

12900

12960

13020

13080

13140

13200

13260

13320

13380

13440

13500

13560

13620

13680

13740

13800



actcggegat
cctacceccga
gcacccagta
gcctggaaca
ccgtecgeat
ccaacaacca
ggcacggeac
agcgetatct
acagcttcte
gcggetacce
tccgecgeag
gcgacgacca
ccgegegtge
tggacceggt
tggecgacct
actacgtgaa
acaccctgeg
cgtccgagga
agcggtaccg
ggctecgecga
cggocgtege
ggaactcgga
CCCageeege

CCCCECCCEc

gcccgaccac
CECCCEECEc
ctcggacage
cctetgggtg
gtggtegeog
cctccoggac
gcecgetgaag
ggaacgegtc
caccccgate
gcgcaacgac
catcgggotg
gttctacgeg
gcagctegge
£CCEELECECC
ctecgetgate
Gaccggecegs
cgggttetac
actggtggcg
ctggttecag
ccggatgetg
cgeggtegac
gtggttegee
cccggegtac

cggegaccge

geccgegece
cggeeggtge
CCCCECLLCe
gtgecgegacg
gagtggtacg
tggttcaaga
aagatcggce
gagaaggagg
ctcaagecgeg
atcctgecgee
ccggaggeca
cccggcaagt
cccgaccacg
ggcgacggat
accgacgtga
cccatceotgt
ttcgactteg
gcgatcecgtg
cgggagttct
gtegogeggcg
acccggeaca
g8CCCCegee
gacgecgtac

agctacgaag

cctaccggcea
gtgacgeecgt
tgcacgagga
accaggtgca
aggccctecge
agcgggacgs
acgacatcga
tgcagaactg
cctteggett
ggocggacac
agoggegtegt
acaagctgga
tcctecatggt
tcgtettcga
tgatcaccga
tcttcaccta
agggeagegce
acatcgacgc
gcgacctgga
gcgacctecge
ccggaaggee
Cgccgecees
cgcagoacca

gecgtgatege

gaagctcctg
goctgttegac
actcgtgege
ggtgoccgece
caccagecge
acaggtcgte
gtccatccac
ggacatgectg
ccccggegag
CgEELCcecee
getgtacgeg
cttccggate
gegeeogoceac
cgtgtecgac
ctactcctee
cgacctggac
g6CggLaeee
catccaggac
cgacggttac
ccccgggeag
gatgacccce
tctegtegac
ggegggtecg

gtgacgeccge

aggaccaagg
gccttcaagg
cgecgoaccg
acggegacge
tacgtcgtceg
gtgcagacct
ttcgecgace
gtgtcgecca
atggtggaga
gagcaggaga
ccgacctgge
gacctggcceg
cccaacgtceg
tacccggaca
ctgatgttcg
cactaccggg
ctcctctaca
ctctacgccg
g0Cgcgeece
gcgoacgegc
ctccagtggg
geegtgecceg
ttcggecata

Cgaccccgee

13860

13920

13980

14040

14100

14160

14220

14280

14340

14400

14460

14520

14580

14640

14700

14760

14820

14880

14940

15000

15060

15120

15180

15240



cggcgeogage
gtgcecgttcg
ggcgegtect
ccecggtgteg
gtggtgcgag
ccggtgegte
cggatccacg
ggccttecage
ggtcagatgc
gegetgeace
cgccgacage
gcgegcgecceg
£aggeagecs
ggccccggat
gccctegeag
gtccceggtg
gagcocegcg
ggecgaccgg
caaaaccacc
ccgtegteca
cggcagetgce
cacgccaaga

gactacggct

tccceoggegt
CCacgogeec
cageccggtgce
ctcaccecgge
acgtgegteg
ccgtaagget
ttgaggtcge
tgtcecggege
gecggtgcaca
ccgaccgegg
agggogtage
tcacggecge
cgcaccgect
tcecgeggega
tteccattcce
geggagoeggt
aggecgeces
gtteggttce
Cggcgccageg
agtacctcetg
tcaacggcat
gcggcaaccg

ggtcgaacgg

gecgegeggt
gCCELCCLCe
cggtgtecac
acccgageac
gccggeocge
ggtegggeca
cgecgtagac
ggaactcgeg
ccgtgaggtc
gotggggege
CCgCggagecs
gccaggtgta
cgacgtccge
ggogttocgt
tgaccccgea
ccgctccatt
ccgeegtgac
tgagcacccg
cgectteegg
agagtggagt
cgaagecctceg
gcacctegtg

cgtettegac

gccggaagec
gctgeoggte
ccggatcage
££8£86agcccyg
ccggaggega
gacccggegag
ggtgegeege
gtccggatgce
gtgegeeogeg
gggcaccgcg
CCgECCLLEC
ggccctgaac
cgcgeaggte
CCggeogegc
catgttccag
gcecgeteege
£€CgecLgagc
gccatcatga
caggtgtcct
ccgtacatgt
ggaacgttcc
gtggtetteg

aacgtcecgtg

CCCEECCCCe
cgtegteegg
agcgegeggt
gtgaagaggt
ccgggegtee
agegggttge
tcgggcaceg
gccagatcge
acgaacgcegce
cgcacggacg
gecccgoage
tcecgegtgee
tcctgcagga
ttggegtect
gtcgecacgg
tcgtgggtca
aggegecgte
ccgatcegee
ccccctgece
ccaaggeacce
cggtggagta
ccaacttcte

ccaacatcct

gatgaccgce
Cggccgocceg
ggteggagac
agtccagctt
cgtcgeacte
gctetecegg
cgtccaccag
cgecgogogg
agagtattcc
acagcggata
gcaccgeggt
acgacgecce
acagecacccg
cgecgeeecgt
tcagtgtccg
ccacggegec
Cgcecgeece
gctgaccage
gCgcaccegc
ctcgaacggg
ccggttcacc
ggcacccgag

gtggatcecgt

15300

15360

15420

15480

15540

15600

15660

15720

15780

15840

15900

15960

16020

16080

16140

16200

16260

16320

16380

16440

16500

16560

16620



gaccggttcg
gactcggtgc
gtcacgetct
ggctaccgga
cggcacccga
atcctggacg
tacgtgetet
atgttccacg
cacgccacgg
gacggctacg
cggteggaca
gCgCogeces
ttcaccggga
gecgtegecce
gccgggaage
gtcgagatcc
gcaccggtgt
gcgtcacagg
gacggcacct
atcgtcgegg
ctcggecacg
gacgacacac

gatcaccggg

gggggecaac

acgggatgaa
agaccctgat
ggggoggcte
acatcgtcge
aggtctccge
cgcteotgee
ccteccegea
gctacgagaa
cgacccggeg
cccccogget
tcaacgecta
tggtgaccac
cggcccacgg
aggtegegec
acatcgtcaa
ccttcaccgt
ccgggoagea
tcggetteceg
gegegctggga
tcgacgegta
cggtgeeccge
cacgagtgeg
atcgacacct

cggecaccteg

cgectactac
cgcgaacgte
Caagggcgec
catcgtcccg
gtacatgcte
cgacctggtg
ggacgagcat
cttcaatttc
gaacgtcceg
gggettcace
cctegecteg
cccgggette
agoggtgegg
cgacggoacc
gatcttegeg
ggtcgacegg
gaccggageg
ggagaacgge
cccoggecgg
cggcatggag
cggacacttc
aagcagacat
ccggegegta

tecgteogtgtt

ctgtgeccgga
accggegecec
agecgeegege
cagttcctca
ggcgaagess
cgcgocaagg
tacgccgtge
ctgtacagcg
gecgetggteg
cgccacgecg
acctccaagg
aacagcgagg
gtgagcatgt
tggtcotgge
gtggaccegg
gatcceogtce
geggtegget
gtgctecteg
ccetggecceg
tccgegeccg
acgecogeggt
gccgaaagaa
tccecgtegag

cgccaactte

acatggactt
tcgggetgac
tgtacttecgg
tcggegacge
cgcaggegea
ccaacccggg
aggtcgagee
agtcgccgac
geoctgetcaa
ccgaggactt
tccagggege
tccecgegeac
ggcgcaacgg
ageccgacogg
cgggctteca
ctgcceccgee
tccacggcag
gegeggtgge
aggggcagea
CCgccgeege
actgaccgac
gegecgacaa
taccggttca

