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DESCRIPCION
Cepas de Pseudomonas sp. y usos de las mismas.
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién hace referencia a una cepa aislada de Pseudomonas sp. (en adelante
cepa CECT8327 o cepa de la invencion), y a su uso para la degradacion de terpenos en
general y derivados terpénicos; asi como a su uso como agente antifingico o como agente
productor de surfactantes. La presente invencion se engloba en el sector del medio ambiente,
aplicAndose particularmente en técnicas de biorremediacion, degradaciéon de residuos
ambientales de terpenos y derivados terpénicos en todo tipo de reacciones industriales.

ESTADO DE LA TECNICA

La resina de coniferas es una mezcla compleja de metabolitos secundarios de dichas plantas.
La resina protege los tejidos dafiados de los arboles frente a insectos fitéfagos y patégenos de
las plantas. Los principales componentes de la resina son los terpenos ciclicos, los flavonoides
y los acidos grasos. Los terpenos son los metabolitos de la resina mejor caracterizados porque
pueden ser facilmente identificados con técnicas tales como la cromatografia de gases. Los
terpenos ciclicos mas abundantes en la resina de pino son los monoterpenos, sesquiterpenos y
diterpenos (TRAPP S y CROTEAU R. Defensive resin biosynthesis in conifers. Annu. Rev.
Plant. Phys. 2001. Vol. 52, paginas: 689-724). Dado que muchos de los terpenos de la resina
muestran propiedades antibacterianas y antifingicas, son considerados fitoalexinas que
explican la toxicidad de la misma (GRAYER RJ y HARBORNE JB. A survey of antifungal
compounds from higher plants, 1982-1993. Phytochemistry 1994, Vol. 37, paginas: 19-42).

Adicionalmente muchos terpenos exhiben caracteristicas interesantes para la industria quimica,
especialmente en la produccion de fragancias, aceites esenciales y aditivos alimentarios; asi
como en medicina por sus propiedades citotoxicas, cardioténicas y antiinflamatorias. No
obstante, desde un punto de vista ambiental los terpenos y los derivados terpénicos que no son
biodegradables bajo condiciones ambientales naturales, representan uno de los principales
contaminantes ambientales. Dichos compuestos se encuentran contaminando el agua efluente
de plantas industriales tales como el agua de las fabricas de pasta de papel (SUNTIO LR. et al.
A review of the nature and properties of chemicals present in pulp mill effluents. Chemosphere.
1988, Vol. 17, paginas: 1249-1290), representando toneladas de residuos anuales procedentes
de los materiales basados en terpenos.

Hasta la fecha, en el estado de la técnica se conocen muy pocos microorganismos con
capacidad para degradar terpenos. Ademas entre los microorganismos conocidos con esta
capacidad, o bien degradan Unicamente terpenos ciclicos (MOHN WW. et al. Physiological and
Phylogenetic Diversity of Bacteria Growing on Resin Acids. Syst. Appl. Microbiol. 1999, Vol. 22,
paginas: 68-78), o bien degradan solo terpenos aciclicos (LINOS A. et al. Biodegradation of cis-
1, 4-polyisoprene rubbers by distinct actinomycetes: microbial strategies and detailed surface
analysis. Applied and environmental microbiology. 2000, Vol. 66, paginas: 1639-45). Por todo
ello, el reciclaje es hasta la presente invencion la Unica alternativa posible ante la acumulacion
de este tipo de materiales (ABRAHAM E. et al. Recent Developments in Polymer Recycling.
2011; Paginas: 47-100. ISBN: 978-81-7895-524-7; BOONDAMNOEN O. et al. Recycling waste
natural rubber latex by blending with polystyrene: characterization of mechanical properties.
Advanced Materials Development and Performance (AMDP2011). International Journal of
Modern Physics: Conference Series. 2012, Vol. 6, paginas 391-396).

En definitiva, no existe un tratamiento eficaz para la degradacion de los distintos tipos de
terpenos, ciclicos y aciclicos, asi como de los derivados terpénicos, sin necesidad de
discriminar el tipo de terpeno concreto. Por ello, los terpenos en general, y los derivados
terpénicos de cualquier tipo, continGan siendo un problema, como contaminantes medio-
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ambientales, por su dificil degradacion. A la vista de lo anterior, existe una necesidad
permanente de desarrollar métodos para la degradacién y eliminacién de los terpenos y
derivados terpénicos ciclicos y aciclicos, incluyendo la biorremediacién bacteriana.

DESCRIPCION DE LA INVENCION
Definiciones

A los efectos de la presente invencion, la expresién "derivado terpénico" se refiere a materiales,
sustratos y sustancias cuya estructura quimica este total o parcialmente basada en terpenos
tanto ciclicos como aciclicos.

A los efectos de la presente invencion por el término "degradaciéon” se entiende el proceso por
el que un terpeno o derivado terpénico pierde uno o varios atomos de carbono, o por el que un
terpeno o derivado terpénico se descompone en moléculas mas simples.

A efectos de la presente invencion, se entiende por el término "degradaciéon”, la transformacion
de la estructura compleja del compuesto, preferentemente, terpenos o derivados terpénicos, en
otra de estructura mas sencilla.

Por la expresion "tratamiento de compuesto hidrofébico" se entiende el aumento de su
biodisponibilidad en procesos de biorremediacion.

En la presente invencion, las expresiones "terpeno aciclico" y "terpeno lineal" se usan
indistintamente y hacen referencia a todo terpeno que no tiene una estructura ciclica.

En la presente invencién por las expresiones "cepa de la invencion" y "cepa CECT8327" se
entiende la cepa CECT8327, cepa aislada de Pseudomonas sp y mutantes de la misma.

A efectos de la presente invencion, los términos "mutante”, "cepas mutantes" y "mutantes de la
misma", se refieren especificamente a las cepas bacterianas que son generadas u obtenidas
mediante técnicas de mutacion espontanea o inducida, a partir de la cepa perteneciente a
Pseudomonas sp CECT8327, que se describe y ejemplifica en el presente documento. Las
cepas mutantes descritas en el presente documento y obtenidas a partir de la cepa CECT8327
como material de partida, mantienen o mejoran una o varias de las propiedades de la cepa de
la invencion, que incluye al menos su capacidad para degradar terpenos ciclicos y aciclicos y
derivados terpénicos; pudiendo incluir adicionalmente, su capacidad antifingica, su capacidad
de producir agentes surfactantes en presencia de compuestos hidrofébicos, su utilizacion como
biofactorias y su capacidad para degradar imazalil. La persona experta en la técnica es capaz
de realizar las técnicas apropiadas para verificar si las cepas mutantes obtenidas presentan
dichas propiedades. Posibles métodos para determinar dichas propiedades se recogen en el
apartado Ejemplos.

La obtencién de cepas mutantes a partir de la cepa CECT8327 puede llevarse a cabo por
medio de la aplicacién de uno o varios métodos de mutagénesis. El método se selecciona, sin
limitacion, de la lista que comprende mutagénesis quimica, mutagénesis por radiaciones y
mutagénesis por elementos transponibles. Las mutaciones espontaneas pueden ocurrir debido
a la accion de las radiaciones naturales e incluso durante la replicacion del ADN debido a
errores en la lectura de las bases. La frecuencia de mutaciébn puede aumentarse
significativamente con el uso de métodos de mutacion inducida. Tanto Las mutaciones
espontaneas como las inducidas se producen como resultado de cambios estructurales en el
genoma como por ejemplo, pero sin limitacién, cambio en el nimero de cromosomas, cambio
en el orden de uno o varios genes dentro del cromosoma o cambio en la secuencia de bases
dentro de un gen (mutacién puntual). Como agentes que provocan mutagénesis quimica se
usan, sin limitacién, agentes que reaccionan con el ADN, aunque el ADN no se esté replicando,
ocasionando cambios quimicos en las bases que provocan un apareamiento incorrecto y
agentes intercalantes o analogos de bases. Entre agente que reacciona con el ADN, sin
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limitacion, estan el &cido nitroso, hidroxilamina, agente alquilante (etil metano sulfonato [EMS],
metil metano sulfonato [MMS], dietil sulfato [DES], diepoxi butano [DEB], N-metil-N-nitro-N-
nitrosoguanidina [NTG], N-metil- N-nitroso urea (gas mostaza), agente intercalante (acridina,
bromuro de etidio o dihidroetidio).

La mutagénesis por radiaciones puede ser producida, pero sin limitarse, a radiaciones
ultravioleta o radiaciones ionizantes como los rayos X o los rayos gamma.

La mutagénesis por elementos transponibles puede ser producida, pero sin limitarse, a la
insercién de una secuencia de insercidon o de un transposén en una secuencia de uno o varios
genes de la cepa bacteriana de la presente invencién.

A efectos de la presente invencion, el término "similitud" se refiere al grado de similitud de
secuencia entre dos moléculas de &cido nucleico comparadas mediante la alineacion de sus
secuencias. El grado de similitud entre dos secuencias de acidos nucleicos que se comparan
es una funcién del nimero nucledétidos idénticos que se localizan en posiciones comparables.
El porcentaje de similitud de dos secuencias de acidos nucleicos, a efectos de la presente
invencion, se determina mediante los programas informaticos ClustalW, BLAST, FASTA o
Smith-Waterman.

A efectos del presente documento y haciendo referencia a la "Lista de Secuencias" que lo
acompafa, se incluye la traduccién al castellano de las palabras que aparecen en ingles en
dicha "Lista de Secuencias". Asi, "source": fuente; "mol_type": tipo de molécula; "unassigned
DNA": ADN no asignado; y "organism": organismo.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencién soluciona el problema planteado en el apartado anterior mediante la
identificacion y uso de una cepa aislada de Pseudomonas sp. , la cepa CECT8327 y mutantes
de la misma.

Por lo tanto, el primer aspecto de la presente invencion hace referencia a la cepa aislada
perteneciente a Pseudomonas sp. CECT8327 y cepas mutantes de la misma, donde las cepas
mutantes son obtenidas a partir de la cepa de la invencibn como material de partida y donde
las cepas mutantes mantienen una o varias de las propiedades de la cepa de la invencidn,
propiedades que incluye al menos su capacidad para degradar terpenos ciclicos y aciclicos y
derivados terpénicos; pudiendo incluir adicionalmente, su capacidad antifiingica y su capacidad
de producir agentes surfactantes en presencia de compuestos hidrofébicos, ademas de su
capacidad para degradar imazalil y como biofactoria para la produccién de sustancias o
compuestos a escala industrial partiendo de resina rica en terpenos y/o derivados terpénicos,
como fuente de carbono.

En la presente invencién por las expresiones "cepa de la invencion" y "cepa CECT8327" se
entiende la cepa CECT8327, cepa aislada de Pseudomonas sp. , .y mutantes de la misma,
como se han definido anteriormente.

Sorprendentemente, los inventores de la presente invencion, han aislado y caracterizado la
cepa de Pseudomonas sp. CECT8327 en comunidades microbianas asociadas a una fuente de
microorganismos no considerada hasta la fecha en el estado de la técnica como posible fuente
de microorganismos, en concreto la resina de Pinus sylvestris (P. sylvestris, o pino silvestre, en
adelante), que incluye la resina asociada a las agallas generadas por el insecto Retinia
resinella Linnaeus, grupo del orden Lepidoptera (NIEUKERKEN EJ. et al. Animal biodiversity:
An outline of higher level classification and survey of taxonomic richness. Order Lepidoptera
Linnaeus, 1758.En: Zhang, ZQ (ed). Magnolia Press: New Zealand. 2011, paginas: 212-221).

Es conocido en el estado de la técnica que las larvas de Retinia causan pequefas heridas en el
P. sylvestris, que inducen la secrecion de resina, la cual es manipulada por la larva para

4



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 525 398 B2

construir una cdpsula de resina a modo de una dura capa protectora. También es conocido que
las agallas son nédulos construidos con la resina exudada por el pino, en el interior de las
cuales viven las larvas de Retinia. Cada larva se desarrolla dentro de la agalla de resina
durante cerca de dos afos, completamente aislada del ambiente externo por su refugio rico en
terpenos.

La identificaciébn de la cepa CECT8327 es un hallazgo inesperado por varios motivos. En
primer lugar porque la fuente de la que se ha aislado la cepa, la resina, como es bien conocido
en el estado de la técnica, es mayoritariamente rica en terpenos ciclicos, y estos, a priori , de
acuerdo a los conocimientos generales, inhiben el crecimiento de los microorganismos (WANG
J. et al. Robust antimicrobial compounds and polymers derived from natural resin acids. Chem
Commun. 2012. Vol: 48, paginas: 916-8), por lo que no era esperable aislar de la resina, la
cepa con las propiedades descritas en la presente invencion. Pero, ademas,
sorprendentemente, la cepa de la presente invencion es capaz de degradar otro tipo de
terpenos no presentes en la resina en la que se ha aislado la cepa Pseudomonas sp.
CECT8327, los terpenos aciclicos.

A la vista de lo anterior, en concreto, la sorprendente capacidad de la cepa CECT8327 y
mutantes de la misma, para la degradacion tanto de terpenos ciclicos como aciclicos y
derivados terpénicos, dichas cepas pueden ser utilizadas industrialmente en la degradacion de
los mismos. Consecuentemente, la presente invencion puede aplicarse en técnicas de
biorremediacion.

El segundo aspecto de la presente invencion hace referencia a una composicion que
comprenda al menos la cepa CECT8327, y/o posibles mutantes de la misma, tal y como se
definen en el primer aspecto de la invencion.

Por ello, siguiendo con lo explicado anteriormente en relacion a las posibles aplicaciones de la
cepa CECT8327, el tercer aspecto de la presente invencion hace referencia al uso de la cepa
CECT8327 y/o mutantes de la misma, o a una composicién que comprenda una cantidad
efectiva de la cepa de la invencién y/o de mutantes de la misma, segun se ha definido
anteriormente, para la degradacién de terpenos, tanto aciclicos como ciclicos y derivados
terpénicos.

La degradacion de terpenos por la cepa CECT8327 y/o por los mutantes de la misma, o por
una composicion que comprenda una cantidad efectiva de la cepa de la invencion y/o de
mutantes de la misma, posibilita el aprovechamiento energético de los mismos con fines
biotecnoldgicos, en concreto como biofactoria para la producciéon de sustancias o compuestos
a escala industrial partiendo de los terpenos y/o derivados terpénicos como fuente de carbono.

El cuarto aspecto de la presente invencion es el uso de la cepa CECT8327 y/o de los mutantes
de la misma, o de una composicién que comprenda una cantidad efectiva de la cepa de la
invencion y/o de mutantes de la misma, como biofactoria en la produccion de sustancias o
compuestos de interés empleando resina como fuente de carbono. Esta aplicacién se lleva a
cabo mediante la inclusion del gen o los genes de interés que codifican la sustancia o
compuesto deseado en el genoma de la cepa CECT8327.

La persona experta en la técnica conoce perfectamente como insertar el gen o los genes de
interés en el genoma de la cepa de la invencion manteniendo las propiedades sorprendentes
de la cepa de la invencion usada como material de partida. Entre ellas, y sin caracter limitante,
estan la transformacion con vectores integrativos o la transformacion con vectores episomales.

