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DESCRIPCION
Una célula acetogénica genéticamente modificada
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a una célula recombinante para la produccion de un alcohol superior a partir de una
fuente de carbono. En particular, la célula es un microorganismo acetogénico. La presente invencion también se refiere
a un método para producir al menos un alcohol superior a partir de una fuente de carbono en presencia de la célula
acetogénica recombinante.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El butanol y los alcoholes superiores tienen varios usos incluyendo ser usados como combustible. Por ejemplo, el
butanol puede reemplazar en el futuro a la gasolina ya que el contenido energético de los dos combustibles es casi el
mismo. Ademas, el butanol tiene varias otras propiedades superiores como un combustible alternativo cuando se
compara con el etanol. Estos incluyen que el butanol tiene un contenido energético superior, siendo el butanol menos
"evaporativo" que el etanol o la gasolina y siendo el butanol facilmente transportable en comparacién con el etanol.
Por estas razones y mas, ya existe un mercado potencial existente para el butanol y/o alcoholes superiores
relacionados. El butanol y otros alcoholes superiores también se usan como disolventes industriales. Los alcoholes
superiores también se usan en la industria de los perfumes y cosméticos. Por ejemplo, el hexanol se usa cominmente
en la industria de los perfumes.

Actualmente, el butanol y otros alcoholes superiores se fabrican principalmente a partir de petréleo. Estos compuestos
se obtienen al craquear gasolina o petréleo, lo que es perjudicial para el medio ambiente. Ademas, puesto que los
costes para estas materias primas pueden estar relacionados con el precio del petréleo, con el incremento esperado
en los precios del petroleo, el precio del butanol y otros alcoholes superiores también se puede incrementar con
relacion al incremento en los precios del petroleo.

Historicamente (1900s-1950s), el biobutanol se fabricaba a partir de maiz y melazas en un procedimiento de
fermentacion que también producia acetona y etanol y era conocido como una fermentacién de ABE (acetona, butanol,
etanol) tipicamente con ciertas bacterias productoras de butanol tales como Clostridium acetobutylicum'y Clostridium
beijerinckii. Recientemente, este método ha ganado de nuevo popularidad con el interés renovado en las energias
verdes. Sin embargo, el procedimiento de "produccion de butanol con almidén de maiz" requiere un nimero de etapas
que consumen mucha energia incluyendo el cultivo agricola de mazorcas de maiz, la recoleccién del grano de maiz,
el procesamiento del almidon del grano de maiz y la fermentacién de almidén en azucar en butanol. El procedimiento
de "produccién de butanol con almidén de maiz" probablemente gastaria casi tanta energia como el valor energético
de su producto butanol.

El procedimiento para alcoholes Alfol® es un método usado para producir alcoholes superiores a partir de etileno
usando un catalizador de organoaluminio. La reaccion produce alcoholes primarios de cadena larga (C2-Czs). El
procedimiento usa un catalizador de aluminio para oligomerizar etileno y permitir que el grupo alquilo resultante se
oxigene. Sin embargo, este método da un amplio espectro de alcoholes y el patrén de distribucién se mantiene. Este
patron constante limita la capacidad del productor para elaborar solamente la gama de alcoholes especifica que tiene
la demanda mas alta o tiene el mejor valor econémico. Ademas, los gases necesarios en la reaccion tienen que ser
muy puros y se necesita una composicion diferenciada de los gases para que la reaccién se lleve a cabo
satisfactoriamente.

El documento W0O2009100434 también describe un método indirecto para producir butanol y hexanol a partir de un
carbohidrato. El método incluye una fermentacion homoacetogénica para producir un producto intermedio de acido
acético que a continuacion se convierte quimicamente en etanol. El etanol y una porcién restante del producto
intermedio de acido acético se usan a continuacién como un sustrato en una fermentacién acidogénica para producir
productos intermedios de acido butirico y caproico que a continuacién se convierten quimicamente en butanol y
hexanol. Sin embargo, este método usa carbohidratos costosos como materia prima y tiene dos etapas de
procesamiento adicionales, la formacién de los ésteres y la hidrogenacién quimica de los ésteres, que hacen al método
no solo mas prolongado sino que también dan como resultado una pérdida de material Gtil mientras tienen lugar.