geggtcaagg

cggtotggce
gecggaccaa
cctgeggtac
cctggagaag
caacgegegg
cgccaacatc
gttcctegge
catcacgggg
cctgetegee
cgaccacgac
cgacgegttc
cggaccgtgg
caagttcgtg
geegtgggag
ctccgeecegg
ggtegtetce
cgegeeggga
cgtecgegece
cctggtegag
cttcaccgtg
ggcccaggac
cacgcgaget
cgcacgecaa

acgactacgg

16680

16740

16800

16860

16920

16980

17040

17100

17160

17220

17280

17340

17400

17460

17520

17580

17640

17700

17760

17820

17880

17940

18000

18060



ctggtccaac
ccgcgacatg
gatcgggetc
gtgggecgge
caacatecgtc
caaggttgcc
cgegeteoate
ctcctegecg
ggggtacgac
cgtcaccegg
gtcccegegg
catcgagggc
ggtgacgcat
g8CCeecggc
ggtggegeog
tctggtcaag
gttcaccacg
ggcgecocees
caccggeacg
g8CgLgeLeec

ctccggetgg

gggatccgag

ctcgeegtte

ggogtcctcea
aacagctact
atctccaagg
tcgaagggeg
tccatcgtge
cggttcatge
ccggacctgg
caggacgagc
aacttcaact
cgcaacgtce
ctgggcctgg
ttectggegg
ccgettecge
gegegtgegeg
gacggcacct
gcogtegget
gtogeoggeg
cageccgetge
geegtgeget
acccteecttg
ccctggeagg
tcgecegtgg

gcctactgac

acccggtgeg
acctgtgcga
tgatgaacge
gcagecgocge
cgecagttecct
tgggegagge
ccogtteggg
agtaccagga
tcgtgttcag
ccttecctgat
tgcgcaacgg
ccacttegge
acatggaact
tgagcectgtg
ggtcctggaa
gggacgegea
Cgaacgecge
cggegeogac
tcageggett
gcacgagecg
cgggcatgcea
cgecggtgec

cggtecgecac

ggccaacatc
ggggatggac
cctggaacte
gctctactte
cgtecggeacc
ggtgeoggag
cgtegeeoegg
geaggtcgag
cgagtccecce
gggectegty
gtacgaggag
£8agcgecce
geccacggac
ggagcacgge
gcgggacaag
gaagegeege
Ggcgeccegs
ggtccacacg
CECCCCgeec
ggtogeggee
caccgtggag
cttcgacgte

gcgcggaage

ctgtggatce
ttctccctgg
accccggage
ggcatgeget
tatgtgaage
gagaacgtcc
cactccaaca
cctttecteg
cacatcaccc
aacatgcteg
CCggaccgeg
agcgccatece
ggogtgtact
aagttcctgg
ccgtggagcea
accaagggcea
g6accggecg
ccgggggegt
gecgeocagg
gacggaacgt
gtgttegeceg
atgcacgceca

gctecotggag

gtgaccggtt
agcagtcecgt
aggtcacgat
acggettcgg
gggtgcaccce
gegeggtoga
tctatctget
gactgttcca
gtcactcgga
ccgacgggat
acaggtccge
cgatgeccecgt
tcacagggac
gttcgeegte
agggegacca
ccgtggtece
ccgegeeccct
acgagcagat
tgggattcag
gggectggga
tggacgeccge
Cgeceegecec

atcgocggeg

18120

18180

18240

18300

18360

18420

18480

18540

18600

18660

18720

18780

18840

18900

18960

19020

19080

19140

19200

19260

19320

19380

19440



atctccagga
tccaggaacc
atgccgecca
gccteggega
acgegegecec
acctcogggt
tcgacgaccg
gtctecggaca
atcggcagge
atgacgttct
gegtecttga
agcgeogegt
gegttgaaga
gagacggaga
acctccgega
tcggegtecg
ttggecttgt
tagcccacac
aggeggegea
accttggtga
ttctgecacca
gcgagegect
atgatgtcca

aageggecct

gceccttecge
gcttecoegtt
getggaageg
cgacgeccte
ggacctgcte
ccagcteggg
ccctgaggtt
cgtgcagacc
cgageggcte
ggatctegee
ccaggaccgc
cgteggtecg
agtggaagce
gegaggaggt
acacctgectg
cgaagecctc
cctggttgat
ccttgtegat
ggaacagcag
CCEgLECLELC
ggttgaacge
ggtcctegge
gggogeggta

tggcgacgge

ggtctacgeg

cacccgcteg
ccageogecg
gtcgagcatg
ctoggtgage
cttgecegetg
cggggagace
gatcgoggge
gacggecttc
catgaagcgg
ggtcttotte
ctcgeegegg
gacgacccge
gttggtegce
cttgacgcce
ggccttgtee
ccggeecttg
gegegoctgg
cgcgagetgg
cagcgacttg
gtagatgccg
gtecgtagecce
g8CgEccegee

ctggtcccag

gactaggegg
gagacgecct
ccggtgatca
agcccgatcet
acggtgtcge
tcgtagaggt
gtgaageget
ccgaccaget
tcecgegacct
gtcaggatgc
agcttettgg
acgatctcca
teggggtgct
aggatcgegt
atctcctcga
agcacaccgg
ccgagcaget
tcgatgtcgg
gaggccatca
tecggggege
gagcgoagtt
tgotggaggt
gecggegeegt

gecectegeege

gcacgetege
cgeggtecag
ggcacaggtc
cctgggecac
cctgettcag
agaagccacg
ccgggaacge
ccagcagceac
cgaccggggt
ggttcacgac
cgacaccgaa
ggagegecag
tcagcttcga
£CEgCCEgLELC
agacggccte
tgaccaggge
tgtcgatcte
tcagcacgac
gaccggogec
CgECcgecce
caccgeccat
cgecgttett
gcaccttgga

ggtcgatcac

cgtgeccegge
gtacggegte
gatgtcctgg
cgegtccagg
£agcgegece
cttgeceggce
cctgttgagg
cagcggeegac
gcocctegteg
gaacgecges
cgecgtggee
gatcgecgacc
cgccatecteg
gaccgecteg
gatcacgaag
cttgaggege
ggcgtggacg
cggcaccteg
gaccacgece
cttgcegegce
gatcaggtcg
g8CgLCgece
gteggcgatg

cgggegeteg

19500

19560

19620

19680

19740

19800

19860

19920

19980

20040

20100

20160

20220

20280

20340

20400

20460

20520

20580

20640

20700

20760

20820

20880



atccggatct
gcgecctega
ttgttetggt
ttcggcagca
gagaacgccg
ccacecgecca
cgettgaaga
agctcgacge
acgecgacga
ttcgccageg
gtgatgagecg
gtgacgacct
acttgtccce
cgcacatggt
gcgtcatcag
actggttgac
ggacggcgaa
gg8gcgageec
cggcgaagga
cctegetege
tgacccggcce
ccgggegeat

tggtgegegcg

cgtecttgag
agatcgecgtc
tgaggetgtt
gecgtgoagee
£8aggecesc
tcgeegegee
cgtegtggee
ccttgaggtc
tctegeegte
actgecgggce
Cgaagcgece
cgccggggaa
ctcgaagtgc
ggtgaggeog
acggacgocg
gegegegteg
ggcctogttg
cttctceogtg
gtaggagacc
gatgaccgag
gtggacgegg
cggetegteg

caccgagace

gacggeocece
cgegatgeceg
ctecgatgatg
g6CCcagecg
cgacaccgtg
gttgtagtac
geoccttgeeg
ggegoogacg
cgeggectcee
gagegtggte
ggcgeccageg
cagctcggee
gggttctece
taacggacct
gaggaggecca
tcgteggega
atctcgaaca
gecgggateg
aggcgeoatct
goggtggege
aagggggtet
geggtgacca

gggaccaggt

gtccagatca
agttcgaaga
accgagacgg
gggacgagac
cggtaggtec
gcgaaggtcg
atggccageg
gcgaagatga
ttctegacce
gecttggtet
gggaggtega
gcacccttca
agatgaccgt
gecggetgcte
geggegtggce
tgcecgtagtg
gaccgatgtc
ggcocgtagee
tgaccgggag
cgtegttcag
tcaggeecgge
ggoceoagec