Sorprendentemente, ademas, la cepa CECT8327 y/o los mutantes de la misma, o una
composicion que comprenda una cantidad efectiva de la cepa de la invencién y/o de mutantes
de la misma, muestran accion antifungica al inhibir el crecimiento de hongos. Esta capacidad
antifingica de la cepa de la invencion o de una composicion que comprenda una cantidad
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efectiva de la misma, permite su uso en el control de hongos fitopatdgenos, permitiendo un
ahorro en el uso de fungicidas y reduciendo su impacto ambiental.

Por ello, el quinto aspecto de la presente invencion es el uso de la cepa CECT8327 y/o de los
mutantes de la misma, o de una composiciéon que comprenda una cantidad efectiva de la cepa
de la invencion y/o de mutantes de la misma, como fungicida. Como se ha mencionado
previamente, la composicion descrita en la presente invencion, puede comprender ademas, al
menos otro agente antifungico, siendo preferido el imazalil. Por lo tanto, la presente invencion
describe también, el uso de una composicion que comprende una cantidad efectiva de la cepa
de la invencién y/o de mutantes de la misma en combinacién con otro agente antifingico,
preferentemente el imazalil, para el control de bongos fitopatégenos.

La capacidad inesperada de la cepa CECT8327 y/o de los mutantes de la misma, para
combinar las actividades previamente citadas, de degradaciéon de terpenos ciclicos y aciclicos,
derivados terpénicos y su accion antifungica, da lugar a aplicaciones industriales adicionales de
la cepa o de una composicion que comprenda una cantidad efectiva de la misma, debido a la
presencia de terpenos y derivados terpénicos en biomasas, al permitir la degradacion de
terpenos y derivados terpénicos al mismo tiempo que muestra propiedades antifungicas.

A la vista de lo anterior el sexto aspecto de la presente invencion hace referencia al uso de la
cepa CECT8327 y/o a los mutantes de la misma, o de una composicion que comprenda al
menos la cepa CECT8327, y/o posibles mutantes de la misma, para la degradacion de
terpenos ciclicos y aciclicos y derivados terpénicos y como antifingico, para inhibir el
crecimiento de hongos.

Adicionalmente, y de modo inesperado, la cepa de la invencion es capaz de crecer en
presencia del fungicida imazalil como Unica fuente de carbono, de ahi su uso o de una
composicion que comprenda una cantidad efectiva de la misma, para la descontaminacién de
fluidos que contienen imazalil.

Otro efecto inesperado de la cepa CEC18327 y/o de los posibles mutantes de la misma, o de
una composicion que comprenda una cantidad efectiva de la cepa de la invencion y/o de
mutantes de la misma, es su capacidad para crecer en presencia de medios liquidos que
contengan compuestos hidrofébicos. Este efecto inesperado se basa en la produccion de
agentes surfactantes que facilitan la emulsién de los compuestos hidrofébicos, para su
posterior tratamiento. Por ello, el séptimo aspecto de la presente invencion hace referencia al
uso de la cepa CECT8327 y/o de los mutantes de la misma, o de una composicidon que
comprenda una cantidad efectiva de la cepa de la invencién y/o de mutantes de la misma, para
la produccion de agentes surfactantes que faciliten la degradacién o tratamiento de
compuestos hidrofdbicos.

DESCRIPCION DE LOS FIGURAS

Figura 1. Peso seco total (T) y peso seco bacteriano (C) (expresados en g/mL, segun se
muestra en el eje vertical de la grafica) de los cultivos en medio RM (medio basado en resina)
de las cepas ensayadas y evolucién de la cantidad estimada de resina (R) en el medio. El eje
horizontal representa el tiempo de cultivo expresado en dias.

Figura 2. Microscopia electrénica de cultivos con laminas de latex no inoculados (A) e
inoculados (B, C y D) con la cepa CECT8327, obtenidas tras 15 dias de crecimiento a 30°C.

Figura 3. Imagenes de medio de cultivo minimo suplementado con diesel no inoculado (A) e
inoculado (B) con la cepa de la invencion CECT8327.

Figura 4. Diametro de colonia (d, expresado en mm) de tres hongos aislados de la resina
(Aspergillus terreus, Aspergillus flavus y Penicillium decumbens) en ensayos de confrontacién
con la cepa CECT8327, en medio rico (graficas B, D y F) y en medio minimo con resina como
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Unica fuente de carbono (graficas A, C y E). El eje horizontal representa el tiempo de cultivo
medido en dias. En cada grafica C corresponde al hongo confrontado con la cepa CECT8327;
y A corresponde al hongo no confrontado con la cepa CECT8327. Las graficas A y B
corresponden a ensayos llevados a cabo con Aspergillus terreus, mientras que las graficas C y
D corresponden a Aspergillus flavus y las graficas E y F a Penicillium decumbens

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion se basa en la cepa CECT8327, del género Pseudomonas sp., y
cualquiera de sus mutantes, segun se define a lo largo del presente documento, identificada a
partir de muestras de resina de P. sylvestris y de agallas del lepidoptero R. resinella.
Sorprendentemente, y tras la caracterizacion de la cepa de la invencién a nivel de secuencia
(SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2) y a nivel fenotipico, se identificaron un conjunto de
caracteristicas metabdlicas y ecoldgicas, mencionadas anteriormente, que convierten a la cepa
CECT8327 en una cepa esencial en distintos procesos biotecnologicos que impliquen la
degradaciéon de terpenos ciclicos y aciclicos, y derivados terpénicos, asi como la actividad
antifingica o la generacion de surfactantes para el tratamiento posterior de compuestos
hidrofébicos.

La cepa CECT8327 tolera y degrada cantidades significativas de resina. La Figura 1 muestra
gue la cepa de la presente invencion degrada 1,5 gramos de resina por litro de medio minimo,
con resina como Unica fuente de carbono, después de cuatro dias de crecimiento exponencial
en dicho medio. El protocolo usado para determinar el contenido de resina tuvo Unicamente en
cuenta la cantidad de resina convertida en biomasa, contribuyendo al incremento del peso seco
de la bacteria. Por ello, la cantidad de resina degradada es una estimacién a la baja, siendo la
cantidad real de resina degradada muy superior.

En una realizacion preferida de la presente invencion, la cepa CECT8327 y/o mutantes de la
misma, degradan los terpenos ciclicos seleccionados del grupo que comprende diterpenos,
monoterpenos y sesquiterpenos.

La cepa CECT8327 y/o los mutantes de la misma, son capaces de degradar los monoterpenos
monociclicos, limonoides, presentes en una amplia gama de alimentos funcionales vy
fitonutrientes naturales. En una realizacion preferida de la invencion, la cepa CECT8327
degrada limoneno, presente, por ejemplo, en las peladuras de citricos. Por ello, un aspecto de
la invencion es su uso en el tratamiento de biomasas ricas en limonenos como paso previo a su
fermentacion por parte de microorganismos sensibles a estos terpenos, como las levaduras. En
concreto la degradacién de limoneno de biomasas procedentes del procesamiento de citricos
para la mejora en la produccion de etanol, mediante fermentacién alcohdlica de las biomasas
pre-tratadas mediante levaduras, a partir de cascara de naranja.

El contenido génico de la cepa CECT8327 analizado a partir de las secuencias
metagendmicas, detecté un grupo o cluster de genes correspondientes a la SEQ ID NO: 1. La
presencia de este paquete génico indica el fuerte valor adaptativo de este grupo de genes en
un ambiente rico en terpenos. Ademas, la cepa de la invencion comprende la secuencia parcial
16S correspondiente a la SEQ ID NO: 2.

En una realizacion preferida de la presente invencion, la cepa CECT8327 y/o los mutantes de
la misma, comprenden la secuencia correspondiente a SEQ ID NO: 1 en su material genémico.
En una realizacion aun mas preferida de la invencion, la cepa CECT8327 y/o los mutantes de
la misma, comprenden una secuencia con una similitud de al menos 70% respecto a la
secuencia correspondiente a la SEQ ID NO: 1.

Por otro lado, la cepa CECT8327 y/o los mutantes de la misma, de la presente invencion,
ventajosa e inesperadamente, tienen capacidad para degradar terpenos totalmente distintos a
los presentes en la resina, los terpenos aciclicos. En una realizacién preferida de la presente
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invencion, los terpenos aciclicos degradados son el latex, la goma vulcanizada o caucho y la
gutapercha.

En este sentido, también es sorprendente la elevada velocidad de degradacién mostrada por la
cepa CECT8327 al ser capaz de degradar visiblemente latex en dos semanas, observandose al
microscopio electrénico grietas en la estructura del mismo (ver Figura 2). Otro aspecto
sorprendente de la cepa CECT8327 es la forma de degradar el latex. La cepa CECT8327 actla
de forma local mediante el contacto intimo entre la misma y el sustrato, al cual se fija incluso
bajo vigorosa agitacion del medio, observdndose una perfecta adhesion y produciéndose una
excavacion en forma de nicho u hornacina debido a la desintegracion del latex en las
inmediaciones de cada célula adherida al mismo (ver Figura 2). Asi, la cepa CECT8327 puede
usarse en el tratamiento de materiales acumulados a gran escala, tales como guantes u otros
residuos sélidos, actuando directamente sobre su superficie, por lo que el tratamiento de estos
materiales a escala industrial no requeriria de un pre-tratamiento para solubilizarlos en medio
liquido.

Ademas, la cepa CECT8327 y/o los mutantes de la misma, sorprendentemente se caracterizan
por mostrar un efecto combinado al ser capaces de degradar eficazmente terpenos ciclicos y
aciclicos y derivados terpénicos, al mismo tiempo que son antifangicos. Un aspecto preferido
de la presente invencién hace referencia a un método combinado para la degradaciéon de
terpenos ciclicos y aciclicos y derivados terpénicos y para la inhibicion del crecimiento de
hongos, que comprende la puesta en el medio de una cantidad efectiva de la cepa CECT8327
0 de una composicion que la comprenda.

En una realizacién preferida de la invencion relativa a la accién antifingica de la cepa
CECT8327 y/o los mutantes de la misma, el uso de inhibir el crecimiento de hongos es sobre
hongos pertenecientes a los géneros Aspergillus y Penicillium. En resumen, la cepa de la
invenciéon es también un agente de control biolégico, especialmente para la industria
agroalimentaria.

En una realizacion preferida de la presente invencion, la cepa CECT8327 se usa como
fungicida en tratamientos post-cosecha. En la presente invencion, por tratamiento post-cosecha
se entiende el proceso de almacenaje de las cosechas y los procesos necesarios para la
transformacion y la adecuada conservacion de los alimentos al estado natural o fresco. En otra
realizacion preferida de la presente invencion, la cepa CECT8327 se usa en el control de
hongos en la industria agroalimentaria, en concreto en los productos para la alimentacion
humana y/o animal procesados, y mas particularmente en ensaladas de cuarta gama,
mejorando la seguridad de los mismos.

La cepa de la presente invencidn es capaz de crecer en presencia de agentes antifingicos. La
Tabla 1 muestra la comparacién del crecimiento mediante conteo de Unidades Formadoras de
Colonia (UFC) de la cepa CECT8327 en medio de cultivo sélido LB y medio de cultivo sélido LB
suplementado con distintas concentraciones de un fungicida cominmente usado en la industria
agroalimentaria, el fungicida imazalil. En una realizacion preferente de la invencion, la cepa
CECT8327 se usa como fungicida en combinacion con el imazalil, tipico de la industria
agroalimentaria.

A la vista de lo anterior, en una realizacion preferida, la presente invencién hace referencia a
una composicidon que comprende al menos la cepa CECT8327 y otro agente antifingico. En
una realizacion aun mas preferida, el otro agente antifingico es imazalil.
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Tabla 1
Medio de cultivo UFC/mL
LB 3.84E+07
LB+500ppm imazalil 8.80E+06
LB+1500ppm imazalil 5.60E+06

Como se ha mencionado anteriormente, la cepa CECT8327 es capaz de crecer en un medio
con compuestos hidrofobicos, En una realizacion preferida, la cepa CECT8327 y/o mutantes de
la misma, son capaces de crecer en presencia de hidrocarburos, mediante la produccién de
agentes surfactantes que posibilitando el tratamiento posterior de dicho hidrocarburo. En una
realizacibn aun mas preferida de la invencién, esta capacidad surfactante se aplicaria al
tratamiento de medios liquidos que contengan diesel, (ver Figura 3) y/u otros compuestos
hidrofébicos, como, y sin caracter limitativo, aceites, parafinas y grasas.

DEPOSITO DE MICROORGANISMOS

De acuerdo con lo establecido en el Tratado de Budapest, la cepa de la invencion del género
Pseudomonas fue depositada en la Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo (CECT), situada en el
Parc Cientific de la Universitat de Valencia, calle Catedratico Agustin Escardino, 9, 46980
Paterna, Valencia, (Espafia).

La fecha de depdsito es 22 de abril de 2013 y el numero de depdsito correspondiente es
CECT8327.

EJEMPLOS
Ejemplo 1. Coleccion de muestras.

Se recogieron muestras de resina ambiental asociada al pino albar (Pinus sylvestris) (obtenidas
de secreciones naturales del pino) y de resina asociada a las agallas inducidas por R. resinella
del bosque "Fuente del Tajo" (Mora de Rubielos, Teruel, Espafia) en septiembre del 2011. Se
extrajeron las larvas de las agallas. Tanto las agallas como la resina fueron molidas
individualmente y suspendidas en tampén PBS estéril (NaCl 8 g/L, KCI 0.2 g/L, Na,HPO, 1.44
g/L, KH,PO, 0.24 g/L, pH ajustado a 7.4).

Ejemplo 2. Medios de cultivo y condiciones de crecimiento.

Se establecié un medio minimo selectivo con resina de pino como la Unica fuente de carbono.
Como factor de seleccion, se obtuvo una solucién concentrada al 10% (peso/volumen) de
resina mediante la disolucién de las muestras de resina mencionadas en el apartado anterior
en etanol. Se eliminaron los restos de plantas y otras particulas insolubles en suspension
mediante centrifugacién (2,000xg, 5 min). El sobrenadante se filtré y esterilizé a través de un
filtro de 0.2um de didmetro de poro. Se prepard, un medio minimo (2 g/L NaNOs, 1 g/L K,HPO,,
0.5 g/L MgSo0,, 0.5 g/L KCI, 0.2 g/L pectona bacteriolégica; y 15 g/L de agar para el medio
solido). Una vez esterilizado con autoclave, este medio minimo se mantuvo a 80°C y se mezclé
con la solucién resina:etanol 10% (peso/volumen), obteniendo un medio selectivo (RM) con
concentraciones crecientes de resina (desde 0.5% a 8% v/v). Tanto las muestras de resina del
pino, como las muestras de resina asociadas a las agallas, fueron sembradas en placas con
RM e incubadas a 30°C durante 14 dias.
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Ejemplo 3. Extraccion de ADN.

Las colonias de microorganismos observadas en las placas después de la incubacion se
lavaron con PBS estéril. Se aislé el ADN metagendmico de la suspensién microbiana usando el
kit Power Soil DNA Isolation (MO BIO Laboratories).

Ejemplo 4. Secuenciacion de ADN, ensamblado y andlisis bioinformatico.