Pérez, J.M., 2012 divulga un método para convertir acidos carboxilicos de cadena corta en sus alcoholes
correspondientes en presencia de gas de sintesis con el uso de Clostridium ljungdahlii. Sin embargo, los acidos
carboxilicos de cadena corta se tienen que afnadir como un sustrato para la conversion en el alcohol superior
correspondiente.
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Los métodos disponibles actualmente de produccion de alcoholes superiores tienen asi limitaciones en la transferencia
de masa de los sustratos gaseosos al caldo de fermentacién, una productividad inferior y concentraciones inferiores
de productos finales, dando como resultado costes energéticos superiores para la purificacion de productos.

Segun esto, es deseable encontrar materias primas mas sostenibles, distintas de las fuentes puramente basadas en
petréleo o basadas en maiz, como materias primas para la produccién de butanol y otros alcoholes superiores a través
de medios biotecnolégicos que también provoquen menos dafo al medio ambiente. En particular, se necesita una
produccion biotecnoldgica en un paso simple y eficaz de butanol y otros alcoholes superiores a partir de una materia
prima sostenible.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencién proporciona una célula que se ha modificado genéticamente para producir al menos un alcohol
superior a partir de una fuente de carbono simple. En particular, la célula puede ser capaz de convertir CO y/o COz en
al menos un alcohol superior. A saber, la célula puede estar modificada genéticamente para expresar una butiril-CoA:
acetato CoA transferasa (cat3) (Es,) con un nivel de expresién superior con relacién a la célula silvestre. Esto es
ventajoso ya que se puede usar una sola célula para producir un alcohol superior a partir de fuentes no basadas en
petréleo. Ademas, usar la célula recombinante hace mas eficaz el método para producir alcoholes superiores.

Segun un aspecto de la presente invencion, se proporciona una célula microbiana acetogénica que es capaz de
producir al menos un alcohol superior a partir de una fuente de carbono, en donde la célula microbiana acetogénica
esta modificada genéticamente para comprender una expresion incrementada con relacién a su célula silvestre de al
menos una enzima, Es, butiril-CoA: acetato CoA transferasa (cat3).

La expresion "silvestre", segln se usa en la presente junto con una célula o microorganismo, puede indicar una célula
con una constitucién gendémica que esta en una forma como la observada en la naturaleza. El término puede ser
aplicable tanto para la célula entera como para genes individuales. Asi, el término 'silvestre' también puede incluir
células que se han modificado genéticamente en otros aspectos (es decir con respecto a uno 0 mas genes) pero no
en relacién con los genes de interés. Por lo tanto, el término "silvestre" no incluye tales células o tales genes en los
que las secuencias génicas hayan sido alteradas al menos parcialmente por el hombre usando métodos
recombinantes. Una célula silvestre segun cualquier aspecto de la presente invencién puede referirse asi a una célula
que no tiene mutacidn genética con respecto a todo el genoma y/o un gen particular. Por lo tanto, en un ejemplo, una
célula silvestre con respecto a la enzima Es se puede referir a una célula que tiene la expresién natural/no alterada de
la enzima Es en la célula. La célula silvestre con respecto a la enzima Ez, Es, E4, Es, Es, E7, Eg, E1o, E11, E12, etc. se
puede interpretar del mismo modo y se puede referir a una célula que tenga la expresion natural/no alterada de la
enzima Ez, Es, E4, Es, Es, E7, Eo, E1o, E11, E12, etc. respectivamente, en la célula.

Un experto seria capaz de usar cualquier método conocido en la técnica para modificar genéticamente una célula o
un microorganismo. Segun cualquier aspecto de la presente invencion, la célula genéticamente modificada puede
estar genéticamente modificada de modo que en un intervalo de tiempo definido, en 2 horas, en particular en 8 horas
0 24 horas, forme al menos dos veces, especialmente al menos 10 veces, al menos 100 veces, al menos 1000 veces
o al menos 10000 veces mas alcohol superior que la célula silvestre. El incremento en la formacién de producto se
puede determinar, por ejemplo, al cultivar la célula segin cualquier aspecto de la presente invencién y la célula
silvestre cada una separadamente bajo las mismas condiciones (misma densidad celular, mismo medio nutriente,
mismas condiciones de cultivo) durante un intervalo de tiempo especificado en un medio nutriente adecuado y a
continuacion determinar la cantidad de producto elegido (alcohol superior, p. €j. butanol) en el medio nutriente.