cggcectggat

gcgactgcte
cctgegegee
ccttectegge
cgaggaagac
agtgcagacc
goacggecag
cgtectegtg
acggecttgce
ggtcgatege
getegtggee
agtggcgcac
gaagcteotge
cgcgeccatg
ctcgaactgg
gaacgcgatg
ctccaggaag
ggagatggac
catgacctcg
gecegtteteg
accggeecgog
caggttctce
ggtctcaccg

cttgeegttg

caggaagtcc
cttgagctgce
gccgatcagg
cteggggage
gacctcgacg
cgtcgacage
ccgcttcage
ggtgacgeceg
ggogteogatg
gttgtccagg
gtgegegetg
getggtecte
ccgaagecga
cgggccaget
gcgeegeegt
gccageacct
agccccgect
ggctccacge
cgggegaagt
ttgecggegs
agggtggtec
gecectectegt

gecgtaggect

20940

21000

21060

21120

21180

21240

21300

21360

21420

21480

21540

21600

21660

21720

21780

21840

21900

21960

22020

22080

22140

22200

22260



tggoggecott
ggtageggte
gcttetegga
tgtgctegac
ccgtggtgac
aggtgggcag
tctgegtggt
ggcgoageag
tgcocttegg
tgacggtacg
gccatgetac
cacgtacggc
aggageggea
taccgggtgc
ctcegeeccceg
gcacagetgce
ctcegeeogee
gggccgttce
cgagaagtcc
gtcgaacgce
gatccgeegg
gtccgtecac
cagcccgage

cgageegecg

ctectgggag
gtgcaggttc
gacgaagcgc
gCCgCCegeg
ggoggtoagg
geccgcgageg
cgoggogacg
ctccecggate
gcecgeottg
aggcacgatg
ttatgagtaa
g8CECCCLee
acccctcacg
gacccogget
aacccgtgea
gagtcgtcce
accgacagcc
CCCEEceces
gtggeecgtet
geocgtgegga
tgcccgageg
acggaggtga
cgcteogeca

atctgccgee

cgcacggegt
tccgeggtca
gegttggget
atggecgacgt
gegeoggege
atgccggecg
gcgacctegt
gccttcacga
Cccgaacgegee
gctectectee
cgtgactgce
aaacgcogga
gtggagecgt
gctcctecce
catcgtgact
acgccagceag
cCcgecaccge
ccgccageag
geccacgeccg
tegaggtete
ccgccagata
gcoccgeocgt
ccgooggacg

cgegeoacca

actcgtegge
tgcccatgaa
cgacgcccte
cgtacgegee
acatgeggte
tgcggocgat
cgatcttett
ccaggtegte
tacggacgce
cagggtgege
cagtccegge
ggggctggaa
ggagcctege
ggtgatgacg
catcgecggac
cgacacgtcg
catgatgtcg
cgaacgegtc
CgCcgeeceec
CCCgagegee
CCgcacggee
cagegeegesg
ggggtogecg

cgactccate

gegetgettg
cagggegeac
gcccateggg
gaaggegacg
gatggagtag
ggtcaggcce
cgggtegaga
ggegegggte
gtcgacgaag
gacgctgage
cccccgageg
tcagccccct
geggteagga
ccgaacageg
agcgteoggat
tccggeacce
ttgtcgtaca
gCCCECLCCe
tccagegece
gCCECLCCes
tccgtcacgg
tgecccgacgg
gcccggaagt

ageccgacct

gtgatcgagg
tcgtcgacca
tggeggecca
gageccggega
cccgggaccg
tggtcgecga
cogggegttge
tcgtggtaga
acgacgtcce
gecttgettac
gcgaacatca
ccggogtttg
coggggtege
tgcgegecac
gegtcageceg
gcagecccat
cgatcgeecgt
ccgegtecce
ggaccgecte
€Cacccggec
ccgtggegte
ccaccgecgg
ccaccaggat

cctecteegg

22320

22380

22440

22500

22560

22620

22680

22740

22800

22860

22920

22980

23040

23100

23160

23220

23280

23340

23400

23460

23520

23580

23640

23700



gctgegeace
ggagatgaac
gagacccace
ccccagetce
ccggttgaag
gatggtgacg
gaacgggcogg
ccggggagea
tggagcagca
gcgacctega
g6CCgracee
accgggacct
gegategggg
geggactggt
cggtcogegt
atcgecggece
€acaccggee
acctgegtca
aggeccgeget
gagtccggeg
gcctgecage
gegeggttece

cgccaggaac

agccgeagea
tccatgtaga
acgtccacce
CECECCECCC
gcgagggaca
cgaggggtcg
tgtecegggte
gggtcaccag
ggtcccgtac
actccggegg
cgtcecgegte
cgaccacggc
cgccgtegac
tgaccgecge
acageccggeg
acgacgtcac
agtgcgageg
gatagtgcca
ccagettgee
cggggtecte
cgaactcgge

acacctccca

cggaccageg

gcagecgagcea
acggctccag
gegaccogge
ggaagatgeg
cggegeoctt
gegttgeecgt
cggagteotte
ccceceggteg
gagggtgegg
gegetagegeg
ggcgaccagg
caccgtecge
ggacatccgg
caccaccaga
cagctegtgg
cggccageag
ccagtgctceg
geggtegaag
gttgeegtce
cccgggoage
cacgaagege
ggagtegteg

actgecccgee

ggaccgetce
gccgageage
cagegtgege
gtccegggte
ggacacgccg
catcgagtgg
cacccocgea
gCCCECECCe
gcegtgacceg
atctcceggt
aactcccegg
ccceecggegt
cgcagocgea
ccgtcacegt
tagagecggct
tcgttgaget
acaccggeceg
tcgeccteeg
tccgeottet
geocgocgea
gggacgtege
gtgcegtgeg

gtgtacggce

accaggacgc
CgLgECgLECC
geggttogge
gcctccgaca
gcgaegeogege
gctccacgea
ccoccgatggt
cggggtecag
tgatccegte
ccggegaeeogg
ggccgteegg
ccagegecgg
gecgttecceg
ccgegegeac
tctccegece
gecagaccac
ccaccgeacg
gcacggegaa
getggtegcag
gogtggogty
gececggtagte
ccggategtt

gocgtogggte

tctccaccee
ggcagaccge
tcggegecca
gccecgggett
cgacgtccct
gtacagggeg
cacctgttce
ccggteggce
cggcgcgage
gaagtgccac
cagcagttcg
ggocgectce
ccagtecctce
ggtcagcage
gtccocgteg
cgtgeceegeg
cgeoctggttg
gtggoggece
catgcogggg
cgcgegagec
ggcgtagteg
ggggtegtegc

cagctccgeg

23760

23820

23880

23940

24000

24060

24120

24180

24240

24300

24360

24420

24480

24540

24600

24660

24720

24780

24840

24900

24960

25020

25080



accacccgeg
tgctcccagt
agggaggggt
cgcagegget
ageccccaact
acccggacca
cgggtgatce
cgctcaccgt
tcaaccgtce
aacgtcagct
acgtccggcea
acgecocegg
accgccaget
atccgegecg
gteggeoeece
gegtacgete
gaggogaace
tgcatgttcc
agaccgtcga
tcgtacgtce
ggatcgggga
gggagggegt
acctgacgca

gttggegega

gcaggacgec
cccagteccg
gecggcatcag
gctecteggg
cgtegecagge
ggtccaccce
gggacggeaa
tgacgaccag
ggaacceggt
cgacgtcgta
cccggagecg
cgctegecte
cgatctgcce
tcgaccagceg
agtcccagee
cggggegote
gcaccgtgag
gegtcoggcee
agacgaggtc
actcccgeeg
tcageccegge
ccceegtgee
tgcacactcc

ttgegacttt

gaggtagtag
gaacccccac
ccgtacgacg
gtaggoggceg
gtcgtagaag
CECECCLLCe
cacgtcgtce
ggtgaacccg
cctgegeege
cagecggetgt
cacggtcceg
cagggtgagc
caccccgtce
ctccageccge
gaacgagcag
gcccagectg
ccggecgete
cagtggeegg
cgtectgeteg
geccaccceag
cgccageaga
gtocgggtet
ctaaaccggt

accggttcag

ccctegeecce
aggttctegt
ttctecceoggg
cacgcgaacg
tcectegtect
gecctgeoteca
gggatccagt
gtgcegtgeg
caggegtecca
tcgeegtate
gcegtecccat
ggtgcctega
tcgacggtga
accggocgee
gccatcttee
ccgegoaceg
agtcccgtca
ccgtecgagea
tgegggeceg
gccacctegg
tcggtgtgca
cgcaggatcc
tgagccottct