El ADN metagendmico fue pirosecuenciado y las lecturas obtenidas fueron posteriormente
ensambladas de nova con el programa informatico NEWBLER (454 LifeSciences Roche). A
partir del ensamblado, se realiza una prediccion de genes con la herramienta
MetaGeneAnnotator y se identificé el origen filogenético y la funcién de dichos genes mediante
busquedas BLASTX en la base de datos nr (no redundante) del NCBI. Para obtener una
reconstruccion global del metabolismo a partir de los resultados del BLASTX, se utiliza la
herramienta KAAS (KEGG Automatic Annotation System).

Ejemplo 5. Analisis de similitud de secuencia y sintenia del clister de genes de degradacion de
diterpenos.

La secuencia del genoma de la cepa CECT8327 correspondiente al clister de genes de
degradacién de diterpenos fue comparada con otras secuencias similares descritas para otras
especies del mismo género. Para ello, se realizaron alineamientos multiples con ClustalW y se
comparé el orden génico dentro del cluster con el paquete GenoPIotR del software R.

Ejemplo 6. Caracterizacion de la capacidad de la cepa CECT8327 para degradar terpenos
presentes en la resina.

La cepa CECT8327 encontrada en el andlisis metagendémico fue aislada y crecida en un medio
con resina de pino como Unica fuente de carbono. Para cuantificar la capacidad de degradar
resina, se estime la masa de resina en el medio de cultivo a varios tiempos por diferencia entre
la masa seca total y la masa seca correspondiente a las bacterias crecidas en dicho medio.
Esta Ultima masa se estimé a partir de un cultivo en medio rico LB, donde puede ser
cuantificada de forma exacta por no existir componentes no solubles en el medio de cultivo. El
contenido en resina durante la fase exponencial del cultivo en medio RM decreci6 de 5.4 g/L a
4.1 g/L después de 4 dias, indicando una degradacién cercana al 25% de la resina presente
originalmente en el medio (ver Figura 1). El crecimiento de la cepa de la invencion en medio
RM se acompafd por la secrecion de un sideroforo fluorescente, probablemente pioverdina,
normalmente producida por diferentes especies de Pseudomonas bajo condiciones de
ausencia de hierro.

Ejemplo 7. Caracterizacion de la capacidad de la cepa CECT8327 para degradar un material
basado en terpenos lineales: el latex.

La cepa CECT8327 creci6 ademas en medio con latex como Unica fuente de carbono
produciendo un sidero6foro fluorescente. Se observe una unién celular al latex en los cultivos de
la cepa CECT8327, y el crecimiento de esta cepa se correlacione con la aparicidn de fisuras en
la superficie de muchas de las particulas de latex. Ademas, a partir de los 15 dias, se observé
una notable degradacion del latex a nivel local, con la produccion de hoyos u hornacinas
asociadas a la interaccion célula-latex (Figura 2).

Ejemplo 8. Ensayos de crecimiento en medio con compuestos hidrofébicos, tipo hidrocarburos.

La cepa CECT8327 fue inoculada en medio minimo (2 g/L NaNO;, 1 g/L K,HPO,, 0.5 g/L
MgSo,, 0.5 g/L KCI, 0.2 g/L pectona bacteriol6gica) suplementado con diesel, y se cultivo
durante 7 dias a 30°C en condiciones de agitaciéon. Los cultivos se dejaron en reposo tras los 7
dias y se observo el nivel de emulsionado de la capa superficial de diesel. EI medio inoculado
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con la mencionada cepa present6 un emulsionado mayor que el medio no inoculado (ver Figura
3), debido a la secreciéon de agentes surfactantes por parte de Pseudomonas CECT8327.

Ejemplo 9. Ensayos de tolerancia a biomasas ricas en terpenos y a fungicidas.

Para evaluar la tolerancia de la cepa a otros terpenos y a fungicidas, se suplemento un medio
de cultivo estandar como el LB (Luria-Bertani) con peladuras de naranja y con distintas
concentraciones de imazalil (un agente fungicida ampliamente utilizado en la industria
alimentaria), respectivamente. En el caso del medio suplementado con imazalil, se cuantifica el
crecimiento mediante conteo de unidades formadoras de colonias en placa (ver Tabla 1), y no
se observaron diferencias significativas en el crecimiento de la cepa de la invencion en estos
medios con respecto al medio control, no suplementado con ningln compuesto terpénico ni
fungicida, por lo que la cepa demostré ser totalmente tolerante a estos compuestos.

Ejemplo 10. Ensayos de inhibicion del crecimiento de hongos.

Las propiedades antifungicas de la cepa CECT8327 fueron testadas con distintos aislados
fungicos de los géneros Aspergillus y Penicillium en medio minimo con resina como Unica
fuente de carbono y en medio rico LB (medio Luria-Bertani) mediante ensayos de
confrontacion. Estos ensayos se basaron en co-cultivar diferentes aislados fungicos en medios
solidos en presencia o en ausencia de la cepa de la invencion. Las esporas fungicas fueron
inoculadas en puntos situados en el centro de las placas Petri, mientras que, en los casos
correspondientes, la cepa de la invencion fue inoculada en lineas horizontales paralelas
situadas a 2cm del hongo. El didmetro de las colonias fungicas fue medido durante los 7 dias
siguientes. En todos los casos se observé una parada irreversible en el crecimiento fingico
entre el primer y el tercer dia de crecimiento en presencia de Pseudomonas sp CECT8327,
como se muestran en La Figura 4.
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REIVINDICACIONES

1. Cepa aislada perteneciente a Pseudomonas sp. CEC18327 y mutantes de la misma donde
las cepas mutantes son obtenidas a partir de la cepa CECT8327 como material de partida y
mantienen 0 mejoran una o varias de las propiedades bioldgicas de la cepa CECT8327, que
incluye al menos su capacidad para degradar terpenos ciclicos y aciclicos y/o derivados
terpénicos ciclicos y aciclicos.

2. Cepa, segun la reivindicacion 1, caracterizada por comprender una secuencia con una
similitud de al menos 70% respecto a la secuencia correspondiente a la SEQ ID NO: 1.

3. Cepa, segln una cualquiera de las reivindicaciones 1-2, caracterizada porque su genoma
comprende al menos un gen, introducido artificialmente, donde el al menos gen codifica para
una sustancia o compuesto para su produccion a escala industrial.

4. Composicion que comprende la cepa de una cualquiera de las reivindicaciones 1-2.

5. Composicion segun la reivindicacion 4 que comprende al menos un segundo agente
antifangico.

6. Composicién segun la reivindicacion 5, donde el al menos segundo agente antifingico es
imagzalil.

7. Uso de la cepa definida en una cualquiera de las reivindicaciones 1-2 o de la composicion
definida en la reivindicacién 4, para la degradacion de terpenos ciclicos y/o aciclicos y/o
derivados terpénicos ciclicos y/o aciclicos.

8. Uso segun la reivindicacién 7, caracterizado porque los terpenos ciclicos se seleccionan del
grupo que comprende: diterpenos, monoterpenos y sesquiterpenos.

9. Uso segun la reivindicacién 8, donde el monoterpeno en un limonoide.
10. Uso segun la reivindicacion 9, donde el limonoide es limoneno.

11. Uso segun la reivindicacion 10 en el tratamiento de biomasas para la produccion de etanol
por fermentacion alcohdlica.

12. Uso segun la reivindicacion 7, para la degradacion de terpenos aciclicos seleccionados del
grupo que comprende: latex, goma vulcanizada, goma no vulcanizada o gutapercha.

13. Uso de la cepa definida en una cualquiera de las reivindicaciones 1-2 o de la composicion
definida en cualquiera de las reivindicaciones 4-6, como antifungico.

14. Uso segun la reivindicacion 13 en tratamientos post-cosecha.

15. Uso de la cepa definida en una cualquiera de las reivindicaciones 1-2 o de la composicién
definida en la reivindicacion 4, para la degradacion de imazalil.

16. Uso de la cepa definida en una cualquiera de las reivindicaciones 1-2 o de la composicion
de la reivindicacibn 4, como biofactoria en la produccion de sustancias o compuestos
industriales empleando la resina como fuente de carbono.

17. Uso de la cepa definida en una cualquiera de Las reivindicaciones 1-2 o de la composicion
de la reivindicacion 4, como productor de agentes surfactantes en el tratamiento de un
compuesto hidrofébico.

18. Uso segun la reivindicacion 17, donde el compuesto hidrofébico es un hidrocarburo.

19. Uso, segun la reivindicacion 18, donde el hidrocarburo es diesel.
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Lista de Secuencias

<110> universitat de valéncia

<120> CEPAS DE PSEUDOMONAS SP. Y USOS DE LAS MISMAS
<130> P-06339

<160> 2

<170> BiISSAP 1.2

<210> 1

<211> 36620

<212> DNA

<213> pPseudomonas

<220>

<221> source

<222> 1..36620

<223> /mol_type="unassigned DNA"
Jorganism=""Pseudomonas"”

<400> 1
gcggtectgtce

cccggggtca
agccagcgcea
tcgatcageg
ggctgcagaa
ccatcaccga
gcgcgggttt
cggacaaagt
cttccacgeg
acattggcceg
atgcctgaaa
cacctgatgc
tcaccttcga
ctacgcacgg
tgcggctggt
cgcggtgtac
gggtgaatgc
tggtcttcca
tgcgectecc
gaactggaac
cgcgaggect

cgcggcatcg

cgtagtgccg
gctcagcgac
cgagtgagac
gcggaaccgc
aataaccgcc
gcattgaata
tgacgaagcc
agttgagcaa
tcacccgata
aatcgctgac
gctgcaagag
ccatgctgtg
actcgatgeg
ggtcgagaaa
aaccaaatcc
cggcctgecc
tgactttcag
gcgcgacgaa
aggcatcgta
cgccaattgce
gatagtccca

agatcaacgg

caaggcaccc
gatgaaaggc
gccagecacg
cggatccgtc
gagggtcagg
caggctgacg
cceggectea
cgaccgaacc
ttgcatggeg
gacattgatg
cttecggtgtt
caaccctgag
ctgcacggta
tgccttgget
gccatgacct
ggctgcageg
cgggccgecc
ctgcecgeceg
atcggccgga
cctgeccttyg
aacatgcggg

gctggagtgt

aggatttgct
ttgagcgceag
cgatcggttt
gactggatac
ccgggttect
ccgatttgeg
tgagccgeat
agtccgaage
atatacaggt
ccaagcctgg
tcgatggcac
gcatcgcgea
ctggeccgteg
gcgctgaage
actgcgrcca
atgacggcgt
gtgccgcgec
atgrccttec
gcgectegta
agccacagct
ttaccggctg

tccggeccac

cgtcggtctg
gctgegecgce
cggcactcag
gtatttcgcc
tgtcgatcat
cgtcgggteg
gggtcatcgg
cggcaaagca
gctecgegeag
tgagcaattc
cggcgcacag
cctgaacggce
tgaccgtcag
gttggeecgec
catcgttggt
cgcacaattc
acggtgegcet
agcceccagec
cgtagaccat
catcggccat
cgagcaactt

tctcgatcaa

cgcttcgaca
caatcgacgt
gtaattggca
ctggctctge
cacccggttg
gtccaggect
gcctttcttg
atggttaaag
attgcggecg
ggcaggcceg
tatcgcttcg
cactgecgegg
gttgggtcgg
ccaggtggtce
atcggccaca
atcgttggeg
gcccagttga
ctcgcagect
gccgttaacc
tccctcacca
gccaatgcca

cagcaccgag

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320


mborlafg
Texto escrito a máquina

mborlafg
Texto escrito a máquina


acactcggat
atgatgtagt
tgtagaactg
gctggecaatt
agtctggaac
aaccgcgect
ggcctgaatc
atctgatgtt
tgcaagacct
acaaggagga
gcacgggcag
cccgeacgea
ttgcccatct
cctatggggg
ttgccatgtg
agcgtttcaa
taaccggctg
agggctcatg
cggccatgac
tatcactcgt
cggcaatcge
gggccttgtt
cgatggcggc
ccttgeegtc
cgctctegat
gctgggcage
tcgagaacag
cgctgccagg
cgccatgett
tggaggccac
tgccgtcgat
atggtgggta
tTtcrrttcat

ccctgetgat

cgtgggagag
cataggtttt
cactaccccg
tgttgcacag
ccgtgegaaa
ctgacgtaga
cttcgaccec
gaccacgatg
gctggaccgce
cctgetggtce
cggtgggtcg
tgcagcgctg
cgaaaacctg
cgatgagctg
gttatggtgg
cgccctgatg
agcgagcaga
ctgggcgcaa
cgggtcggceg
aagtctgcga
catgtcctac
ctcagtggca
tgtcaaacgt
gcgaccgacc
gccgtageec
agtcagttcg
cgggaagtgc
ctcectgetcet
gctcrggtaa
attgaccagc
ctgtttcagc
ctttgaccgg
aatttccgag

cttgtattcg
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ccggtttgee
gagcattrtrt
tgcacaacgg
ggtctagcca
aagacattct
gattccccca
agcgctgacc
taccagttgg
tcgggtatcg
gcaggcratg
cgtgtggtge
accacctcgt
ctgatcattc
cgcggcgaaa
gtgcgccagy
agcgacgggg
tttacgagcg
agtacaagct
ttgagcggcg
tattcgecca
gcatgttaat
actggacgcg
gcgtcatctg
aaaaacttct
ttcaggegcet
ctgtacaggg
acgtcgtagg
ttgaagttgt
agcttctcca
agcaggacct
gggatgtcgt
tggtcatgcc
gtgccgecgt

ctcatgaagc

atgacgcagce
attattctgc
acagatgtgc
ctcttcttge
tcaagaatat
tgaatcaata
gacacagacg
cactggaaaa
cgcggtcgac
gcgtcatggg
tggacgtgtg
tgatgggcgg
aggtccgcga
tcgetgtgeg
actactgcca
tctggcccga
ggtcggecat
cagcgacgcea
tgccaatcag
cgccecgactt
gcccgaaaaa
tgagcgaggc
cggccacgtce
cgaaattcca
cgcggaacgg
gatgcttgtc
tcgtggagea
tcgccggaaa
gcccttegta
tgcctttgta
acagcgaagt
aggacacacc
aaattcgcge

cgtagccacc

cagccgaacc
gttgcgacgt
ggatctgttc
tcgacccaga
gtccaataac
cagcececeg
gcgtgcccaa
ggactatcgg
gttctatgec
cgacccggtc
cggatggtta
cgcctcgegg
acacatgaag
cagcctggtc
tagceccegeg
aaatccggaa
gacgccgatg
gggatacgtg
gcaggcatcg
ttagtcagtg
aggccctgaa
tcaggccttc
cggcgcaaaa
cagcacttcc
gccatcgceca
agcgecagea
gaacgactgg
gcccageact
ttgaggcgrc
ctgacccaga
gctcatgcct
ttaaagcgtc
aacgcgggea