La célula o el microorganismo genéticamente modificado puede ser genéticamente diferente de la célula o el
microorganismo silvestre. La diferencia genética entre el microorganismo genéticamente modificado segun cualquier
aspecto de la presente invencion y el microorganismo silvestre puede estar en la presencia de un gen completo, un
aminoacido, un nucleétido, etc., en el microorganismo genéticamente modificado que puede estar ausente en el
microorganismo silvestre. En un ejemplo, el microorganismo genéticamente modificado segin cualquier aspecto de la
presente invencion puede comprender enzimas que permitan que el microorganismo produzca alcoholes superiores.
El microorganismo silvestre con relacion al microorganismo genéticamente modificado de la presente invencion puede
no tener ninguna actividad o tener una actividad no detectable de las enzimas que permiten que el microorganismo
genéticamente modificado produzca el al menos un alcohol superior. Segin se usa en la presente, el término
'microorganismo genéticamente modificado' se puede usar intercambiablemente con el término 'célula genéticamente
modificada'. La modificaciéon genética segun cualquier aspecto de la presente invencién se lleva a cabo sobre la célula
del microorganismo.

Segun un aspecto de la presente invencion, se proporciona una célula microbiana acetogénica que es capaz de
producir al menos un alcohol superior a partir de una fuente de carbono, en donde la célula microbiana acetogénica
esta genéticamente modificada para comprender una expresion incrementada con relacién a su célula silvestre de al
menos una enzima, Es, butiril-CoA: acetato CoA transferasa (cat3), y en donde el alcohol superior comprende la
férmula | posterior y tiene de 4 a 10 atomos de carbono
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OH

R Formula |

R=H, CHjs,

n=1-6
y en donde el incremento en la actividad enzimatica se consigue mediante
- una expresion de una enzima Es heteréloga,
- un incremento en el niumero de copias del gen que expresa la enzima Es,
- una expresion de la enzima Es con un promotor heterélogo, o
- sus combinaciones.

La expresion "silvestre", segln se usa en la presente junto con una célula o microorganismo, puede indicar una célula
con una constitucién gendémica que esta en una forma como la observada en la naturaleza. El término puede ser
aplicable tanto para la célula entera como para genes individuales. Asi, término 'silvestre' también puede incluir células
que se han modificado genéticamente en otros aspectos (es decir con respecto a uno 0 mas genes) pero no en relacion
con los genes de interés. Por lo tanto, el término "silvestre" no incluye tales células o tales genes en los que las
secuencias génicas hayan sido alteradas al menos parcialmente por el hombre usando métodos recombinantes. Una
célula silvestre seguin cualquier aspecto de la presente invencion puede referirse asi a una célula que no tiene mutacién
genética con respecto a todo el genoma y/o un gen particular. Por lo tanto, en un ejemplo, una célula silvestre con
respecto a la enzima Es se puede referir a una célula que tiene la expresién natural/no alterada de la enzima Es en la
célula. La célula silvestre con respecto a la enzima Ez, Es, E4, Es, Es, E7, Eg, E1o, E11, E12, etc. se puede interpretar del
mismo modo y se puede referir a una célula que tenga la expresion natural/no alterada de la enzima Ez, Es, E4, Es, Es,
E7, Eq, E10, Ei1, E12, etc. respectivamente, en la célula.