ttcagggetg

aggagtccce
tgttgeegtt
ccteecgecte
ggaagtcctg
cgtagatcce
geeggtgeeg
tgacgecceg
cgteggecga
gegecteogte
cgegeggecea
cgacccgege
Gcccgggagee
Ccagecggece
agatcccgge
gcaggtactg
cctecegecte
cgtcgaageg
ggatctcgge
tcccggeoggt
tctegttgeg
cacacccegg
atcccteggt
ctgaagagtg

ccagagtgcec

g8Cgagecce
ccacageacc
cacctcccceg
ccagaccage
gecgececag
gtagecgctce
cgcgaacage
ggtgtccage
accgtgggac
ccacaggegg
ccgggegegc
ctccacgtcg
caccegggceg
cgtcaccage
gtacggetceg
ggcgtacgeg
gtacgagegg
gacggtgtcg
cagcteecgte
gecgaggaac
caccgaggceg
gageggtete
gtctggeatce

gaatcagcca

25140

25200

25260

25320

25380

25440

25500

25560

25620

25680

25740

25800

25860

25920

25980

26040

26100

26160

26220

26280

26340

26400

26460

26520



tcccactegt
cactcaccgg
gttcctegaa
tcacggtcct
ccgagttcaa
agggegaggt
cggtegtega
gcgeogecaa
gcecocgtegg
tcaccgactg
agaccgacgc
ccaacgtcaa
acccgtggge
geggeggact
tggccaaggg
acgeggegaa
agcgggacge
actccgacaa
acgccgagegce
agccctacga
tgaagtccct
tcgtegacct

gcgagegetg

gctegteegt
atcgectcgee
ggegcgeggac
cacccaccgg
cgagacctat
caagatccgt
gaagaaggac
gtaccggttc
cgtegtecce
gcccaccace
ggtgecogtac
cggeteegte
Cgagggeece
cgccgagaag
cgagatcgce
gcaggeeggce
cacgttectge
caaggaggcc
caacctecgce
gaaggeeggce
cgacaaccgc
cgecegegge

g8CCgagece

cccgtgaacg
ctgetegece
gccaaggcte
accgatctgg
ccocggggtea
atgaacacgg
tacccgaagt
accgactact
gggttcatct
cccgecgagt
tacaccaact
ggoctgegace
gacctgegeg
gacccgacca
accatgtgge
gecgaccecg
gecggtgacct
gccogegect
ctatcccccee
gtgaagctcce
tccgaggtcg
geccgoaagg

cgcagecgcge

gagccgtgat
tcctggecte
ccgacgacce
tgcaggacgg
aggtggagtt
agaactacgg
tcttegecte
ccaccgtcga
acaacaagcg
tcctggacga
tcaaggacat
cgcacgcecac
tgggcgacac
ccaccaactg
tgggctectg
ccgacatecgg
ccccggacta
ggatcgactg
tgaaggacgc
tggacctcga
gcatctacaa
geggectgga

tgggggecty

gcatctgaac
cgcctgecacg
gtcaaaggtc
gacgatgaag
cgacggecte
cgacgtccte
cctgggeace
cggcaaggte
getgtggage
cctgaaggeg
gtggoogetg
cacgaagctc
cctgeteccac
ggagggctce
ggoegtegte
cttcatgecce
ccagcaggeg
gttcaccgac
cccgetgece
ggacagcaag
gcccgactac
cgactaccte

atgacggaca

cgecgtacga
ggcacgeees
aaggggtcce
aagtacgccg
accgactacg
atgatcccgg
aaggccgaac
tacgggcaga
gaggecgece
atccggtcga
acccagtgga
gccgaggece
gacatcgtgce
aagcccaage
cagatgeggg
ttcccegeac
gtcaacgtca
aagtccgget
gcegtecteg
ggcgecgage
cgccaggaac

ggoggecteg

ccacccgcaa

26580

26640

26700

26760

26820

26880

26940

27000

27060

27120

27180

27240

27300

27360

217420

27480

217540

27600

27660

27720

27180

27840

27900



g8cgeecgege
gegeogeace
cctgetectg
actgggacgg
tcacccgcte
cggtgeagat
ggaacttctt
tcgtettect
gcgtcegagac
gecgteteecgt
ccatcceggg
tccggeacat
tctccggete
cggagacctt
ccteggeege
gcatcgtcce
ggteoctgacg
cctgacctcg
cgacgaccecg
cgogttegge
ctcgatgacg
gectgttectg
cgtcaacagc

ggacatcgtc

ccggttecce
cggetgtege
accttcacct
cgtgageccg
cgagectgtte
cgtgetegee
caagggegty
ctacttectte
cgaccacgcc
ctggegetac
cgagctgtac
catcgegcce
getgteggte
cgtgatccag
cgeegtegte
cgacgagaag
tcecctgatee
ctgaagtcct
ctgaacttcg
aacacggocg
gcgtacgecga
ctggeegege
ttcggeatgt

tcgatctacg

CggCcgogece
gccgectcac
acgegoccga
gagctgaact
gaggtcttct
ctctacttcg
ctgttettce
Gcaggacggcg
tggetgggca
ctcggactga
gaggeggecg
ggcatcagac
ttcgagatce
accgtgaagc
ctgectgetga
gtggacctcg
tggcgacget
ccgaggagat
gcaactacgt
tcatcctggt
tcgaccgett
tggtccecgg
tcgacagcct

tcttectgea

cgocggeccg
ccogtggetg
tcgecaacat
ggacgggeac
tcgtcagegg
ccacggtect
cgtacctcat
gcaccctcga
cgeogttete
acttegtect
agatcgacgg
ccgtgetgag
cgtacatcat
tggcgttcca
tcgtectgge
tatgacccge
getggtecty
£€0gaacgec
gacggegttc
cgtggoegte
ccggttecge
ggtgaccacc
gtgggcgecg

gttcatccge

ggeogegege
ttcoctggecg
ggtcgegtac
cgggaactac
ctactacctc
cagcttcgac
caacggggtg
ctcecgtactg
cgcgaacacc
cttcctegge
cgcgaaccge
cctgagegtg
gaccggogece
gttcaacaag
ggtcacctgg
cgtaccgegg
ctgeecgeteg
ageggagege
cgggacggcec
ggcggaacga
ttcaagaagc
caggtggega
atcgccctet

tccatcceceg

CgCCELCCCe
caccgctggce
agcttcaccg
accgaactcc
gtecgecteceg
gtccgettce
gccatecgget
ggcctgeoteg
tcgotggecg
gcgatccagt
tggcagcagt
atcctctcgg
gecaccggea
acgggactcg
gtgcagegge
cacgegecct
cegtggtett
tgacgeccgee
agatgetgte
tcctgategg
tggtegtege
ccttccagat
acatgggcac

tcteccctgga

27960

28020

28080

28140

28200

28260

28320

28380

28440

28500

28560

28620

28680

28740

28800

28860

28920

28980

29040

29100

29160

29220

29280

29340



Cgaggegece
gctgctcaag
cttctacatc
gttcecgettce
ggtcatectg
catgeggege
tgccacgege
ggcggetece
ttcagccget
acggggtect
tgcggeaget
agctggegee
£0ggecagcys
acgtcacgge
tggeggcgee
tecggeggeg
tggcggtcca
geggegtace
ccecttecteca
aacccggeaa
tcgegeagac
gecctegecga

ccctegeggce

cgectggacg
ccggegateg
ccottectet
aagggeccct
cccaccttga
gcgacgaagt
gtgcccogtg
agcagaccct
cggegagtte
tgtccgecca
gggccteget
geoccacceg
cgagegegec
gecgggegat
ggcgecacctt
gggccgagec
gctecttcte
gcagccaggg
ggacgaagcc
g8CEgLECCELLC
agggeaggto

gggoggacag

gcagetggac

gegecaacge
cgacggtggt
acatgcccte
tcggegegea
tegtettect
ageccagegeg
cgecgteoage
gcgecaccgtg
ggCgacccce
ggcgcgegec
cagegectte
ctgcccgaac
ctccacgatc
ceggtegegg
gtgecatgcceg
gatcgegteg
cagggegtcec
ctcgggcage
gagcacgttc
cagctecggtg
ctgggtegce
gtcggggcag