gtgcagctgc

cgcacccaca
gtgcggggac
ggtgactggc
cgcctgtgec
tctaaaaatt
cagaaccaat
cgcacacggg
gaaattaccg
cattttcggg
gtcaagccgg
ttcgttgcca
gagatcgttce
cggtatgggg
ggagggctgc
caaatcagcg
agcgtractgg
ccaacgcttc
gcctgtegygt
atgcacgatg
cgaccaggct
ctcaggttca
ag cgcct cat
cggccgatga
tgcgggrtge
gtggcggaag
accgagattt
atttcgctgt
tccaggceect
aggccgcatt
ttgctggaag
gtctccttga
cgaccgataa
tcgacccacg

adaaactcgt

1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360



cgagcagcett
tcaattcacc
cctgagectt
caaacacctt
gcgeggeccg
aacccatgcc
actctgaggt
ccggacggte
tcgcggtaac
cgatgtattc
tgcccggttc
acttctgtrtt
gagtggtgaa
aatgcccgaa
ccgtctegece
gcaggtgcegg
gatcttcacg
ttacttgtcc
gtcggeggrg
gcgcatatgce
actggcaatg
ctgttccacc
catcaggctg
ggggacgata
gatgtcgcac
gatgatcggg
ggtgtcgege
gacgttgccg
gcggtcacgg
cagcgegttg
gatgtgcaaa
cagaaaccct
accgagccga

tcctgggtaa

gcctrgeatc
ccgcatgact
ggccteggec
gcgctcacog
aatggcgatg
ctecttegecce
atcctggect
ttcttcaacg
caccagaccg
gtcgtccteg
gctcatggeg
ctgctecteg
gceccacggec
gtcgcccccco
ggccttgage
cacgatttcc
aaagacgcgg
tggtagctgg
tgatgagcga
tgaccctegce
cgcctggeca
agtccccagt
gctttgggaa
cccaggegea
atgcaggcca
atgtccagct
agttcataag
ccggegeaga
cgcaggttcg
cgagtgtccg
aacgcggtca
cggcacctge
attcaccacg

aaccgatggc
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tcggagecca
ttgtccagge
agcttgaagc
gtgtactcga
atcaagcgct
aggcgattge
ttcagaccga
cacaccaggg
gcgttgecac
cggcgcaacg
atcacgccga
ctgccatagg
gtggcattog
gagccgecat
cacagctcect
cgctcgacga
cgcatgacgg
gcgegegett
tggactgata
gcagcagcecg
gcgeetgggc
ccagcgectt
tgccgatgat
cgaaactctc
ggtcaagtcc
cgtacagcgc
gctgaccgge
acgecgetgec
cgcacagttg
gatggttcat
tgccgatact
cgcgeagacc
ccaggcccac

gccgtggacg

ggagtttggc
aatcgtcgac
gggtgttctg
tggtttectce
cccatgecaa
cgacaggceac
tcttctecag
tcagttcctt
cgttggtgat
aggrgcgceat
tcaactcacc
caacgatgta
ccecgggecag
actcctcagg
tgggcacgat
aacggcggge
ttcteceett
ctcgacgaag
ggcggecgac
tttgcacagg
ctcggactgce
ggtcgcgteg
gcgeggtaac
ggcgaacacc
ggcgecgatg
cagcggaatg
gaagatgcca
attgcecggte
cacgaattct
gcgcacggtc
ccacagcttg
tgggtgcecta
aatctacggg
gcgtgggceaa

catggcggcg
gaacacccgce
gaaatccagc
cagcagggtg
ctgatgggtg
ccgcacctga
caagcggccc
ggcgatggga
gaaggtcttc
cgaacgcagg
gctgaccatg
cggegtgacg
ttcctegate
gacggtggaa
gccgrrtttt
ctgatcacgg
accttcttat
gcggecacgg
agtrtcgagca
cgcaaggegt
agggtttcat
atggggtcge
agccaggege
gcggtggacg
gcecggeeegt
cgctggatgc
ctgcgetege
agcaccatca
tctatctgtt
acgacagggc
agttgtcagt
tcatctggct
tgtacaactg

tattcgcgec

atgtccggeg
agcatggtcg
accggettge
tcgatcgact
aggtatttga
tcgaaaaaca
ttggagaacc
tcgagettgg
tggccgttga
tcgetgecga
cgcggcagec
atctcggagt
atcaccgecg
cagagcaagc
tcccacteat
aacatgttgt
tgttgtgcag
cttcctcatg
gagaatccag
ggccgggatt
gggtgcagac
cggtaaaagc
caccgtcacc
acgccaggeg
tgacggcggce
cgtcgcgata
gcatgtcctt
ctcgegecgt
ccggcgaggt
cttcacgctc
catcaatggc
ccagtgcgtg
caaggcatat

ctgggtggcg

3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400



gcectcggecg
tcggcaaacg
agttgctget
gcgtactccc
atcagtgccc
tccagcaccg
ctttgttcga
tcgetgtcgg
accccgetca
ccegttegeg
aacggcacgg
ccagcgtcgg
acggcttecc
tccacgeecgt
gcaaccccag
aaaaagaagg
gctgecgagy
tgttacccag
gcgeegtaac
cttcagacgc
acgccatgga
cctgctccca
cgaaaaagac
tgccgggcaa
tatcgccggt
ctttctgacc
ccaggtccga
agatcgceegyg
cgctttgccg
cgctgacgac
ccatgccgag
aggattgtgce
cctecggegeg

ccatgaatgc

tggtgacctt
ccgettetge
ggatcgectg
ccgtcatgtc
cgccggtttg
tggctteget
tacgctgage
caatggcgac
ccegetegte
gctcaagecec
gaacggcaaa
ccccacccag
ataacgccegce
cgectgagceag
gccacgggcg
cgccatctge
ttcgatgtcc
atccttcacg
cgccagtgac
ctgcagegeg
actgagaaaa
gcccttgect
ctcgttgaaa
tcgcaggtcg
gcgcagceaac
gttgacccge
accggagecg
caagtagcgg
atcggcgatc
gtagcgegea
ccagcctttg
tcgetgtgeg
caacgcttct

tctcgaaaac
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ggccacggea
ggcgctgtig
aaacgctccg
aagcaacgtg
cagcacttcg
gaaaaacagt
ctgcecegegt
aaccgattcg
attgagcaaa
gcagcagccec
tegececgee
ggattcaggc
aggccatacg
gcgttcgatg
atgatcccgc
gtcagatacg
agcaatcgct
caagaagcgg
atgttgcgea
tcgggttgge
cgttceggge
tcgttgccga
tgctcgeege
acgatgaatt
gcgatcatgt
cagcccteag
ggctcgetea
tctegetgtg
cagtgtgeceg
aagaaaccgg
gcgcccageg
ggcggataat
gcctcagcag

tgggcatgca

accgaaaacc
gcagccgcag
atgggttrrgc
ctcaaggcegce
ctgttcagac
gcatceccggg
gccaacacca
acatgccgcec
agcctaggtt
dacaaccagt
gctcgegega
gcggcggceca
ccgccttege
gtggattcaa
gaagaatttc
ccagaacctg
gcgcaagctc
cccacgeegg
gtgtcgcgag
taccgatggc
cgctgegetc
tcagcgcatc
ccgecagatce
gcgacatgcc
agtgggagtg
cgtcgcegaac
tgccgatgca
cgggggtgcc
acaccggtge
cctgattgec
ccttgctgaa
cggccagegt
gaatccggct

aaacgcggaa

agttcaatgce
cctgcteggce
caaactgatt
ctgcaatctg
cgctgggeag
grteteegge
ccagecatggg
cccaggggac
tggcgcagat
tggctaacag
tcacgtaaag
gggtaaagcc
tggcgttgac
ataattcgcg
gcgagtgecg
tgcgtgatcg
agggatgtcc
gtgttcaccg
cctegecgtg
atcgatcatg
gaacgccagc
atcggccagce
gcgaatcgga
ttcatgecge
gtgagcgttg
tgcggtggag
aaaatagctc
gaatttgttg
gccggecgeg
tccgtattec
gctggegteg
atcagcgaga
gtaggtaaat

aagacatccg

ccggtcggat
gaacaccgcec
gcgttgaccg
tgcgctgegc
€ggcgegegg
aatgttcaag
ccecgecagcea
atcaggcagc
gctcaagcetce
cgccteggre
gtcggeecag
agagtcttcg
cgtttcactg
catgattatc
ccgcgeaatg
cttccaccgc
tgctcaaagg
ttggccagtt
aggcgaccga
gttttgatca
tcggccgtga
actacgtcgt
cgcacggtga
ccgttctget
gtggtccata
cgaatggagg
tcgeecgegac
atcagcggcc
agcagctctt
ttgggcagceg
aagcccatce
aagcggcgea
tcattgatgg

caggacgtgc

5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440



gtgaccgttt
tacagcgcgg
ggcttgeccgt
acgtgagtgg
aacggatcgt
tcgggaagat
gaatgcgggt
aggccgaact
atctgcecge
cgttcgagea
gggaatttct
ggcatggaag
ccggtgeega
tcccagtagt
agtgcgtgta
caccacggca
aagtgccaat
tggaagcgcet
ttggcgctca
taacccaggg
atgtagccogg
tgcggetege
atggcgtggt
tcaacgggtt
tttatttgat
aacccgegec
cccagatcac
gtttatcagg
tgatctcggt
atgaaggcecg
cgcggttgge
ggatttcagt
cggcctegte

gcgggttctg

cgttcattcc
tttgcgegtc
cttcacgacc
cttgcgegeg
acgagaactc
gcttgaggec
aatcgctcte
tgtcttcaat
cgaagttaga
ggtatggcac
tccacatcgg
tgatccacgc
tatggcagca
cgctgtggat
cgccctgect
ccagcatcaa
cgttgtaggc
gceccggceaaa
tgtcatccac
gctecatgec
tagcctgttce
gacctrrgaa
cgtcgacgct
gtttgttgtt
tgtgttcata
ttgatgggcg
gtgaacctcg
gtccaggcgg
cttggecgacy
cggcttgega
cgacgacacg
gtcctgegeg
gatggccttg

cagcagcaag
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cgacctgtgc
ggctttticg
atgatcggceg
cagggcgeca
gcgcatggca
ttcccatgeg
ccaagtgacc
gaagcaggtg
attggtccaa
ccaaccgatg
cgcccagatce
gtcgatgggc
gatcaccacc
cgatgggtaa
tgccatgegy
ggggatgaaa
ctggatcgca
gccagggaag
gcgatccttg
atattcttct
ctcgaagacc
gcgtgcgggc
gacgagaatc
gtgcctgaat
taaattcgga
cgggttcggce
tgagggccecc
atattcggca
aactggccaa
tcgatatcga
atgcactgca
gtctgacgta
ttcaccaggc

gtaatcaatg

gtggcaggtc
aacatcgcat
cecgecaaggce
acggtgcagt
ttgaggtggy
gtttccggceg
atgtcttegt
atgatgtgct
gccttatgat
ctgccttcceg
cagtcggctg
gacaggtccg
ttgttgtcgg
ccgtggatgg
gtcacttcgg
cggcecegacg
gcgaacgaca
gtcgyggaagce
atgttccagg
ttcggacggc
cagacatccc
atgtgacggg
agatcatcaa
catagatcac
tgaacgcggt
ggatcgacag
gcagttgege
tcaggtcaag
tgcacatgtg
atcggtcagce
ccatcgeece
ctttgaaggt
tgcgatcgtt

taccaaaggt

gggaatgaac
tgatgtcgcc
ccagggecag
tctegegtec
tcagcttgtce
actccggceca
tcatgaagcet
tgtggaagat
ggcgatgggt
agagcgccat
cggagttggc
aagcgtgatt
aacaggcttt
ccgggttatc
€ggcgygcggc
cggcattgca
catcceggtc
acagtgagcc
tgccacgacg
ccaccaccga
ggtcaccggt
cgaacgcatc
trttcattgt
cattggttta
agctgcagec
cggttgggeg
gccgacgatc
aattgcgttg
cgggccaaag
gttctcgaac
tttggggatc
cgccacgggce
gcgcacccgt

gcgcgtcgtg

gcgcggtatt
ggaggtcacc
ctcgactrtg
caggatggag
gatggtctgg
ggtgcagtcg
caggttctgce
atcgctggge
gaagtcggcea
gcgcaggtcg
gatggagatc
ggccttgacg
ccacagcgga
ggacagcgac
ctgcatgtcc
ccagtcatgt
ggcatggacc
caacacaccg
catctggtcg
gttcaggccc
tttcactacg
tggcggttey
tcttecectte
aattaaacac
gcgcataaaa
gtggatcagt
tgtggcgcgg
agcgcgeagt
ccaaacccga
gcatcttcgt
ttcacaccac
tcgaaacgca
tccagggtct

gtrtcgctgg

7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480



ccgctggeag
gatattcggc
gctecggecac
cgcgtgegge
aagcggcgta
tcacceggat
gcggettgat
ccgtctetgg
ccatcgcegt
tggtgaagtt
aggtcggtrcg
tgcettegag
cgctgecacy
gaacggacat
gaccaggttc
tcccttgata
cgcggtgecc
ctcgagctca
cagcgcaatg
ccataccagce
gtacagcccg
cgtggggtca
gcgecgagec
cgagttgcca
tttttcgegt
cgcatcgttt
gccagegtcg
gtcgecgactg
ctcgtaacge
catgggcacg
ggcaatgaag
ggtcaggccc
ggccgactge

cgaaagatca

caaggaccgg
gctgatcaaa
caccactttg
ggcagecttt
ctgctcgatt
cgggaaatac
gtattcgtcg
catgaacacc
gagaatcaag
tttcgcgtcg
attcgggtcc
aattggcgtg
gtaattactg
gatcatctecc
agccaatata
aggccgaatc
atgcecgeeeg
tgcagcaagg
gcgcecaccat
ggcaccgdgg
gctrtecttea
gcccctacgg
gcttecagegt
gcggtgacct
gaggtgtcgce
ttttcgegta
ctggectgeg
aggttccagc
tegetggeca
cgactcatgt
cctgcgecga
ggcacgctct
tcgecgatct
ttacgctcga
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acaaaggtcg
cgactgatca
accacgtcat
tctgggtcga
tcttegggct
agagcgaagt
cgaatcaccc
ggctgcagca
ccgtcgaaga
cgcatcaccg
aggccggceaa
gtcctgegea
gcgacgttgg
tctcttgttg
ggcgaaatgce
agctccagcec
cgcagcagat
tggtcatcag
tgacgttgag
caaacgcctc
gcactttgge
tggtgaacgc
ccattagcaa
tgcecgttgtc
ggcgtatggt
acgcgtgceac
cagcgcegetg
ggtcagcaat
tccagccgaa
tttccgecec
catgcaccgce
ctggccagec
gggtgacgca
ccagegeatt

cgatttcatg
ggtcgtcacc
acagcgcctg
cttgcggccc
tgtcttcagg
ccatgaggtc
ggtcgatctt
gattgcggat
aagcccccaa
ccatcacgtc
tcgatggcac
tctcggogta
cgaactccct
tttattatgg
tgaacgtaat
aggtgttcaa
ggcttgcagg
gcgecgegecg
gcggtcatgc
gttgacttcg
tgtggcagcg
gatgatccgc
caaggccgcg
c€gggcggaag
ttcgtccgac
€gggacgggc
atggctggtg
gcgcteggec
cgectegecy
cccegeeacg
cgcttcgeca
ggcaccgage
accgaagatc