Un experto seria capaz de usar cualquier método conocido en la técnica para modificar genéticamente una célula o
un microorganismo. Segun cualquier aspecto de la presente invencion, la célula genéticamente modificada puede
estar genéticamente modificada de modo que en un intervalo de tiempo definido, en 2 horas, en particular en 8 horas
0 24 horas, forme al menos dos veces, especialmente al menos 10 veces, al menos 100 veces, al menos 1000 veces
o al menos 10000 veces mas alcohol superior que la célula silvestre. El incremento en la formacién de producto se
puede determinar, por ejemplo, al cultivar la célula segin cualquier aspecto de la presente invencién y la célula
silvestre cada una separadamente bajo las mismas condiciones (misma densidad celular, mismo medio nutriente,
mismas condiciones de cultivo) durante un intervalo de tiempo especificado en un medio nutriente adecuado y a
continuacion determinar la cantidad de producto elegido (alcohol superior, p. €j. butanol) en el medio nutriente.

La célula o el microorganismo genéticamente modificado puede ser genéticamente diferente de la célula o el
microorganismo silvestre. La diferencia genética entre el microorganismo genéticamente modificado segun cualquier
aspecto de la presente invencion y el microorganismo silvestre puede estar en la presencia de un gen completo, un
aminoacido, un nucleétido, etc., en el microorganismo genéticamente modificado que puede estar ausente en el
microorganismo silvestre. En un ejemplo, el microorganismo genéticamente modificado segun cualquier aspecto de la
presente invencion puede comprender enzimas que permitan que el microorganismo produzca alcoholes superiores.
El microorganismo silvestre con relacion al microorganismo genéticamente modificado de la presente invencion puede
no tener ninguna actividad o tener una actividad no detectable de las enzimas que permiten que el microorganismo
genéticamente modificado produzca el al menos un alcohol superior. Segln se usa en la presente, se puede usar el
término 'microorganismo genéticamente modificado'

Las células segun cualquier aspecto de la presente invencion se transforman genéticamente segun cualquier método
conocido en la técnica. En particular, las células se pueden producir segun el método divulgado en el documento
WO/2009/077461.
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La expresion 'la célula genéticamente modificada tiene una actividad incrementada, en comparacién con su tipo
silvestre, en enzimas', segun se usa en la presente, se refiere a que la actividad de la enzima respectiva se incrementa
en un factor de al menos 2, en particular de al menos 10, mas en particular de al menos 100, aun mas en particular
de al menos 1000 y todavia mas en particular de al menos 10000.

La expresion "actividad incrementada de enzima", segun se usa en la presente, se debe entender como actividad
intracelular incrementada. Basicamente, un incremento en la actividad enzimatica se puede conseguir al incrementar
el numero de copias de la secuencia génica o las secuencias génicas que codifican la enzima, usar un promotor fuerte
o emplear un gen o alelo que codifica una enzima correspondiente con actividad incrementada y opcionalmente al
combinar estas medidas. Las células genéticamente modificadas usadas en el método segun la invencion se
producen, por ejemplo, mediante transformacién, transduccion, conjugacion o una combinacion de estos métodos con
un vector que contiene el gen deseado, un alelo de este gen o sus partes y un vector que haga posible la expresion
del gen. La expresiéon heteréloga se consigue en particular mediante la integracién del gen o de los alelos en el
cromosoma de la célula o un vector que se replica extracromosémicamente. Por ejemplo, una célula con un incremento
en la expresion de una enzima tal como enzima Es con relacion a una célula silvestre se puede referir a una célula
que puede comprender:

- una expresion de una enzima Es heteréloga,

- un incremento en el niumero de copias del gen que expresa la enzima Es,
- una expresion de la enzima Es con un promotor heterdlogo, o

- sus combinaciones.