gaggtaggeg

gttcaccgtce
gatcgtaaag
cgaggacctg
ctgggagacg
gttcctecag
gecaccagea
gecgegeega
tecgegggtea
g0gcgeecce
ggcggageec
gecgeggtega
ccgttgageg
geogegtege
gtctcccaca
gaggtgegge
aactcctgee
cgcagatcga
ggacgggteg
tcgaccatcg
tcgaagaggc
gecgtgoagea
gecacggegt

cgectggeegt

taccgcaagg
gggatcaacg
ggggtcatet
atctcggegg
cgettecatet
cgggagtgac
cggaccgcte
tcaggttcte
ccgacagecg
cggtcaccgg
cggeogectg
cggccatgge
aaagcacctt
gctecccgeac
gecaggggte
gggcccagte
ccagcagttc
accagtcgac
CgCCgagecee
gggaggecac
cccactcgac
cgatcagege

ageggtacce

tgatcttcce
tctacaacga
cgacgtccct
gecgeggtect
acaacgggtt
ctggtegace
gtecgggecce
cggoggeatg
ggeocgegeca
ctggccggge
ccactgctce
gtgcaggttg
gecgggeegag
caccgecate
cttgegegggc
cagcttgcce
gacgtcgagg
ggcggagteg
£acgegeees
catgectate
gocggacage
ggtacccgcea

£8agececec

29400

29460

29520

29580

29640

29700

29760

29820

29880

29940

30000

30060

30120

30180

30240

30300

30360

30420

30480

30540

30600

30660

30720



tcggegtecca
gcggecotegt
gcctecgtaa
ctgtetgetg
gcecegtegac
gaaagaacgt
gacggaaggg
cgccegtgee
ggcccatega
ccacctegeg
ggeggtgcag
cgaggttget
gcacggegee
gggtetegga
tgtegegges
cgcgtacgee
cgaccaccat
ggagaacgga
ggacgaaccg
gaatgatcac
aagatcgaac
gagatgcagg
cctcegetge

gacctgegece

Ccggcgacess
ccgetatcac
cagaagatcc
cggtgtegtg
ggttgtgcte
gttegettgg
tcagtggatg
gagcttgege
gacgccgatce
gocggacage
£6gcgegece
gegggtgccg
gatgtcgtce
gaggagggte
gttgcecgatg
gagecgocceac
ggoggtegee
caccaggcct
tgctttcaag
gaagtgatga
ggtttoggtc
aggecggtog
ggcagegtca

agcagatcgg

tccgetgeeg
gggeggaatg
geogtegtee
ggcgteggte
cgtgacggge
ccgtgggegg
atgccggtgc
gegatccggg
geottgtteg
tcgeggtage
geggegeega
gtgacgacgt
gccgeggaga
aggecggaac
cggggacgag
aggtggegge
ttgtteggee
cctggggtge
gtcacagtcg
gtaacaatcc
tgcgtcgecaa
tcgggaccce
ccacggacge

accacgcgac

gcecgegaagg
ccctegegeg
ggaggagecgc
acctgtcaag
geoggtgget
geggateggg
gcagggecac
ccaggtggct
actggectte
cgocecgggte
tgggagegec
agcccttgac
£8g0gagece
catccggcag
cctecgegac
tgacggtcga
ggtaggegac
£€8acgLgece
tctteggecag
gggcaattcg
cgcttocgaa
gcagcggeag
gtcccocgga

cagatgggeg

cggegaccge
gttccagcaa
cteocggtggt
ggtatccgtg
cgtattcecgg
gacgggeega
ggccaccatg
cttgacggtc
cgccaccage
getoggggca
acccggeogg
tccgeecgeg
gttgggccag
atggacttcg
ggacgagece
acggacgecge
caggcttgeg
gectogtege
caaacctggt
gacgcacgat
agtggccgta
gctcagegeg
g£cgecceece

geegtgteceg

ctcggegage
gegggtegge
gcgcagtgaa
ccgegaagge
tcagaagagt
teggegeoge
ceggegeggt
agtgecggaca
cgcagecacct
CCCEELeeec
gtggggagee
agggegttgce
CCCECEECEC
gogacgeaga
tcgatgacgt
gggteggcca
ggotgetega
getgaaggeg
gtectttaac
cgatcattcg
tcgacaaaga
actgecggcce
gCageecege

£aaccccgee

30780

30840

30900

30960

31020

31080

31140

31200

31260

31320

31380

31440

31500

31560

31620

31680

31740

31800

31860

31920

31980

32040

32100

32160



cagaccctca
ggacagececg
cgacaggecg
cggatcecgce
ccccegecag
atcctccteg
Cgeecgegeec
gacagegece
ctteggtteg
gggaagatta
gtccggatce
gggtogtgeg
CgCLaccecee
ccggegegag
gccggagtac
gctggtcace
cttcagecgac
catcggeccg
cctgaccccg
cgggtecacce
Cgaggegceec
gctetgggece

gatccgggce

cgeggegtee
ccgaagtagt
cgegeogeca
gccatctccg
gegtegtgte
ccgtecgacga
accgtctcca
Cggaaggece
tccattecge
agcggaacgg
tgcaccgegg
agactggeceg
gaccccogtca
ccggtgecge
cgcaaggtgc
gagatcaccc
atcgtecgtce
gtcgtcgage
gaggacgtct
ccgetgatceg
ccgtecoecgta
gacctgctceg

ggcgectegg

acgaggeacg
gcgaactcge
gegegeoggt
gctccagete
cggeogggte
ccgeegecte
cctcgatetg
g6ggagecec
cagcgeeogte
gCCCCogece
CCCCECCCEC
gtgtgagtgc
agaacgacgc
acacgccggt
gegagggeat
tccageeggt
cgctcaagge
agcoggtgceg
cctacgtcac
gtttcgegeg
cgtacgagaa
accgectege

ccgtgeaget

gatctcgatc
ccgegteace
cagccaggac
ggogegeace
gcacagcagc
cagcgegtgce
cggeegeage
acctcecgtge
cgacagtegt
cagggaggga
Cggacgecee
caacacgagc
cgtcecgggaa
gtggttcatg
cgggatgcte
gegeegecac
catcggcatc
cacccgegee
cgaggecate
cgeeceegtte
cgccaaggcg
cgacatcacg

cttcgactce

tgggaggcgg
gtgececgeteg
cagcacacgt
agegtcacca
accageoggce
gegtacggegg
cgggegotet
ccgggatcce
ccctgagoceg
€acccgegee
tggggteege
ccgaaggecce
tcagecttce
Ccggcaggcceg
gactcctgea
cacgtcgacg
gacctcgaca
gacctcgece
ggcatgctga
acccttgega
atgatgtacg
geggecttee

tgggccggce

CggLCceeec
gctecgecgta
ccggcageag
gacggaaggt
cgtcggecag
cgageegttt
gcagecgecte
cccecgeccte
cagccatgce
gcoccggeget
ggcgegceegac
agacgcctac
tcaaggcgtg
ggogetcact
tgcggeccga
cggegatcta
tcaagccegg
ggctgegega
ccogtgaget
gttacctegt
gegaccccga
tcgacgtcca

cgctegecce

32220

32280

32340

32400

32460

32520

32580

32640

321700

321760

32820

32880

32940

33000

33060

33120

33180

33240

33300

33360

33420

33480

33540



ctccgactac
ccacggegtc
cgaggeeggc
ccgegteggce
Cccgggagece
ccacatcttec
tctegtggag
gagtcggaat
cgggoaggty
ttcacccagg
ggcgaccgce
tacttcgaca
cccctegace
atctcccgeg
accgegoagg
ctgcageget
dagggccgea
gagttcecgeg
gaggegtgec
cggotggecg
aacacggtga
cgeogtacgg
gagatgectcg

cacctectge

cggegttegg
ccgegeoatce
gcggacatceg
cccggoaagg
gtcgagacga
aacctcggtc
tacgtccaca
CCgLLLecee
gaggccccat
ggccggagea
cgetggggeg
tcttecgaccg
tgatctacce
ccacgatgag
tgaccgecge
accgecagcct
tcaccgagce
gegagggete
ggcggeceac
ccggegggta
tcgaatgggt
aactgctggce
ccgeeotgge