gatcaatagc

gtcatccaga
gtccgetect
ggcggcatge
ggcaaggatg
aaaaccgatc
cgccgacttg
ggrrtecttc
attcttgtge
cecetteggeg
gtcatatttg
gccaaggctg
gaccgcttge
gttcagattg
gtcgatacgce
ggccgaatct
tccagccget
ccatagcggg
ctggcaccca
gccacaccgg
aacagatcga
atgggcccgg
gcecgaggtt
gcgeegtegg
ctggttttga
agcaagcecg
accagctgac
atggcgtaat
gcctcgecct
tgcaggtege
ataatgtcgg
gagccacact
aacgcegtge
acgtcatcca

gaccecaggt

gaacggccct
cgcgegegge
atggcggcac
gccagegecc
agggcataga
gctgecacta
cagcggttga
gcatcgeegt
atgaacccgc
aacagcgtga
gccatgaagt
aagtcaacat
ctttgcgect
ccggtggcaa
gactcaataa
cgatgatggt
cgectegteg
ggggatgacc
tttcccgeat
tgtcgttgat
tcagcatcag
tcagccectg
atatctgcga
gggtggacag
cagtcacctg
tgtcgaaata
cgteccagatce
gactggtcag
ggttgctgec
ccatccegge
tgcggtccag
gcgecgatgtt
ccgtccecgg

ggtcggegeg

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900

9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520



cacgctggeg
gacctctttc
tagcgataga
atcaacgggc
aatcgcgtgt
cccatgegea
atcgcttcgt
acgatgatcg
tcgectggtgg
aagtgcatgc
aatgccgaag
acgatggcct
ctggeegect
gcggtactga
gccttggtea
aagccgtggg
ttatcgatac
gcaaggtacc
cggtgcccat
tcgagegetg
tgccgtectg
cgggaagttc
tggccgegaa
tgacgtcgtt
tatcggtgcec
gaaagcggat
gctgtgacgg
ccacgacgcg
gagggccgga
cgcgaaaatc
acacgccgct
ggtgacctga
gattttctgc

atcgctgcca

aggctgecge
ataacacgct
cgecgtgeec
atggtcgaaa
cccaaccgat
gcgcagtgtc
tgccgageat
atgtcttgec
ccaagccgeg
cgataacacg
tgttggtcge
ttttgattgc
cgctcaggtc
ttttgcccaa
atgactgggc
cgatcccggt
tcatgecegag
gatcccctea
gccgaccccg
ttgaacgaaa
gcggatctge
gtccttggtc
cagatccatg
gcccacggtg
gatcaccgcc
cgggtcgtgg
tgcagccagg
attggtgggc
aaaacgcagc
acccgcaatc
ctcgaaatag
cccacacgag
aggtcggtat

ccgaagttac
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ggaaccggcc
ccctttcagg
ggtcttgega
cttctcteec
caggtcgecc
gatgtcctcg
cgccgacatg
catggcatcg
caccagctcg
gtctgcactg
gatgatcgca
cagttgctceg
gctggctgty
ggacacgcca
attggtgtcc
gcccatcage
acctttgatt
acgctggcert
gctggggage
gcgatcaget
ccattgacct
agaatccacyg
ccgatgecect
tagcccaata
accagttcca
gcgccaatca
ccgaactcga
tcgaccggig
gcgetgatac
ggcgtcacca
gaacagcgag
ccggatccag
cgctgagttt

tgccatagac

cacgggcgtg
ccactgccag
cccagacgee
agggtctggt
agttccagcg
gccgtggeaa
€ggctggtag
cacaaatccc
accagtttca
tctatcgacg
tcgggegeca
gaaaccgtct
cttagcctgg
ctgttgagaa
accagaaccg
cctgctccga
ggaccagtga
cgaccacatc
cggtgaagag
cacccacatc
tcaagagcag
gccecagece
tgggaccact
cgcaggecag
cttcatggtc
gcgccccgta
ccagatgctt
gtaacagcgt
cggcaccctg
tgtcctgetg
ccagtttcat
atgcagcaac
caggcctteg

catctggtcg

cgcaaggcgt
gcactgectt
ccgcecgegac
gcagataacg
gcececcatggg
taccttcctg
tcagcecccgyg
gcgtgegage
tcttgtgcac
ccgegatctce
gcaacggege
ccaccageca
ccagcgeage
tcgettegat
tttgcagccce
cgacgaccac
cttttcaccc
gcccggattg
cacgtcgcea
ccaggtcatg
gcgtaacctg
ggtggtcttg
gcgctgaagg
tggatcgtcg
gagttcggcg
tgccttaaga
ggcgtaattg
aacccgggat
cgcaacctte
cgcatcgacc
cagactgctt
ttgcacgcat
gtgaggtcgt

gcaccgatca

cgatgatcac
attgtcttca
catcttgata
cagcaccgac
gtggttaaaa
cagcatgtac
cgactcgttg
cacggtttca
cgggttgaaa
ggtaacgctc
tgcctgggeg
gtttgcacca
cttcgcttgt
ggcaccgcgg
tgcgctgaca
tttgttattt
acgacattgce
aggaagatgc
caggcgaaac
tcggcegtgt
ggcgaaccgg
tcetggettt
tcgegggege
aggtcgaccg
gtcagcggcg
dadCgCccaccg
gcacctgeca
aaaggcagtg
ggcgececact
accgcccaga
ccttggeagg
tctgecaacg
gacgcaccgc

cttcaatcag

11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12900
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560



cgcctggege
gagcacaggg
caactggtac
atcgagcacg
gacgatcgcg
gttataaccg
aagttctggc
ggcgcccagco
cggtgcatgce
gtcattcact
gtgggacgga
aacttttgga
cacggcggec
gatatcgccg
gccagggagc
aaccttctgg
ccctegacgg
ttaattrggt
cggaccagag
aactgcacat
gtttgctttt
cccatggtca
ctttccggta
cggtccagac
tgaaaacgca
gcgaccacga
aacgcgttga
tggaagctgt
taacgataga
cggtcggeac
tcttccgacc
cttttcgagg
tttttcgegg

ggcatggata

atcggcagtt
cgtttgttgt
gggacatagc
ccgecacaga
gtggtttcat
tggatgaaca
gagtcgaatt
tcggtgcagg
gcccagaaca
gtgcgggegt
accgagacca
tcggeecact
ttgcgetctyg
tcatcgcact
ggcgcgtgag
tttttgtgat
gcggcccggce
cataaatcaa
cgctccttgc
atcgcaattt
ttatgaaagt
tggcggcggc
ccaggatttc
gcacgccgag
cgatcgaatc
gcaaacggcg
gcecgegecte
cgecgettgtg
acgtgccacg
ccgactgcag
ggcgattggg
ccggggettt
cgctgacgge

agcagactcg
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catgcagttc
gcaccacgtce
cgccaccegtg
tcaggttcca
aacggtcttc
tcggcaggtc
caagceegec
cacggcgceaa
tcagacggtc
acggaacggc
cttgcaggtt
tggccatgta
gcgagcccag
gttcgaaaaa
cgtgaagatc
tgttctgggt
aagtcagctc
aatagtgttc
ccttegetee
gaagacgaaa
gtctaaataa
cagcttetty
actcaagaca
tttctcatce
atgaaaaata
tgcccggcetc
ggggtcttct
ccgggaaaac
cgaaacgcct
caccacctct
tttgaccttg
ggtggctgta
ctttggcccg

tggacatttc

gacgtcaaaa
caggttcttg
agtgatgtac
gaagcagcgg
gttggcgega
gagatcacag
gaagttggcg
tteccacggeg
cggagcggcec
gtattcggct
ctgacccgea
ttectegage
ggtcaattgc
cggaccccaa
aataagcata
gttgcacttc
aatcggcttc
agattaattt
ctgctggttt
aaaaaccgac
gcacttcagc
acccgtaceg
tagcggatga
caatcgtcaa
cgcctgaaga
tgctccaggt
atctgecccga
gtatcgagca
gcgaccttge
tcggtggcaa
accggccctg
cgagcggtct
acgggtrttgog
gatgggccac

tagaagttct
ttggtctgeg
accttaaggt
gtttegtegt
tcaccccagg
agggtctiec
ccgccggeag
gcggectcag
gagcaatatt
tcggtccagt
gcatccatge
ttgagccect
catttaccga
tgtgggtgct
atccgggacc
ccaaagcacg
ggtctgcteg
caaaatttgg
tgcgcgaaca
ctctgtgacg
gccgagtacg
gcaacaagcg
tcatttcaca
agacgatgtt
agcccagegce
agttgtccag
gcgeegeggt
ggtcttectg
acacgtcgag
ccagaatatt
cagcaccttt
ttgcaggagc
cctgttgttt

ggtagcatac

tcatgtaatc
ccaggcggec
ccgggaageg
actgcatgcc
tcaccgactg
agaccacgtc
aaagcccectt
gcgcgttcag
cggcgaaggt
acatgtagca
ccgccaggeg
tgccagcacg
cgcgcaggeg
ggttgtaata
tctacgtgga
gcgcctggag
aagcataaaa
cgttgaggac
tcacaggaaa
ccaggggceceg
tgaagtcgac
gcgactggea
caacagctct
cagcacgtcc
ataatccggc
gtacacgaac
cagcgagacg
agaagagaaa
aatcgagatg
ggcaatggtt
actgccagcg
aggaggggtc
tggaggtctt

gaattaagca

13620
13680
13740
13800
13860
13920
13980
14040
14100
14160
14220
14280
14340
14400
14460
14520
14580
14640
14700
14760
14820
14880
14940
15000
15060
15120
15180
15240
15300
15360
15420
15480
15540
15600



tttcgegeag
ccagttctct
gaatattcat
tcatttctge
gcgcaacctt
tggccgatct
acgcggtcat
cggcgctaaa
tctgcgaagce
agcgcgtact
tccccatcga
cccagccatc
gctgecatgat
ctgcgagcga
gcgtgageat
ccgtgtccaa
gcggcatgag
ggcagatcca
aacgcttcgg
tgacttcgct
atttcgacgt
agatcgtggt
aggacaccca
atgatgacgg
aaaacatctc
tggcggtgea
tgcatgagca
cgtactacgc
gtcgggtgct
acgacaccga
catcecttec
cctggcaagt
tcggaggcca

agagggcgca

aatttgttca
catcaaaaca
gagtggcacc
gctggagcga
gtacacatac
gggggtctge
cacctggctg
gggtgagttc
cgactatctg
gttccgcacc
acctctggat
ggacctecgcet
cagctataac
gaacgacgtc
catcgccage
cttctggecg
tggcctgete
taccgcacgce
cagcaagctg
ggcggcggge
gcggatcgtce
caggecgeag
caagttgatg
cttcttctac
cagtttcgag
cgcagtgect
tacccagcetg
gctgectege
caagtacctg
catcaaggta
cgccgactca
gcaaaccacc
gaaacacaac

aaccggcgga
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acttcggget
agattcgggc
gggaaccccg
gcggtagega
cgggaagttg
gccggtgeca
gccatcaaca
ctgcgecace
ccacgcgtgg
gcacctggtc
tcccategtg
tgcctgatct
ttcatgtgea
acgatcaccc
attctggtcg
gaagtcgagc
gcgcaagecce
ggcaacccct
gtgggcggca
gaatacgcag
gacgaacagg
cgcecggaca
cgcaacatgt
ttcgtegace
atggaagcag
tcggacaagg
gcgccggaag
tacatcgaat
ctgcgcgatg
gccaaacgcet
gtattcgege
gtccacgtge
caccgggcecg

catttcagca

agagactttt
gccctctteca
aagcctggac
gggctccaga
atcagctttc
cggtgctgac
agctctgege
agattgctga
ttgccatcge
agcagagcag
gcatggatga
acacctcggg
acctcgcccg
ccectgeeget
gtgcccgege
gctcecggegce
ccgacaacga
acaccgaaga
acggctacgg
cgccgggttc
acaacgaagt
tcatgttcca
ggttccacac
gcaagaagga
cgttrgccac
gcgaggatga
cactgttcca
ttcgcaccag
aaggcaagac
gaaaggccat
gcggggatgt
agggtttccce
atgtctgett

aaccccggat

ccadaatctt
ttgcgegect
ggtaggtgaa
taaggttcta
caacaggatg
catgcttgac
cgtgagcgtg
caccggtaca
cgaccaactc
tgagtggcct
ctcggcattce
caccaccgge
actgcaattg
gtttcacatg
ggcgattctg
gaccatcgcce
cgcecatgcetg
gaccaagaaa
gctgaccgag
gtcgggcaag
acccgeeggce
gggttactgg
cggcgacgtc
ttacctgcga
ccacccggeg
cgtcaaggtg
ctgggccgeg
cctgccgaaa
cgccaccacc
gcggegtgec
gtgcgggtcy
cggtgacgaa
ccggategece

tctctrtege

tccatagaat
cacaaaagga
cgagacacgg
ctggatttca
gcgcatgecc
aacaacatcg
ccgatcaata
cacctggtga
actgatgtga
gtctgccect
gagcgcaagc
ccgtccaagg
cgcgcecggcc
aacgcccttt
ccgcgetttt
tcgatccteg
cgctgecgeg
atctggcggg
gcctgegtgg
cg cattgccg
acaccgggeg
cgcegeeecg
ag caagttcg
cgcegeggceg
ctgtcagaag
accgcagtgt
gacaccgtgc
aacccccagg
tgggaccttg
tggcacgccg
cgagttgtag
gcgagacatc
acaacgccecc

cagtttgtga

15660
15720
15780
15840
15900
15960
16020
16080
16140
16200
16260
16320
16380
16440
16500
16560
16620
16680
16740
16800
16860
16920
16980
17040
17100
17160
17220
17280
17340
17400
17460
17520
17580
17640



aaggtcgeec
tccgaagceag
tgcagccatg
cgcgectgea
ttcagcgtge
gcaaaggcgt
gcggcctgaa
aacgccttga
acggcagcac
ccggtgatca
tggaaaggca
cgataaaaat
cgcgtcgaga
gacgatttcc
accggtcaag
gcgctggtagg
cggcatcaat
cccgcgcaat
cccatccttg
gagggccccg
actaccctceg
tcaatcggca
tacagccagc
atcgccagcea
gcatccccgt
gaccaaggtc
agaggaacac
gggcaagttt
tgtcgacgtg
actcatcgge
acggcggatc
agcggtagtce
cggtgcgagt
attcctgcag