Un experto puede ser capaz de medir la actividad de cada una de estas enzimas usando métodos conocidos en la
técnica. La expresion de las enzimas o los genes segun cualquier aspecto de la presente invencién se puede detectar
en un gel con la ayuda de separacion uni- o bidimensional de proteinas en gel y la posterior identificacién visual de la
concentracion de proteinas usando un software de evaluacién adecuado. Cuando el incremento en una actividad
enzimatica se basa exclusivamente en un incremento en la expresién del gen en cuestién, la cuantificacion del
incremento en la actividad enzimatica se puede determinar de un modo simple al comparar las separaciones uni- o
bidimensionales de proteinas entre la célula silvestre y la genéticamente modificada. Un método convencional para
preparar los geles para proteinas en bacterias corineformes y para identificar las proteinas es el procedimiento descrito
por Hermann y cols. (Electrophoresis, 22: 1712.23 (2001)). La concentracion de proteinas también se puede analizar
mediante hibridacién por transferencia Western usando un anticuerpo que sea especifico para la proteina que se vaya
a detectar (Sambrook y cols., Molecular Cloning: a laboratory manual, 22 Ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Cold Spring Harbor, N.Y. EE. UU. de A., 1989) seguido por evaluacion visual con un software adecuado para
determinar la concentracion (Lohaus y Meyer (1989) Biospektrum, 5: 32-39; Lottspeich (1999), Angewandte Chemie
111: 2630-2647). La actividad de proteinas que se unen a ADN se puede medir por medio de ensayos de
desplazamiento de bandas de ADN (también denominados retardo en gel) (Wilson y cols. (2001) Journal of
Bacteriology, 183: 2151-2155). El efecto de las proteinas que se unen a ADN sobre la expresidon de otros genes se
puede detectar mediante diversos métodos descritos extensamente del ensayo del gen indicador (Sambrook y cols.,
Molecular Cloning: a laboratory manual, 22 Ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. EE.
UU. de A., 1989). Las actividades enzimaticas intracelulares se pueden detectar mediante diversos métodos que se
han descrito (Donahue y cols. (2000) Journal of Bacteriology 182 (19): 5624-5627; Ray y cols. (2000) Journal of
Bacteriology 182 (8): 2277-2284; Freedberg y cols. (1973) Journal of Bacteriology 115 (3): 816-823). En caso de que
no se detallen en lo que sigue métodos especificos para determinar la actividad de una enzima particular, la
determinacion del incremento en la actividad enzimatica, y también la determinacion de la reduccién en una actividad
enzimatica, se puede llevar a cabo por medio de los métodos descritos en Hermann y cols., Electrophoresis, 22: 1712-
23 (2001), Lohaus y cols., Biospektrum 5 32-39 (1998), Lottspeich, Angewandte Chemie 111: 2630-2647 (1999) y
Wilson y cols. Journal of Bacteriology, 183: 2151-2155 (2001).