cgecaggecct

tgetgecccge
acttecggegt
tcggegtega
cgctccaggg
aggegogega
acggagtgat
cgcagacggce
getactggge
gaggctegag
ccggotegeg
gacgatccge
ggtcctcace
cggctecacg
cgacggeegg
ggaacggatc
ggtgaacgee
gagcceogge
gatgaacgce
gaccgaacag
ccggeoactte
gggcacctge
gCgLgECceEce
cgatgtgatc

gecaccgtetg

ctcggecgaag
cggoaccgge
ctggegegte
caacctggac
ggtoctggac
gcccteocace
gegetgacce
acgggtgcce
atgttcgacc
tacaccaacg
gaggccttce
acggegceces
ggcgaggeca
ccgggagtge
cgtgtgetegg
ggaacgcaga
tgggaacgeg
gtccaccccg
gtgeccgeget
gtcgtegacg
acggacatcg
accgccacgt
gtgcccgaca

cCggecacce

gtgttccgeg
gagetgetgg
ccgatggacg
ccgaccgtge
accgeogogg
gacccggacg
accgctcacg
accacgttca
ccgeccogat
ccgtctaccg
ccgacctege
ccgaggtggt
ggogetactt
tcggegtgat
ccgaggagcg
tggtetegst
tgaccgggcea
acgaccgege
ggatccacac
ccgegeoeoegt
agcgggaatg
ccggecatege
tcgeccgacaa

cgetgaccac

cggtggcege
gecteatggg
aggeeogeoceg
tgttecgeegg
goctggaggg
ccctcacceg
cgeoggacge
ccccegggta
cggegtegtg
ggagaccttc
gcagtccgge
caccgeggtg
cacgttcage
cgtggaggte
ccgeogegeg
g8CgLgacegce
gacctgggag
cgcecteggte
ctaccggetg
gcgeogacges
gcaggagegec
geggotggac
ctgcaccatc

cgaacgegte

33600

33660

33720

33780

33840

33900

33960

34020

34080

34140

34200

34260

34320

34380

34440

34500

34560

34620

34680

34740

34800

34860

34920

34980



gcecgeggtea
CCCgEragec
cccggegage
gtcaacagcg
gtctccacca
ctcctggaac
gtggocoteg
atcgeccgtce
gegttegtec
ctgecggecg
cgccaggaac
acggagtgca
cggeotgeact
gegegeottee
tcgagcgeca
gtggagegee
gaggeggtca
gtcgacaacg
cgccactctg
atccggegee
accgttggge
gtgocggteg

tgtgattctt

cccgeocggg
cgetggecceg
cgecggecga
tcgtgotget
gCgEcgccey
gegecoacac
ccctgecagaa
gctaccggcec
tgcgegacgg
ccgtcaccat
cgaccggeac
ccgecacctg
actcegtcge
tgaccgggec
tggaaccgct
gcgacgagga
gccgeoecget
acgacgacgt
gccgatttta
gacggogaga
agcgacggat
cgeececggetg

ggtcctgtac

gctcccggac
cgecgoogac
cctegeteeg
gcecegtegte
cccgececte
ccccctecage
cagcctgcte
€agecaccges
cgccacecgte
gagccagetg
catcctgege
cgtgetggec
cggtcaccceg
geggtccceg
gCCECCogec
tctcaccgtg
gcaggacttc
ggcgatgetg
cccttgettt
ccgttgggat
cctgtgatat
tagcagttct

acgcaagccg

ctgecceege
Cgccgoagec
ctcgacggeg
gtcgacggca
ggccaggcgs
aacgecctgg
accgacccge
£CCgccgage
ctcaccatcg
cgcaacatge
cggotggaca
cgggtggaac
ccgeegetge
atgcteggge
tccaccctge
ggcctggage
tgcgacacac
gtcctgegee
tccatcggga
caccaatacc
ttcgactacg
ggagegegte

gcgcaacgte

accacgagga
cgctccactt
agccctggat
€Caccgecge
agatcggcect
agtaccageg
cggacgegec
teggeggega
gcgacgtcete
tgcgegggot
tcgecogtgca
gccoggactce
tcgtcgagge
tcgtececge
tgctgtacac
gectgeggea
tgctcaccgg
ggtaggageg
ttegttetee
ccggaattce
cgeggtgatg
tggacatcgt

cacgttgcce

gcacctgegg
cgtetteccceg
ggccgaggac
cctggtegee
gctgcagaca
cacccggeag
cggectggac
ctggtacgac
cggccacgac
cacgctggac
gaccctctat
cggeggegte
ggacggctcc
gccggagtac
cgacgggcte
ccacgecteg
ccagctcacc
tgccgaggag
ggatttcceg
cgecteecgee
aattggctceg
cacgagcgcet

atcagcggtt

35040

35100

35160

35220

35280

35340

35400

35460

35520

35580

35640

35700

35760

35820

35880

35940

36000

36060

36120

36180

36240

36300

36360



atcggeggte
gaattactca
gecgegtogte
attaccgggt
ggaggtagac
cgggatgcac
gttcgacgga
actccecgetg
gcatctgteg
cgtgecggege
cagggtecgg
acaccccgac
cagcgacgta
ggccgaacecg
ggtgotegag
gctccagetg
cgtgeegtee
gcagteccttc
cggcacggac
gcactcccac
ggattcagecg
ccgagtectt
tgcggacgtc

cgeegggett

caccggegeg
aaagcagcga
cgtgaaagtc
gagtcgetge
gecgecgette
cggctecteg
accgecggatg
tegeaggege
gacagggcga
agttcaactg
ccgetgaacg
gcgtcoctge
cgeoggegec
Cggacgeece
aagctgetge
ctccgecaga
cactgcaggt
gcggagaage
ccgttcaccg
ggcacccgga
£8CLELLECC
gcgcacgace
ctcgatgttg

gtcggagatg

acggtgaccg
gaggaatgcc
cggeggaate
gctcgaaagg
cgeccatact
cggetotget
agggattcct
accgeogeee
tcgeceggge
ccgtegtgce
ggegcgages
gcgaggtcge
tggecgeegg
ccgactccca
gcgacccecte
acgeggtegg
ccotggtgat
tggacgagce
gacatgaccg
€Caccgecge
caggtgccac
agttcgacga
acgcccaagt

gtcaccgaga

cgggogegta
gacagccgga
agaaacggtc
gatcgagcag
ggtggacegg
caacggacgg
gegegeegte
cgccgetgeg
gtcocgggcte
gcagttgaac
gceggcgcageg
ccgtetgtce
cgagtcgece
ccgcaaccag
tctgeggcac
cgtgcaggac
ccatctegeg
cgectgegee
gcgeegegee
gtatccggceg
ccgattccag
ggecgegget
cgccgatega

cggtogegag

ctcatagggg
caaggtgccg
acagttcaga
aaccacgteg
aagacgatge
cagacgatcg
cgggagaacg
cgcatcatcg
ggggcgaaga
acccgggteg
gecatggegg
ggggtgtoge
ctgcegtega
agettcgtgg
daaggagegecg
ctgatggage
cagcagtacc
tgtccogget
gegttcacgg
gacccggece
ccaccgggag
ctggteccotga
cgtgaacagt

ctcegteegg

gaactgcaat
ttegggegge
tagcgtegtt
cggcactcge
gegtogtega
aggccgaact
tggtgcacgg
tgtcccacce
ccgtegegge
gccaggacgg
tactggecga
ccgecgacggt
gacgggaacc
atccegtcce
gccgecaget
tgtccgacge
gggacgectg
gacgaacggg
cgegeegecg
CgLgecgeece
agctccgeceg
ccgtgetega
teggecaggg

cgegtaccgg

36420

36480

36540

36600

36660

36720

36780

36840

36900

36960

37020

37080

37140

37200

37260

317320

37380

37440

37500

37560

37620

37680

371740

37800



gtttgecgcac
cctgegegeg
cccggeccag
gcaggatgtc
cctgececge
aggagagecg
ccatgaccac
cctgeeeggt
ggecgegceag
ccgggtegec
cgaggtaggc
ccgggegeac
cgcccatege
cCccgegecs
tggtggtect
gtgecccggea
gcgegeatgt
tgaggcatcg
acgttgcagt
tcgeteteca
ctggecgecg
atcgacggca