ccatcgeggt
cgctgegegt
cgccgacttce
tgggcgcaaa
gctcaageat
tgttgaccag
tgtccgectt
gttecctcgac
cctgectggce
gcgecacttg
trtcatcact
gcacactcag
tcgtttccag
atcacttccg
ccgtgaggta
gcatggcgcet
gcacgcactt
ccagacgcta
agctgaacgg
caccgttcac
acccggaget
agacccatca
agtcggtccyg
atgaagcgct
aactctctta
agcgggecaa
cgccaggtc
gaaactgtca
gtgatccttg
cttggeggtt
ttcagcccag
atcgtggtaa
gtggcgcagce
gcggatctga
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cggcgetate
cagceccace
ggtatcgatg
cgcagetttce
gtcgtcggtce
gatgtccagg
gcaactgacg
caccgctgeg
gaagctcaat
ttcctgecage
gtatatgtga
ccagataaga
tggccagaca
cgtcagcctyg
cccctacacce
gtcgcccatc
gctggatctce
cgatatccag
cgagcccctg
cgcggtgaac
tgcagaagca
tctggatgag
cgcgecgeag
gtgtgccact
accaatacct
aggtgcgaca
ggggtgccca
cecctetgege
aagcggcetgce
ttctcgacga
gcgetettge
tgctgaacgc
ggcacggrat

tccagcageg

gcattgaccc
actgcggact
gagtaaaagt
atcgaccacc
ttttcttcga
ccaccgaagt
tcggtcttga
ccgctgacct
gccacacctc
aggcccatag
acattatccg
aggataagcc
gacggcggceg
ctccatcggce
gcctgtcecg
gcccattcgg
gccggectgg
gtaccgctgc
ctggaatggc
attcgcgaag
gcgetgetat
cagattcacg
gcgtggegta
gaccaggctt
tgctggaaaa
caatgaacgt
ataccgcctg
gcagcagatc
gggtcagcag
acacattggt
ccgagagecg
tgcgcacgat
agatgaggtc

tggcctcttc

10

ggatattgaa
tggcggtgtt
tgatgatctt
aggccgecca
gaagcacgtt
gctcgaccgc
tgaacaaagc
cgtcgagttc
gcccgatacc
ccgetecttt
atatagtgtc
ggatgagtac
aagttcgcgc
acggtgtgct
aagccatcga
tgacacgtca
cactggcggce
gcgtggaggag
aggtccaggg
gcatggcgeg
tgcggecgctg
cctccagcac
tgaagggatc
ggctgaaaga
cgcgcaaaaa
tttcagcaac
atcgaggatg
acggcgttcg
caggtaactg
caccageccge
caagatacgg
ggtggtggac
ggtcgccagg

ataaaggaag

gcgteccccat
gtagtcgceg
gccgecaccg
taccgtggag
gagggtgggc
agcegtccacg
ttgtgcacct
tgccactacc
cccgecggeg
ttgttgttgt
caaataaaac
grttcgcegt
cgccctggaa
gacgcacatc
acccttgcac
gactgacgcc
gacgctgcga
ccgaacacgg
cgcaatcatc
ctgggcactc
caccatgatc
tgatcgctgce
gacctgggat
gcgcagecac
aacgcccget
ctggacgttt
acctcgcgtce
ccactgatga
gtgacaatga
cgagtccgtg
cccatgatcg
agctctgegg
cgagaagccc

gtgacgacct

17700
17760
17820
17880
17940
18000
18060
18120
18180
18240
18300
18360
18420
18480
18540
18600
18660
18720
18780
18840
18900
18960
19020
19080
19140
19200
19260
19320
19380
19440
19500
19560
19620
19680



gattgtagac
cgtgctecggt
acatggatgt
ccactggegce
tggtgaagcc
acacggcctg
tgtgcggeca
tggtctgect
agttcacgaa
cgaccacggt
tccecceccgac
gcgeccagetg
gctcgaccgt
cgatgcaacg
tcaggtcggce
agcggtgcag
agttggcgtt
gcaggaacag
cgtcgacgtt
ggcccaactg
cgatgaagtc
tgrtgccgea
catgaacctc
ccatgaaatc
cgaagatctt
cttcgcgtgt
ttgttcttgt
aatataagac
cagcgtecgg
ctcgacttcc
gccgttaccc
cacgtgggea
ctcttcgcecg

agttaccagg

cggcgagcecg
gcecgegetge
atccccgaat
ggtcatcaat
ctcgttgaca
gtacttgagt
ggtgtcggag
gagcattttt
ctccagcttg
accgtctggc
ttgcggaggc
ttcgaccatt
gagcgattec
cagtgcgtgg
gctctggecg
cgtcagggta
gacgatgaaa
catgtcgtaa
ccaggtggca
ctccttgggc
accgttggga
atcggcagtg
gcettecttg
gccggaattc
ttccatcteg
ggagggataa
tagcatattg
agaatcaaaa
cagcatgctt
agctctacca
acggtccctg
atgacatctt
ttgaccctgg

cacggcecca
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accggcacac
tggacgtcga
cttattgttg
tcatgccagt
atgcceggec
gtactcttge
tcgtectget
tcccgcaatt
tccggteect
tgcgggatat
atgctggtca
tcggcggtca
ggatccagec
ccatgaggcg
ttctegtect
tggaagccat
cgctgeggceg
taccacttgg
aacaccagcc
agcatcttgce
cggaacgecce
ctgatgcgca
tcgcgggega
ggaatctcgg
atttcgtaga
atcaggtcgg
gcctccagtt
agaatgtata
actgcgggcet
gatcgccggg
agccgagaaa
cgaagcgcea
cgaccatgtt

tgatgttggc

gctctatacce
ccgacggtcg
ttgagtaccg
acagccacca
caggccagcec
gacccatcgc
cgaccatgcc
cgggcggegce
gcggcacata
aaacaaagcc
ggaccttgag
tcceegeegg
cggtcaggcy
aactgatctc
tcttggcata
cggcggcaga
ggccaagcac
catcgcegag
cgccgtacag
cgtgcatgca
agccgtgata
tgccgeggtg
taatgaccga
attcatgccc
trtcacggtc
cgaccttggt
cagggtgtca
ggaagtcgtt
tcccacctga
tttcaggtaa
ctcgceccgga
acgcatgtcc
caggtcatag

cgtgtcgaag
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cagcggtgaa
ctgcgecaat
gtgcgctrtac
atgccactgg
ttgaggcgea
acccttggcg
ggaagtaccg
grctttrtcg
agcgtgcagg
aaagaggatg
ctggtcctca
cggcagecgec
trrgatcteg
gacaccgtac
gttacccacc
ttgctcgeeg
ctccatgect
gaattcgtcg
cgtgaccctg
ctcgegatcg
gatgcacttg
agggcagacg
gtcggagecc
cagcaggacc
cgacagcacg
tccat cagac
cggctactat
tgtcttgecg
gtgcgcaata
cgcaactgct
tacagggttt
tgggtgttge
ggatcgccca

tecttgettt

ccgggetgea
tgagtgtcag
tgcggrtcat
gtgtcgtcct
ccggtttcga
gcgagtgtca
aacaactgaa
gcaaagatcc
gtcatggagc
ttgggaaaca
ctgagattgce
tgaagcttct
cgtgccaggt
atttcaggac
tcgeccagec
gcggrettcc
ttgtcggagc
aaagacggtc
gcttrtttca
actggcgagce
tgaatctgcg
ttgagggtta
aggtcacgga
cagatcttgc
cgcatctgca
agtacggggc
gagcecggttg
gcaaatggtt
caccgatgcc
ccaggcegea
cagagcgaga
ccecggeecca
gctcgtctge

tggccgggcec

19740
19800
19860
19920
19980
20040
20100
20160
20220
20280
20340
20400
20460
20520
20580
20640
20700
20760
20820
20880
20940
21000
21060
21120
21180
21240
21300
21360
21420
21480
21540
21600
21660
21720



gagcatgccg
gaacccaacg
gtagcagccg
gtcgtcggeg
ggtctcgatg
gtcggtgcge
gaaacacgaa
gttgcgegga
ggcttgeteg
ctggacatgg
gccggegege
accggcagac
gaagcaagct
ttggtcggtg
acctecctegg
cccataccct
tgcgcggegg
atctgataga
ccaccagcga
gccgeegtag
ctgtcgtcga
cgggaacgca
atcacttttg
gctgattcct
tataagacac
taaaaaccat
accgtgectt
gcgegegttt
ggcctaaagce
ggacacccga
gcctgegett
gtgtgcaagt
aatgatgttt

ggtgggccge

ggcatctegg
atgtgectecge
aactccagct
ccgatcactg
acccggtegt
agtgccegeg
cagtcgegca
atgacactgt
ccaccttcca
cggtgagctg
tcgacgecat
aggcgeccggt
gcgtgggget
tgtcgatgat
ccagegette
gcecetgectt
acagatgegce
gacggtccca
cattgaccag
ccgactcgac
cggttgcctg
ggtgctgacc
cgtgtaacgg
cttattgttg
ttttttaaaa
ccggatctcg
ctggcagggt
ctttcacccg
cgtatccgge
cctcgacatc
tctcageaat
ggcattcgaa
gatcatcgct

ccttccagca
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cagcctggge
gggcagcgtc
cgaaatccag
cgaatcggtt
cggcgegagt
cacgtcgtge
tctgtggegg
cgccgggega
ccagtttcaa
cctgcaggtc
c€ggcgtgggt
taccgegeag
tacccagcegg
gctcggeaag
ggtcaagegt
gaggectecgec
aaggactgcc
ggtcgcaagg
accatcgata
cgaggtcagg
agtcgactcg
aagtgcccgg
cgcgtcttca
ttggcgetge
tatgtacaga
acgctaatgc
ggtgagcacg
ccctegecca
aaaggcttgg
ccrrtegteg
gtcattggct
aacatcgagg
atgagagaaa

aatcggccat

gtcgcgggcg
tttggagatg
cgccttgctg
gcacttgtag
gttcattgec
tgcagcgaac
cggttgaatc
tctgccaagc
cacgctgete
gaggaccagt
aaaggtaacc
gcctcatcgg
ctgaaatcgg
accgcgttga
gcaacgccag
tgggcactga
tgcgaagcca
ctgccggett
cgcgagaaat
tcgacgccac
gccecggteca
ccaaggacac
cgcactgcgg
cctetgeggg
tgatactgtg
ccagaaaact
gtcagttgct
tctgeccgtg
tgaccagctt
tggcgatcat
gcgaccegtt
atgtctggcet
cgtcgecatt

gcgectgacg

12

ctcatgtcgt
tccttgectt
aaggaaggcc
tagatgggct
ttcaaggctg
gcctgacgea
ggcgcacgga
agcgtgegeg
agcgeggege
tgatcgttat
aatctcatac
acagcagaaa
cgtcaggcat
ccgtgatgtt
ccttggaagce
cattgacgat
ccacggeggt
cgagggtttc
gctcggeaac
ccagtgacag
gcagcgcaac
cgaagccgcc
cctgaccaga
gaagcgaggc
ccctegttga
gcctgeectg
cattcatcat
ctgcgccagt
cacggtgaat
cgagctaccg
gtcggteage
tccectgtte
accgggatag

ctggacgcat

tgaagatggt
tcctgecgat
agagaaattc
ggcggttgaa
cttccggatce
ggtgcaactc
gcctgacctc
ccagccccag
tttcaccacc
cgaacaaggc
gcgaccactce
ggcgatgacc
gtcgctgegg
gcggtccttg
ggcgtatgeg
gcgtccgegeo
gcgeaggtte
ccaagcaaag
ctgtgcgaag
cacatccccg
cttggecgeceg
ggtaacgacg
actggacatc
gtggcgataa
ctggaatcaa
accgececgaca
tgcgacgect
ttcgacgtca
tatcagcaat
gaacagaccg
atcggcatgc
gagaaggatc
gtcaatccga

gccttgaage

21780
21840
21900
21960
22020
22080
22140
22200
22260
22320
22380
22440
22500
22560
22620
22680
22740
22800
22860
22920
22980
23040
23100
23160
23220
23280
23340
23400
23460
23520
23580
23640
23700
23760



tatcgecgac
caacaacaat
gctgaacgtc
caacggtgeg
caccgaggcec
gggccgegac
caacctgatg
gctggegeag
tcgetegecc
catgttcgat
tgtcgccaaa
ccagcectgg
aatgatgtgg
cggctttteg
aagcggegea
taccaatggc
ctgcctgcag
tgtcgeggec
gtttcgetec
gctaccageg
acggcggaca
agaatgccca
acttcatccc
tcectgacct
atcaatatgg
gcagaactga
cgcaagegeg
gtcacccatt
gggttgaaat
gggttgatcc
aggtggcgaa
ttatcaggcg
aataccggtt

taataccgaa

gcggaggtrrga
ggcgacccgt
aactggttcg
atggccattg
tcggccaggg
acaagccatg
gcgttgtacg
atcgccatga
atgaccctgg
tgtgatgtgc
gacacgcggc
tcgtgggacce
gcgegeaccy
attctgacca
ttcgttgaag
gggcaattgt
ttatggggcc
ggaggcggtc
gggccgggea
cagcgccgac
cggtgaaatc
ccgagaaata
gatagacctc
gagcgtcectg
gcagacgctg
cgatcacgat
cggccagatc
gctcgaccag
cgacgacatc
ccagaatgcg
ggatgcggat
tatcaggaga
gggcgagcga
accgaaggtt
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cccgcgaaga
tttctceggt
gcgecggeta
cggcgggect
tgcacaacaa
cctggcagtg
ctaagcgceca
cctgtcgegce
acgactacat
actgtgacgc
agcaaccgat
agatttcact
actacacgcc
tgatctggat
gcggccageg
ccggcggreg
gcgctgaagg
c€gctgggegy
gcgtacttaa
ttcctcgatc
gatgttgccg
accgtcatcc
gaacggcaac
catgtccagt
ccctteagec
gcggtctgea
ctgcaacagce
cctggecagg
ctccatgacc
cgccaggtec
ggcgtttgaa
ctgtgaacct
tgcggcattc

Tgtrttatgt

catcgacggce
tggcccgage
cgaaggcccc
gtgcaggcat
acaggccggg
gttcacgeeg
tttccatgag
caatgcgcag
ggcctcaagg
atccaccgec
tcgcatcgaa
gacgcagatg
gtccgatgtc
ggaggcgetce
cattgcgctg
cacgcacggt
tcgtcagacc
cagcctgttg
aacaacacct
ccttcctcat
gacagcgagt
accgcccaac
ggccgagccc
tgagtggcga
atgtcgatgc
cccatgegeco
ggcttggcaa
ccaagacctg
agcgtgcgea
acggaacgct
accggtttga
gtgttgtcgg
taacctgaga

cgattcagcg

13

gtggcgtget
gctttgaaaa
ggaccactgg
gtgctggtgt
gcettgagtyg
ttcaatgtgc
tacggcaccc
cgcaatccca
atgatttcct
attgtgctgt
gcgatgggqg
gcegegrteg
ggctcggeac
ggcctgtgcec
accgggcagce
ttaggctacg
cgaccgceacg
ctcgtcaaag
tgctcagctc
cgcgetggcec
aaaccggcge
cgegttcgac
agcgaatggt
acagccegecc
gcacgtcggt
gccacaaggt
aggccacgeg
ccgaatageg
ggatattgaa
cgggggttcc
cactgaccgc
tcttggtgeg
acggcaacct

cggctgcagt

ggceggggga
gcgtcctcgg
ccggggtgat
tccgeaccat
ccaagacgca
actcgggtat
gccccgaaca
aggccatcta
caccgctgeg
ctcgecgega
cggccctgga
atgtcgcccg
agctgtatga
€ggagggcgc
taccgctcaa
tgcatgaagc
cggtctetge
actgacgccc
ggcgcagaac
tctgaacaac
agcgattgcc
agccagegec
ctcgaaatcc
gctggeaccce
gggactggcc
cacggtgacc
ctggcectgg
cttggacagc
acaggtgctg
ggcctgactg
gceettetgg
aggcatcgga
gtttaaagtt

atgtagcgtc

23820
23880
23940
24000
24060
24120
24180
24240
24300
24360
24420
24480
24540
24600
24660
24720
24780
24840
24900
24960
25020
25080
25140
25200
25260
25320
25380
25440
25500
25560
25620
25680
25740
25800



gctggggccg
gcgtgatgcg
cgaagtgatc
gccgggactg
cccgatacgce
acagccggtc
tgecegttgeg
gctgcaagec
ccataagceat
tctgcaccac
acatggcgeca
aacccageogt
ggttgaatgc
cagcgteccat
cacccagggt
tatagcgcac
tgtgcegtgg
tcatgaacac
gggcecgege
gggacagcac
ccaataaaaa
cgctcaggga
ggtcaaccag
tcgcegtttg
ccgcacccac
agcgaaagct
ctcgcctgac
gccgecagat
gatgccttca
gcctacgeca
gtcgatgaag
gcgecgeteg
atcggeggtg

cagatccaga

cgctccgeaa
cgactcctga
gttttecgtec
gccgaccgeg
cagttcaatg
agtcggctgg
ggtcaacagc
aaggtactgc
cagcaggtac
tgtcgaaatg
caccgecacce
gcectgegatg
gccgatcacc
gcccagttea
aaagacgaag
gcegetgege
cgtgaacatc
cgaggcggca
ggcgttggtg
cgacacgatg
ggtgaataac
cacggcggcg
gtcagcaatg
caccagcgag
cgtctgcatc
gecggttgece
gtggggcttg
cgggcagtcg
atacacgcct
tgggtggacc
tcgagcaact
tcgttgacct
acaatccacg

cgggcaatac

ES 2 525 398 B2

cgaaagtggt
cgcaaataat
agatcgtgat
taggccatct
gaaacggggc
atcgccatgg
agcccgagca
gccagagcege
atcgaagcga
gttgcattga
cggctitggg
atcagcaccc
gcgcetgege
tgcttggeca
acttccttca
aggccggceag
gcaaccagca
ttccagtagg
gaaataccgt
gttaccatcc
dgcagcgacc
atcagcataa
accccaccgg
accatcaacg
cagatggcca
agcggcegacce
tcggaaacct
gcagaatgcg
ggacctgatc
cggtgaacag
cgtcaaccgg
tcagctcgat
ggcccaccygg

gcttgcegge

tcaggctgge
ccagccagga
agagccgeca
cgatgaaatg
cggcrccggg
cgtagtcggce
ccaacgtcat
cccagatggce
ccecgegeccg
ctgccatccea
aaagtgccgce
gaagggtgaa
ccagaaaccc
ccaagggcat
aggcgctgac
cgaagttctc
cgatgaccag
cgatcagccc
tgagggaaac
aggccgacat
aatcggtcag
tgccctgagt
gcaaaccgaa
gcgaggtcga
gattgaccat
aggcagaggt
cgctcatggg
cggctggctg
gccecggrtge
caggtcaccc
aaagagcatc
gtccagctgce
cgtggtgcgg
atcccgtgeg

14

ttccagcgeca
ctcgacgatg
gttcttecgec
tgcccgatca
ggtcgactct
ctcttgeecc
tgcecgecage
gccgccaatg
tacccagttc
ggacattccc
ggtcagggtc
gcgccgatag
catcagcagg
gagtgcccac
cagcaccgceyg
cgagggcagc
cgccaggcetg
accggcaatg
ggctgecggc
gctcagtgca
caggttggca
cagcatcagc
caggaaggcg
cagcagcgtc
cgcaccggca
cggctgagcea
agcacgggcc
acgeggttge
agaaagcgcc
ggctgaagga
tgccgagtgt
ggttgtccgce
tccatggect

ctgatgtcat

tggtccgctt
aaacgctcga
ccgtttcgac
gccggggega
tccggeagea
agcgccaget
aacaagctgt
gccattgcac
gccgcacagg
gcgatcatca
gccagggega
agtttagtaa
ccgtacccge
agcgecgetgg
gaatggcgga
ccatgcgeta
atggtgatga
gcaggccceca
acctgatcgce
ctgcecggtge
taagacaaac
cacttgcgec
ggtaacgaga
atgatccagg
Ccaccacaqgcc
ttgacagcceg
agcccagcct
tcagtcgacc
cgtcttccag
taattctgge
tgtcgaactg
tagcgaattc
tctgggtcag

tgccacaggt

25860
25920
25980
26040
26100
26160
26220
26280
26340
26400
26460
26520
26580
26640
26700
26760
26820
26880
26940
27000
27060
27120
27180
27240
27300
27360
27420
27480
27540
27600
27660
27720
27780
27840



gtagccgagc
gaccagctcg
ggcacccacc
gcccaggege
ttcaaggggc
tgcgtcaacg
ctgcaggcag
ccggatcagce
gcgtcttgac
actcgggatt
tggcgaagcc
ccagggtcat
cgcgaatgct
cgtaggcaat
cctteceggce
gttcatcggt
gaaacccacc
acaactcgtg
gctcgcagag
tcgcggegtc
cctggecggg
ggctgtcget
gccaggegte
gagtgcacct
ataacgatgt
gccacgacct
cgcaccttgg
atgctgactg
atgactgcgc
ccagecgtag
tacttggtgg
atggacagcg
atacggccat

agatcgacgg

aggcaggcac
acttcatagt
agcgccgagg
tgcagatgac
ggcaggatgc
ccctgggteg
gtcgtcteca
cgcatttcag
gcteggeecce
gagttcgaac
ggacggcgtg
catcatcggc
cttcacgaac
gtcatggctg
gccggeacca
gtattcaggg
gtgagggcgc
ctgatagccc
cgccgeatca
gaatgcctgc
gtgaaaggcg
ggccggtgac
gaggctaggg
attgttcttg
cggaaccggt
cctecggetc
gatttrrccat
cgcgaatgec
ccttggcggce
aggagatatt
tatagaacag
tattcaccgg
gctgggecac

gagcggatcc
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tggcgtgggg
ccagctgege
caggcttgat
tgaggtagtt
ggcattgctc
ccaaagctgg
ggtcgagcaa
cgcttgeteg
agaatcggcc
ggatcgecct
aagtgataga
agttgacgtt
aggccaacgt
gtgtggtgat
taccagtgga
gtgatgacca
ccgggcagga
accgggtegce
ccgcgggtaa
cggcccagygg
aagcgatggc
ggcgcaatgc
gtttcgaaac
ttggatgggc
gatgaaggag
tcceggtegg
gaacgctgca
caccggegeg
ggcgtgggceg
gatgatcacc
cagatcgatt
cccgaatttt
ggcggegtct
cgacaactgc

ctcatcgecc
ggtcagcgeg
gtaacccagc
gagccctacg
caggataatg
cgcccacage
accccagaag
ccaggtattc
cgaccatctc
gccacggetc
acgacaggtg
ttttcacgat
gctgcacgece
tgagcttgga
agcccatgat
ccacgtggec
atgaacgcgg
ggaaacgaat
cctccacgtt
ccteccagec
ggcggtregee
caaagcccat
ccaggtaacc
gttgctcaga
gcctcggegg
tccatcagea
gtgcctggeg
ccttccacgg
ctgatgcctg
ccgegetgrt
tcattgcgea
gccgccgagg
atccaggcect

adagccttcac

15

aacgctctgg
ggatactgga
gggtgctccg
ccgaagaccce
ccaactttgt
gcgaacggcg
ctttegttge
cgggtccagce
atgcccccac
gatctcggca
cgggtcctgt
gtcgtaggtt
catgcgeecg
gcggaaaaag
ccgggtcagg
ggctccgegt
ggtccatttc
cagttcgege
gttggcttca
gatatagacc
tatcttgaaa
gacctgcgagg
gataccgatg
ctgctagcag
aggcgacgaa
cgcegtcgag
ttgcgatgaa
ccagttgecg
cgactttgga
cggccaggtg
tggtgaactg
cgttgttgta
tggcctggge
tggtcagcaa

cgacgacggc
tgtcatcgtt
gcgcaacgcet
gcgegecggg
ccaggctcag
cacgaatgcg
ggtactcgac
acctcttcag
aggctcaggce
atggtttcga
gtgtgctgge
tcgccaacgt
gcaccgtgac
ccggtacgec
aagtcttcca
tcgtcggceat
tggccgraaa
acgecgegtt
aaggtcttga
aagcggtcaa
tacagcgact
ccgtattege
atgtccatgt
gccgecgteg
taacgccatg
cagcgctgeg
accggggctg
ggtaaaggca
gcctccccag
atcccaggcy
ccagtccteg
cagcacgtcg
gggatcgccc

agcggetgtt

27900
27960
28020
28080
28140
28200
28260
28320
28380
28440
28500
28560
28620
28680
28740
28800
28860
28920
28980
29040
28100
28160
29220
29280
29340
29400
29460
29520
29580
29640
29700
29760
29820
29880



tcttegtggg
cgcagtgcecg
tgcaaacgac
cgtcgccagt
tccagccaga
tcgggtggea
ctggggcaca
ttgaattgcg
aatgaacact
aggcacctgc
tctgeggatg
tgtctattat
tattctcgac
caccgctaca
aaaacgaagc
cccttgecgy
tggtgccgtt
ttctgttegg
gcatcaagcg
cccagttaac
gtatgggcac
gtggccttge
gcctgatgac
tcctcaatcet
ccggcaacag
tgccecggeat
cgctgtctct
agtccaaagg
tgatcgttgg
ccgccgecag
atttccagat
acatcgcggce
gcgtgeatca

tgctcagteg

cgctggegtt
cgacacgccc
ctgtcatcct
ggcgacgtca
tcgettegge
cccgatcatc
cggctgegea
gtttttctga
ttacattcat
aaagcaagag
ccttcegtga
ttcgttgata
tgcgtacccg
ccgtttggct
ggcgatcgat
tgtagecegte
gaatcaggca
cggcgcagtg
cgtgaccgtg
cccgtcgatc
cctggcagtg
gctggecatc
ctggggcatc
ggtggtactg
caacactgceg
gagrtttcgce
ggtggtgtcg
cctcagegeg
ccggatgcetg
cctgatgatg
gctgetgatg
gttccrggtg
gggccttaat

cagcggegat
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agtgtcgcag
ctgcccgeca
gtgattctcc
ggcaaggttt
aggacaggcg
grtccagatag
caggccatag
actcatttct
gtgtaaatat
cttgccgata
tgactttatc
gcactgcccg
attcttgtct
caacaaaacc
ttcaccgaat
agcatcaacg
ttrggctgga
atttccttgc
gtctegetge
tggtcgatgt
acctggacgc
ggcctgtegg
gaacagtggg
ctgccgetga
accegeageg
cagggcatgc
tcggtggtcg
gccgatgecg
atcggttacc
ccecgeggtyag
gccgegatge
gcgcgetate
accgtggegt

tattcggega

cccacgacga
ccggtgecgg
cgaaatgtgc
caggcagcgt
geggegectt
accagaccat
ccgcaacaac
tgtctecectt
ttcatcgcag
tacaccgggt
cgccatattt
ggcggctgga
gagaacgctt
tataaggaag
ttcgaagege
ctgcgttget
ccaaaccgga
aactggtcgg
tgttgctggt
acctggegtt
agttgttaag
gcaccgggct
actggegege
ccctgetgtg
accacaccgg
gcrcgggeaa
gcatggtcac
ggttgatctt
tgctcgaccg
gctgcatgat
tggtgggctt
tcggtctgeg
cggcectgge

tgctggtgta

16

tggcgectte
tgatcagcac
gcacacgttt
tttcgggggt
cgcgegectce
cgtcatcaag
gtgaacggtc
gtaggttcag
gcgttcggte
ttttcgtggt
atgaacatat
catgcccctt
acagacgttc
ccaattaatg
ctggaaaatc
gtatggcttc
attgcaggecg
ctggttcaac
gctcggttat
cgcgttgttg
cctttggtac
gactgcggcg
ggcgttcatce
gttcecggctg
ggatgacctg
artcrggatc
cagcaccatc
cagtggtttc
cctctggeca
ttacttgggt
cggcgcgggt
tgaatacggc
cceattgcte

ttgcatggte

acgggcaaat
cacttrgttc
atgaaattgc
atccaggggc
ctcttcaage
cttgtaaagg
ggcgaccact
ttcggccaat
cttacccaaa
gcaccctgtt
attcgattta
cgaactgcca
catgagatga
accccttcga
cttatcctgt
ggcacactgg
tgcatcacct
ctgcgctatg
ctggcgacca
cccatcgteg
gagcgcaatc
atcatccccc
attctcgeca
cccgaagtceg
ctgctcgecc
tgcaacctgg
ccgttgctge
ggcatctcgc
cccgeegtgg
ggtaccageg
gccgagtteg
cgactgtrtg
ttcgecttea

tgctgectga

29940
30000
30060
30120
30180
30240
30300
30360
30420
30480
30540
30600
30660
30720
30780
30840
30900
30960
31020
31080
31140
31200
31260
31320
31380
31440
31500
31560
31620
31680
31740
31800
31860
31920



tcggeectct
cggcccccac
acaagaggaa
cgtcaaagca
ccttcagget
tgcctggetg
ctgtggccge
cggtctggtc
gaaggagttg
caggtcgccg
gagcccggtc
gccgaaaccg
ttgcatgacc
gacgtcgtga
gtgccgggcy
ctcgegectce
ctggagttcg
gatcgtccga
gaaggctggg
ggcagggtct
ttcggeateg
aacggtatca
gacgtggect
cagaatgcca
tatgaggecc
ctgtcgaccg
gtactgtgtt
cacatggcgg
gaaccgggtt
tgataaccgg
gtgatcgggt
acgcagaccg
tggtggacgc
acggccaact

gctcctgetce
ctgacggcct
actcctatge
gatgtcggcc
gattgcggcg
gcacgegtge
agcgacaaca
ctgcgtttge
tecatgtcact
cgrcgetgeg
tgcectacca
ctttgctgtt
aggcgaccgce
actacgacca
cgcaactgga
tggtgcatca
ccggggtagce
tggcgegtgce
gcgtgeattt
gcgcegtgac
gcgtgatcgce
aggtggacgce
gcttecegty
tcgatcaggce
tgcegtggtt
gctatgacag
tccgcgagga
cgcgcaagat
tcgagctcaa
ggcttcaagg
tgtggtcacc
ggtgctcaaa
ggccctgacc