aggttctteg

gatcctggeg
£6ggcgLgace
g6CcgeCgece
cccccagage
cagccggacg
atggggegeg
cggeatgeceg
cagctccgac
cggccoggaa
ccgeategeg
tcgggeocage
ggccageace
ctccgeegte
ggteagegeg
caacgogege
Ccgggaaaagg
tcaactgcgg
tgctcagttg
cagcgetgag
ccgacggete
ccgacaccge
tgcaccgget

acggcaccga

caccccoggt
agegggtogg
agggagtcga
cgggegtcac
ctgtccteeg
tgcgagacga
tcgcacaacg
ggggtgagea
cgeteggtec
cgcacgtegt
ccgetotect
gccaggtcga
ctggeggegt
agagcgacgg
ccccaggtge
gaattcccat
cgtcgecageg
gcgacaccgg
acacgacgac
cccgeggate
gcttccaccg
gecgegocgeg

ggaggacgce

tcececteccg
cgtcggagac
gaacgtcecge
cggcecgegat
ccgegtgcte
gggocaccge
acaccatctc
CCcaggeece
cggeocagegg
cgtgegggac
gtgcgegege
cctgacggte
tccggtegac
acgtgeccgat
ggtgatccga
ggcgeegtge
gtcgaacaca
gtcggataaa
ctgcatccga
gacggggaga
atcatggtgc
atgetgacgg

ttcgtectceg

caacagctcc
ggegogoage
cacggeegtg
ccgggtgacg
cagecgegeg
gtggtogtge
cagggeggte
cccctegaag
atggettcect
cttcttgacg
gagcacgegt
cggtectetee
gtcctccagg
ggccceggty
aatcggcteg
gcocgecaatt
gtagcggtac
cgecggaate
tagaagaagt
gtcccgagea
accgecgeac
gcecgtacgac

ccgtgaagtc

tcgagetcect
gegeogacgg
gegttggaac
tcggegacge
gcgageagee
acaccggegt
ttcagcacgt
aggtcecgecce
atgtagectgg
ctggegacat
ccgacctgtg
agggatccceg
tgcacgccga
ccgatgactg
gacaagtgcc
taacgecttcg
accggaccat
cgaggagttg
ggaaataagt
cgtggaaatg
cgggegegto
gatcgeggte

gaacatcgeg

37860

37920

37980

38040

38100

38160

38220

38280

38340

38400

38460

38520

38580

38640

38700

381760

38820

38880

38940

39000

39060

39120

39180



cacggactgc
catccceggt
gccgagatce
gacggcaggsg
gtccgegace
accgtcaggg
ccgcggacce
gcgeegtgeg
gegetgegte
cggotggage
gegeageteg
aacgcatcac
agaaagcgeg
gatcacgtcg
tteggettceg
gtcctgetgce
cgtgeegeceg
cgggtaccga
ttacaacgtc
cccccttteg
ttgcgeaget
gtatttcaca

gCCagccccyg

cgetgtecge
ggtcggaceg
geogegacge
tacggeccgt
cgggectgte
acgtcagaca
tggtggageg
ggacggagce
tcaacgagaa
actggaaccg
cacgctectg
atctggcegg
acggceccgte
aattgttegt
tecgegtgeg
gccagaacga
agtacgtgaa
gctcgaattc
gtgactggga
ccagetggceg
gaatggcgaa
ccgecatatgg

acacccgccea

cgecgaccge
gatgatcgce
CggCgecgcec
cgacgtgage
getgegecag
ccggatgcte
cggcgeggac
gCCECCCECe
cggacgogac
cattatcgaa
cgccgacaaa
gtgaacgagg
ggaacaccct
cgaggacgec
CCgCgecgcece
catcgeccctg
gcagcacggg
gccctatagt
aaaccctgge
taatagcgaa
tggegectga
tgcactctca

acacccgetg

CgEecgeecce
teggtegteg
g8eeceeess
gaggegccgca
gtecgeceogeg
cgoggtgage
Cgccgeeces
gtcgtgatga
ctgetgegge
agecgtgecge
tggtccgaga
aaacacacga
tgtggaggeg
caggacacgg
gggaccaccg
ctgctgacca
gacggggteg
gagtcgtatt
gttacccaac
gaggcocgea
tgeggtattt
gtacaatctg

acgcgaaccce

ccgggegeat
gcacctccge
ageccaceog
gactggccca
ccgocgggat
acccggtgce
agecggecgg
agoggotgag
ttcotggatat
cgcaccgtet
tcgegtcacg
atccttcgag
caatggagat
ccggcagget
gactgegegg
cggccaccga
cggtgategg
acaattcact
ttaatcgecct
ccgatcgcce
tcteccttacg
ctetgatgcee

cttgeggeceg

catggccacc
caggacggtc
catcggeegg
cgacatgatc
ctecgeecggag
CgCEececes
gaaggecgee
ggccgatceg
ccacacggtc
ggagacggte
catcgaaage
gageegtegg
acggtcgatc
gtgcgactcc
ctgegagtcec
cgccgaccac
gtgggatccc
ggccgtegtt
tgcagcacat
ttcccaacag
catctgtgeg
gcatagttaa

C
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39540

39600

39660

39720

39780

39840

39900

39960

40020

40080

40140

40200
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40380

40440

40500

40551
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carried out on the basis of a sequence listing:
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D onh paper or in the form of an image file.

only in the form of an Annex C/ST.25 text file.

3. Additional comments:

a. forming part of the international application as filed:
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D on paper or in the form of an image file (Rule 13ter.1(b) and Administrative Instructions, Section 713).
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an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically:

3. |:| Claims Nos.:
because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).

Box No. lll Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 3 of first sheet)

This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows:

see additional sheet
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claims.
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The additional search fees were accompanied by the applicant's protest but the applicable protest
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m No protest accompanied the payment of additional search fees.
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A recombinant strain of Streptomyces fungicidicus comprising
an augmented open reading frame-24 (orf24), wherein an
enhanced production of enduracidin is obtained with the
recombinant strain of Streptomyces fungicidicus in
comparison to that obtained with a control Streptomyces
fungicidicus strain.

2. claims: 15, 18-21, 27(completely); 1-13, 16, 17(partially)

A recombinant strain of Streptomyces fungicidicus comprising
a diminished open reading frame-18 (orfl8), wherein an
enhanced production of enduracidin is obtained with the
recombinant strain of Streptomyces fungicidicus in
comparison to that obtained with a control Streptomyces
fungicidicus strain.
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Box No.| Basis of the opinion

1. With regard to the language, this opinion has been established on the basis of:

X
(]

4. O

the international application in the language in which it was filed.

a translation of the international application into , which is the language of a translation furnished for the
purposes of international search (Rules 12.3(a) and 23.1 (b)).

This opinion has been established taking into account the rectification of an obvious mistake authorized
by or notified to this Authority under Rule 91 (Rule 43bis.1(a))

With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, this
opinion has been established on the basis of a sequence listing:

a. X forming part of the international application as filed:
X in the form of an Annex C/ST.25 text file.

L1 on paper or in the form of an image file.

b. O furnished together with the international application under PCT Rule 13ter.1(a) for the purposes of
international search only in the form of an Annex C/ST.25 text file.

c. U furnished subsequent to the international filing date for the purposes of international search only:
O in the form of an Annex C/ST.25 text file (Rule 13ter.1(a)).

O on paper or in the form of an image file (Rule 13ter.1(b) and Administrative Instructions, Section
713).

In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing has been filed or furnished,
the required statements that the information in the subsequent or additional copies is identical to that
forming part of the application as filed or does not go beyond the application as filed, as appropriate, were
furnished.

5. Additional comments:
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Box No. IV Lack of unity of invention

1. B In response to the invitation (Form PCTASA/206) to pay additional fees, the applicant has, within the
applicable time limit:

K paid additional fees

L1 paid additional fees under protest and, where applicable, the protest fee

Ll paid additional fees under protest but the applicable protest fee was not paid
(|

not paid additional fees

2. 0 This Authority found that the requirement of unity of invention is not complied with and chose not to invite
the applicant to pay additional fees.

3. This Authority considers that the requirement of unity of invention in accordance with Rule 13.1, 13.2 and 13.3 is

U complied with

X not complied with for the following reasons:

see separate sheet

4. Consequently, this report has been established in respect of the following parts of the international application:
™ all parts.

L1 the parts relating to claims Nos.