cggccectte

ES 2 525 398 B2

atgctgggtc
gccgegtect
cagttctgac
aatcggtgat
gcgcetgeag
cagccgecga
gcecgectgac
cggaatccca
gtcttcaatc
ccaggaaggc
gcgcccgecg
ccgcocegget
catcgacagg
tctggtgetg
aggcgtgttc
ggcgcgcaac
cgeegeecte
ggtgtcccgg
cgatttccgce
caccagcgat
caacgtgcaa
ccacctgctg
cctgcataac
gcgetgeatc
ctggaccgat
cagcgttatc
tcaactgatc
cctggetegt
ggcatgggaa
ggattaggcg
gcgegcaacce
caagcgctgg
cgtttcgggg
gaadccCdaca

gcgcaccgeg
acccgegteg
cctgatcgag
gcaggctgcc
ttgcgcecacce
ggacgccgaa
ctgccagttg
gtactgagcce
gtgatcgtcg
cataccgggc
ttgtccaagg
gattttttcg
ctcaaccgac
gccacecggeg
ggcatcaaga
grcgrggrag
ggggccaatg
gaaatgtccg
caggggctag
ggtcggcggc
atcgctaccg
accagtgacce
gaccagcagc
gccgegeggc
cagggccege
gttagctege
gccgtggagt
gcaccccaac
gcggecaacce
cgcacatcgc
tgcgtgecct
acgttaccga
cgattgacgt

cgcaggccga

17

cttccacgge
atgccttgec
ttcaacggca
aatttcgeca
tgccatgeat
tcggacatgc
atcgtcagceg
tggtgctcat
gcgcaggtca
gratcgrgct
cctacctgcet
ctactcagaa
gggtgctgtt
cgcataaccg
ccaagctgcea
tcggtgccgg
tgcatgtgcet
aggtatttcg
ccgecatcga
tgccggegga
aggccgggcet
cgcagatttc
cgattaggct
tcatgggcaa
tcaagttaca
cagatacctc
cctgeaatcg
tgacggcagce
gaccatgaat
tcaggcggcy
ggacgcgcetg
tcaggccecag
gctggtcaac

tgtcgaacga

gcggecatgg
cacaacaaaa
ccgaacaccg
gcgttecegy
tcgtcgacga
tcgaatacgc
acgcgctgga
ggactcagtc
ggcgggttat
gatcggcgac
cggcaagatc
catcgagttg
ggcctecgge
tccgetggeg
cgccgatacc
gttcattggc
tgaactgggce
caaggcccat
aggcgataac
tttggtcatg
ggacatcgaa
cgceetgggce
ggagtcggtg
accggetgeg
aatecgeceggg
gcagctgteg
gccgggegac
gcaagcggea
aaagtctgga
ttgtcggegg
tttaccgacg
gccagtgcgg
aacgctggct

cagtttcaga

31980
32040
32100
32160
32220
32280
32340
32400
32460
32520
32580
32640
32700
32760
32820
32880
32940
33000
33060
33120
33180
33240
33300
33360
33420
33480
33540
33600
33660
33720
33780
33840
33900
33960



ccaacgtctt
gccggggeca
cgttatacag
tcgccagtta
tcgaccgcag
acaaactgca
tgggeccacgc
gcagcgacgc
gctgggaggc
tccggtcaaa
atgccagaag
tggcgacgcec
acacccactg
agcaaccacc
agccaccctg
ccgctttcga
gctcggceaca
aaacggtaga
tgacacgegg
tgctgrtgeg
tattcgatgce
tcgecggegt
ggaacactca
ggacccgagg
caccgggttg
ggaaatgact
gaaatagcgg
gcacaccgte
acagcccagt
cagcaggtac
ctgactggceg
catgccgacg
tgtgcgeacc

tgcggcggtc

tggcgtgttc
tgtgttcaac
cgcctcgaag
tggtatccac
ctegetggeg
ggcctectge
cctggtgteg
ctacactcag
gctgtectge
gcgatcaacg
ggccaggtaa
aaagttgtag
gccgtgectg
acgtagtgcc
aaaacggacg
cactgccccg
cagtcgctcea
cctcgatggt
cttctgegec
cccacatccc
tcaagccctt
tccageacge
tgattaacct
gtcagcatca
tagttgccaa
gtgaccagec
gcgatgagaa
gccagcacca
gccggaacac
cccaccagea
gtcaggctcg
atcagcgata
gcagtggcega
aaccgttgtg
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aacctgtgee
ctgtcctcgg
ttcgeggttg
gtcacgctgg
ttcggcaatg
gctgcgggga
ctggccaact
gtcagcgeca
tcaaccgacg
ctggegeatce
agccaatagg
cgtcgcaaca
taatccaccc
cagcagtcta
tttagcecgta
gaccggtcgce
accggcaatg
ttcgataccg
gttgattacg
ctccagcaca
gctggcgacc
cacctgccca
cgataaatac
ccagcggtgc
acagggtaaa
ccaggtgcag
aggctgcgat
acaccccagt
aaaggctggce
agcgececgac
gcacgecectt
ccgacaggat
accgcacacc

ccggaaactt

gggcggtget
tgggtggact
aaggtttcag
tggagcccgg
tgcaggttgce
atcaccagca
gcgatacacc
agctggcacg
gtgcrtggge
atcgcggtcg
tggcggegec
gtcgcaggtt
ccagagcttc
acgacgccaa
aacccctgaa
aacggccteca
aaataccgca
ccctcggcac
gtcagcttca
tgccaggegt
cggcggtaat
tgcaggaaat
tcagaccgaa
aacgacggca
caggtgcccg
gccgaaaatc
gtcgaactcc
agcctgegec
cgccgceaatce
gatgatcgaa
gtcctgcaga
cagcgeccagg
ttcgaccacc

cagccaggec

18

ccegetcatg
gatcggcatg
tgaagcgctyg
ggttttccge
cgactatgca
agcgggagac
ccegttgege
catgagcagc
cgccggcage
ccagcgceecc
gaaggtgaac
ggttaaggca
cttgaactgt
agtggcagca
agcatcgcgce
tcggtegtge
ctgataacaa
cgatgaatgc
cttcgatgeg
cccgttcggg
ggccaaagaa
gctcgatget
accttgcgat
cagcccaggce
aacagcgccg
cgcgegtagt
gcecececggeac
ccggtgaaca
agatgcgctg
atgccaaagc
tacggcacga
ttgcagecccc
ggctcagtcg
acggccatgg

cgcacccagc
ggcggegett
gctcaggaag
actgattttc
gcgctggrag
ccggegaaac
tttctgggcy
gaaatcgaac
gagaactgag
ccecececcgeea
atggccacac
cgcgagccct
gcatccctceg
ctggtccaaa
aaccttcaac
cccacaggec
gccgtecteg
attgcggtga
gacccgecgat
ctgaccgacg
gcecttecttg
tggttgatcg
acagcggtgce
aataaaacag
gtgccagacc
cccgtagecc
tgaacccgat
tgaacagcag
ggaaacgatc
tgctgaagat
tggtggttac
agaacacccg
tggaggactc
gcaaggtcag

34020
34080
34140
34200
34260
34320
34380
34440
34500
34560
34620
34680
34740
34800
34860
34920
34980
35040
35100
35160
35220
35280
35340
35400
35460
35520
35580
35640
35700
35760
35820
35880
35940
36000



caatagcggc
ccaggccagce
caaggccaca
gatagtgccg
gcecgegaage
cacccggegce
gccggegaac
ctgcaaggga
tacgccecgec
ttggcccgcec
cgcttgccga
<210> 2

<211> 800
<212> DNA

atggccgeca
agcggeggea
ccccggrtac
acggccagca
agggtcagcg
aagccgtaac
agaaaggtga
atcaccagag
aggcccagta
aatgaatcct

cgcctagaaa

<213> Pseudomonas

<220>

<221> source

<222> 1,.800

<223> /mol_type="unassigned DNA"
/organism="Pseudomonas”

<400> 2
attgaacgct

ctgattcagc
gtctcgaaag
cctcacccaa
agccaacaac
caaaacccca
ccatgeegeg
gcagtaaatt
gtgccagcag
gcgcgcgtag
atccaaaact
aatgcgtaga
actgaggtgc

aacgatgtca

ggcggcaggc
ggcggacggg
ggacgctaat
caaaagaacc
ccgaaacggg
acggaagcaa
tgtgtgaaga
aatactttgce
ccgeggtaat
gtggtttgtt
ggcaagctag
tataggaagg
gaaagcgtgg
actagccgtt
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gcagcaggaa
tgaccatcgc
gctcaaacca
gcggcatgag
acgcataaca
gggcatacag
tcgaggtctg
tgccgaagec
cgacgatgcg

gtaaaacgtt

ctaacacatg
tgagtaatgce
accgcatacg
caaggccgaa
ccgaaaagaa
caagggggaa
aggtcttcgg
tgttttgacg
acagagggrg
aagttggatg
agtagggcag
aacaccagtg

ggagcaaaca

agcccagege
ggccaggecc
caagctcacc
gaagaacgcc
cagcacctgce
cccgeccaac
cagttcgeca
atacagcaat
ccagccccga

catgttcgtg

caagtcgagc
ctaggaatct
tcctacggga
taaccaagtg
gaacaagcaa
tattggacaa
attgtaaagc
ttaccgacag
caagcgttaa
tgaaatcccc
agggtggtgg
gcgaaggcga
ggattagata

19

cagcctceat
gagccgetga
agttgegtec
aggtacagcc
aatacaaggc
agttgcgagce
cggttccage
gccgegetgg
tgaaactcgce

ctccggegtc

ggatgaaggg
gcctggtagt
gaaagtgggg
gggaaggaaa
aacggaaacg
tgggcgaaag
actttaagtt
aataagcacc
tcggaattac
gggctcaacc
aatttcctgt
ccaccrgggce

ccctggtage

gctggatgga
ggatgatcgc
aggtgatggc
agtagatact
tgaccagggc
ctatggcaac
cgaaagcgtc
tgctggtcaa
ccctggecat

agacttcaac

agcttgette
gggggacaac
gatcttcgga
ggcccaacaa
aaaaaacggc
cctgatccag
gggaggaagg
ggctaactct
tgggcgtaaa
tgggaactgc
gtagcggtga
tcatactgac

ccacgecgta

36060
36120
36180
36240
36300
36360
36420
36480
36540
36600
36620

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
800
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ESPANA @ Fecha de presentacion de la solicitud: 21.06.2013

@ Fecha de prioridad:

INFORME SOBRE EL ESTADO DE LA TECNICA

® int.cl.:  C12N1/20 (2006.01)
C12R1/38 (2006.01)

DOCUMENTOS RELEVANTES

Categoria @ Documentos citados Reivindicaciones
afectadas
A MOLINA GUSTAVO et al. Pseudomonas: a promising biocatalyst for the bioconversion of 1-19

terpenes. Applied Microbiology and Biotechnology. 29.01.2013 VOL: 97 No: 5 Pags: 1851-1864
ISSN 0175-7598(print) ISSN 1432-0614(electronic) Doi: doi:10.1007/s00253-013-4701-8.

A AGUILAR J A et al. The atu and liu clusters are involved in the catabolic pathways for acyclic 1-19
monoterpenes and leucine in Pseudomonas aeruginosa. Applied and Environmental Microbiology
MARZO 2006 VOL: 72 No: 3 Pags: 2070-2079 ISSN 0099-2240.

A FOERSTER-FROMME KARIN et al. Identification of genes and proteins necessary for catabolism 1-19
of acyclic terpenes and leucine/isovalerate in Pseudomonas aeruginosa.Applied and
Environmental Microbiology JULIO 2006 VOL: 72 No: 7 Pags: 4819-4828 ISSN 0099-2240.

A US 5128253 A (LABUDA IVICA M et al.) 07.07.1992 1-19

A US 4495284 A (RHODES PETER M et al.) 22.01.1985 1-19

Categoria de los documentos citados

X: de particular relevancia O: referido a divulgacion no escrita

Y: de particular relevancia combinado con otro/s de la P: publicado entre la fecha de prioridad y la de presentacién
misma categoria de la solicitud

A: refleja el estado de la técnica E: documento anterior, pero publicado después de la fecha

de presentacion de la solicitud

El presente informe ha sido realizado
para todas las reivindicaciones O para las reivindicaciones n°:

Fecha de realizacion del informe Examinador Péagina
18.09.2013 I. Rueda Molins 1/4
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Documentacion minima buscada (sistema de clasificacion seguido de los simbolos de clasificacion)

C12N, C12R

Bases de datos electronicas consultadas durante la busqueda (nombre de la base de datos y, si es posible, términos de
busqueda utilizados)

INVENES, EPODOC, WPI, BIOSIS
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201300612

Fecha de Realizacion de la Opinién Escrita: 18.09.2013

Declaracion

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones 1-19 SI
Reivindicaciones NO

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986) Reivindicaciones 1-19 SI
Reivindicaciones NO

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacion industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinién.-

La presente opinidn se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201300612

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacién de esta opinién.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion

D01 MOLINA GUSTAVO et al. Pseudomonas: a promising biocatalyst 29.01.2013
for the bioconversion of terpenes.Applied Microbiology and
Biotechnology.VOL: 97 No: 5 Pags: 1851-1864 ISSN 0175-7598(print)
ISSN 1432-0614(electronic) Doi: doi:10.1007/s00253-013-4701-8.
D02 AGUILAR J A et al. The atu and liu clusters are involved in the catabolic 03.2006
pathways for acyclic monoterpenes and leucine in Pseudomonas
aeruginosa. Applied and Environmental Microbiology VOL: 72 No: 3
Pags: 2070-2079 ISSN 0099-2240.

D03 FOERSTER-FROMME KARIN et al. Identification of genes and proteins 07.2006
necessary for catabolism of acyclic terpenes and leucine/isovalerate in
Pseudomonas aeruginosa. Applied and Environmental Microbiology
VOL: 72 No: 7 Pags: 4819-4828 ISSN 0099-2240.

D04 US 5128253 A (LABUDA IVICA M et al.) 07.07.1992
D05 US 4495284 A (RHODES PETER M et al.) 22.01.1985

2. Declaracion motivada seguin los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucién de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracién

NOVEDAD Y ACTIVIDAD INVENTIVA (arts. 6 y 8 de la Ley 11/1986)

En las reivindicaciones 1-3, de la solicitud de patente, se reivindica una cepa aislada de Pseudomonas sp. y mutantes de la
misma que incluyen al menos su capacidad para degradar terpenos ciclicos y aciclicos y/o derivados terpénicos ciclicos y
aciclicos. En las reivindicaciones 4-6 se reivindica una composicién que comprende la cepa objeto de la invencion. Las
reivindicaciones 7-19 reivindican el uso de la cepa objeto de la invencion.

Existen numerosos documentos que reflejan como Pseudomonas sp. es capaz de degradar una amplia gama de terpenos,
como por ejemplo se muestra en los documentos D01, D02, D03, D04 y D05. Se pueden encontrar en el estado de la
técnica diferentes Pseudomonas sp. que presentan diversas rutas catabdlicas para la degradacion de terpenos ciclicos o
aciclicos. Pero no se ha encontrado ningtin documento que refleje que una misma cepa de Pseudomonas sp. sea capaz de
degradar terpenos ciclicos y aciclicos.

Por tanto, las reivindicaciones 1-19 presentan novedad y actividad inventiva, segun lo establecido en los articulos 6 y 8 de la
Ley 11/1986.
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