Box No.V Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)(i) with regard to novelty, inventive step or
industrial applicability; citations and explanations supporting such statement

1. Statement

Novelty (N) Yes: Claims 1-21, 25-27
No: Claims 22-24

Inventive step (IS) Yes: Claims
No: Claims 1-27
Industrial applicability (1A) Yes: Claims 1-27
No: Claims

2. Citations and explanations

see separate sheet
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Re Item IV

Lack of unity of invention

The present application deals with methods to increase the level of enduracidin
production by Streptomyces fungicidicus. The methods include the augmentation of
one the genes of the enduracidin biosynthetic gene cluster (orf24) and/or the
reduction of another gene of the enduracidin biosynthetic gene cluster (orf18).

The gene cluster, and the sequences of each of the genes, is known from
WQ02008/054945. Overexpressing and/or reducing genes involved in secondary
metabolite formation in Streptomyces is generally known (see pages 346-349 in Baltz
et al. 2015 Journal of Industrial Microbiology and Biotechnology 43(2):343-370), and
gene manipulation in Streptomyces fungicidicus in order to increase the level of
enduracidin is known from CN105039382.

Consequently, the common feature of the claims, i.e. changing the level of one of
genes from the enduracidin gene cluster in order to increase the production of
enduracidin, is not considered to be a special technical feature in the sense of rule
13.2 PCT.

The inventions are:

Invention 1 (claims: 14, 22-26(completely); 1-13, 16, 17(partially))

A recombinant strain of Streptomyces fungicidicus comprising an augmented open
reading frame-24 (orf24), wherein an enhanced production of enduracidin is obtained
with the recombinant strain of Streptomyces fungicidicus in comparison to that
obtained with a control Streptomyces fungicidicus strain.

Invention 2 (claims: 15, 18-21, 27(completely); 1-13, 16, 17(partially))

A recombinant strain of Streptomyces fungicidicus comprising a diminished open
reading frame-18 (orf18), wherein an enhanced production of enduracidin is obtained
with the recombinant strain of Streptomyces fungicidicus in comparison to that
obtained with a control Streptomyces fungicidicus strain.

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 1) (EPO-April 2005)
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The present opinion concerns both inventions, since the applicant has paid an
additional search fee.

Re ltem V

Reasoned statement with regard to novelty, inventive step or industrial
applicability; citations and explanations supporting such statement

Reference is made to the following documents:

D1 WO 2008/054945 A2 (OREGON STATE [US]; YIN XIHOU [US];
ZABRISKIE T MARK [US]) 8 May 2008 (2008-05-08)

D2 BALTZ RICHARD H: "Genetic manipulation of secondary metabolite
biosynthesis for improved production inStreptomycesand other
actinomycetes”,

JOURNAL OF INDUSTRIAL MICROBIOLOGY AND BIOTECHNOLOGY,
BASINGSTOKE, GB,

vol. 43, no. 2, 12 September 2015 (2015-09-12), pages 343-370,
XP035895568,

ISSN: 1367-5435, DOI: 10.1007/510295-015-1682-X

[retrieved on 2015-09-12]

D3 CN 105 039 382 A (UNIV TIANJIN SCIENCE & TECH; TIANJIN
XINXING VETERINARY PHARMACEUTICAL) 11 November 2015
(2015-11-11)

D4 X. YIN: "The enduracidin biosynthetic gene cluster from Streptomyces
fungicidicus”,
MICROBIOLOGY,
vol. 152, no. 10, 1 October 2006 (2006-10-01), pages 2969-2983,
XP055444228,
GB
ISSN: 1350-0872, DOI: 10.1099/mic.0.29043-0

Invention 1

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 2) (EPO-April 2005)
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Novelty (Art 33(2) PCT)

D1 discloses (see claims 10-12) an expression vector comprising a nucleic acid
encoding orf24 (SEQ ID NO:24 in D1). D1 also discloses the use of heterologous
constitutive promotors therefor (see paragraph spanning pages 39 and 40).
Consequently, the subject matter of claims 22-24 is not new.

The subject matter of claims 1-14, 16, 17, 25, 26 is new.

Inventive step (Art 33(3) PCT)

The closest prior art is D1, which discloses the gene cluster for the biosynthesis of
enduracidin. D1 proposes to increase the the amount of enduracidin by using one of
the genes selected from SEQ ID NO:22, 24, 41, 42 or 43 (see paragraph spanning
pages 25 and 26). These genes are identifies as being involved in the regulation of
antibiotic production (see page 29, lines 19-20).

The present application differs from D1 in that a specific gene is selected for
augmentation, i.e. orf24 (=SEQ ID NO:24 in D1).

The present application shows that overexpression of orf24 increases the titer of
enduracidin.

The skilled person, faced with the problem of increasing the production of enduracidin
in Streptomyces fungicidicus, would have used the teaching of D1 and tested the
effect of the disclosed regulatory genes on the enduracidin production.This
corresponds to the general teaching in the art that secondary metabolite formation in
Streptomyces can be improved by overexpressing and/or reducing regulatory genes
(see D2). Moreover, genetic manipulation of Streptomyces fungicidicus is known to
the skilled person: in D3 a point mutation in is introduced in rpsL in order to increase
enramycin (=enduracidin) production in Streptomyces fungicidicus.

Consequently, since D1 has earmarked orf24 as a likely regulatory gene for the
biosynthesis of enduracidin, and since overexpression of this type of gene in order to
increase secondary metabolite formation is standard practice (D2), and in the

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 3) (EPO-April 2005)
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absence of problems requiring inventive action, one can only conclude that
augmenting orf24 in Streptomyces fungicidicus in order to improve the production of
enduracidin, does not involve an inventive step.

None of the claims are currently limited to the double presence of both an augmented
orf24 and a reduced orf18. It is also noted that no experimental data concerning the
effect of such a double modification is provided. In the absence of such data it is not
possible the evaluate whether the provision of the double modification involves an
inventive step. The effect of the reduction of orf18 on its own falls under the scope of
invention 2.

Invention 2

Novelty (Art 33(2) PCT)

The prior art discloses orf18 as a memnber of the biosynthetic operon for endracidin
in Streptomyces fungicidicus (SEQ ID NO:18 in D1, orf18 in tzable 1 of D4). The prior
art does not disclose a Streptomyces fungicidicus with an altered orf18 resulting in a
lower level of orf18 and which produces enduracidin. The prior art does not disclose a
disruption vector for orf18 (SEQ ID NO:37).

Consequently, the subject matter of claims 1-13, 15, 16, 17-21, 27 is new.

It should be noted that this novelty assessment is based on a narrow interpretation of
the term "diminished". Replacement of this term with structurally distinguishable
features will be required.

Inventive step (Art 33(3) PCT)

The closest prior art is D1, which discloses the gene cluster for the biosynthesis of
enduracidin. D1 proposes to increase the the amount of enduracidin by using one of
the genes selected from SEQ ID NO:22, 24, 41, 42 or 43 (see paragraph spanning
pages 25 and 26). These genes are identifies as being involved in the regulation of
antibiotic production (see page 29, lines 19-20).

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 4) (EPO-April 2005)
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The present application differs from D1 in that a specific gene is selected for
reduction, i.e. orf18 (=SEQ ID NO:18 in D1).

The present application shows that disruption of orf18 increases the titer of
enduracidin.

The skilled person, faced with the problem of increasing the production of enduracidin
in Streptomyces fungicidicus, would have used the teaching of D1 and tested the
effect of the regulatory genes on the enduracidin production.This corresponds to the
general teaching in the art that secondary metabolite formation in Streptomyces can
be improved by overexpressing and/or reducing regulatory genes (see D2). Moreover,
genetic manipulation of Streptomyces fungicidicus is known to the skilled person: in
D3 a point mutation in is introduced in rpsL in order to increase enramycin
(=enduracidin) production in Streptomyces fungicidicus.

Since orf18 is identified as a regulator (Table 1 of D4) and therefore earmarked as a
likely regulatory gene for the biosynthesis of enduracidin, and since manipulation of
this type of gene in order to increase secondary metabolite formation is standard
practice (D2), and in the absence of problems requiring inventive action, one can only
conclude that disrupting orf18 in Streptomyces fungicidicus in order to improve the
production of enduracidin, does not involve an inventive step.

Further remarks: the deposits receipts (ATCC deposits) have not been provided.
Consequently, it is not possible to confirm whether the deposits meet the
requirements (e.g. the strict requirements of Rule 31 of the EPC concerning the
identity of the depositor and the applicant).
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