El término "bacteria acetogénica”, segun se usa en la presente, se refiere a un microorganismo que es capaz de
realizar la ruta de Wood-Ljungdahl y asi es capaz de convertir CO, CO2 y/o hidrégeno en acetato. Estos
microorganismos incluyen microorganismos que en su forma silvestre no tienen la ruta de Wood-Ljungdahl, pero han
adquirido este rasgo como resultado de modificacién genética. Estos microorganismos incluyen, pero no se limitan a,
células de E. coli. Estos microorganismos también se pueden conocer como bacterias carboxidotréficas. Actualmente,
se conocen en la técnica 21 géneros diferentes de las bacterias acetogénicas (Drake y cols., 2006), y estas pueden
incluir algunas clostridia (Drake & Kusel, 2005). Estas bacterias son capaces de usar diéxido de carbono o mondéxido
de carbono como una fuente de carbono con hidrégeno como una fuente de energia (Wood, 1991). Ademas, alcoholes,
aldehidos, acidos carboxilicos asi como numerosas hexosas también se pueden usar como una fuente de carbono
(Drake y cols., 2004). La ruta reductiva que conduce a la formacién de acetato se denomina ruta de acetil-CoA o de
Wood-Ljungdahl.
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En particular, las bacterias acetogénicas se pueden seleccionar del grupo que consiste en Acetoanaerobium notera
(ATCC 35199), Acetonema longum (DSM 6540), Acetobacterium carbinolicum (DSM 2925), Acetobacterium malicum
(DSM 4132), la especie de Acetobacterium n® 446 (Morinaga y cols., 1990, J. Biotechnol., Vol. 14, p. 187-194),
Acetobacterium wieringae (DSM 1911), Acetobacterium woodii (DSM 1030), Alkalibaculum bacchi (DSM 22112),
Archaeoglobus fulgidus (DSM 4304), Blautia producta (DSM 2950, anteriormente Ruminococcus productus,
anteriormente Peptostreptococcus productus), Butyribacterium methylotrophicum (DSM 3468), Clostridium aceticum
(DSM 1496), Clostridium autoethanogenum (DSM 10061, DSM 19630 y DSM 23693), Clostridium carboxidivorans
(DSM 15243), Clostridium coskatii (ATCC no. PTA-10522), Clostridium drakei (ATCC BA-623), Clostridium
formicoaceticum (DSM 92), Clostridium glycolicum (DSM 1288), Clostridium ljungdahlii (DSM 13528), Clostridium
liungdahlii C-01 (ATCC 55988), Clostridium ljungdahlii ERI-2 (ATCC 55380), Clostridium ljungdahlii O-52 (ATCC
55989), Clostridium mayombei (DSM 6539), Clostridium methoxybenzovorans (DSM 12182), Clostridium
neopropionicum sp, Clostridium ragsdalei (DSM 15248), Clostridium scatologenes (DSM 757), especie de Clostridium
ATCC 29797 (Schmidt y cols., 1986, Chem. Eng. Commun., Vol. 45, p. 61-73), Desulfotomaculum kuznetsovii (DSM
6115), Desulfotomaculum thermobezoicum subesp. thermosyntrophicum (DSM 14055), Eubacterium limosum (DSM
20543), Methanosarcina acetivorans C2A (DSM 2834), Moorella sp. HUC22-1 (Sakai y cols., 2004, Biotechnol. Let.,
Vol. 29, p. 1607-1612), Moorella thermoacetica (DSM 521, anteriormente Clostridium thermoaceticum), Moorella
thermoautotrophica (DSM 1974), Oxobacter pfennigii (DSM 322), Sporomusa aerivorans (DSM 13326), Sporomusa
ovata (DSM 2662), Sporomusa silvacetica (DSM 10669), Sporomusa sphaeroides (DSM 2875), Sporomusa termitida
(DSM 4440) y Thermoanaerobacter kivui (DSM 2030, anteriormente Acetogenium kivui).

En particular, la célula microbiana acetogénica usada segun cualquier aspecto de la presente invencién se puede
seleccionar del grupo que consiste en Clostridium ljungdahlii y Clostridium autothenogenum. En un ejemplo, una
bacteria adecuada puede ser Clostridium ljungdabhlii. En particular, se pueden usar cepas seleccionadas del grupo que
consiste en Clostridium ljungdahlii PETC, Clostridium ljungdahlii ERI2, Clostridium ljungdahlii COL y Clostridium
ljungdahlii O-52 en la conversién de gas de sintesis en acido hexanoico. Estas cepas se describen, por ejemplo, en el
documento WO 98/00558, el documento WO 00/68407, ATCC 49587, ATCC 55988 y ATCC 55989. En otro ejemplo,
la bacteria acetogénica seleccionada puede ser Clostridium autothenogenum.

La enzima, Es, una butiril-CoA: acetato CoA transferasa (cat3), cuya expresion se incrementa en la célula seguin
cualquier aspecto de la presente invencion, con relacién a una célula silvestre, cataliza la siguiente reaccién entre
otras:

acetato + butiril-CoA ---> acetil-CoA + butirato (CoA-transferasa).

Esta enzima es especialmente ventajosa en la célula acetogénica segun cualquier aspecto de la presente invencion
ya que tiene una amplia especificidad para el sustrato (Stadtman ER (1953). J Biol Chem 203:501-512 y Stadtman ER
(1953) Fed Proc 12:692-693.) y es capaz de catalizar la conversion de acil CoA para formar al menos un acido graso
(Seedorf y cols., (2007) PNAS. 105 (6):2128-2133). La produccion de al menos un acido a partir de una fuente de
carbono que comprende CO y/o COz2 es posible en presencia de la célula acetogénica segln cualquier aspecto de la
presente invencion debido a la presencia de enzima, Es. El &cido se puede producir a partir de la fuente de carbono a
través de produccién de acetato donde el acetato se puede usar como el aceptor de CoA. Asi, esto puede permitir que
la célula segun cualquier aspecto de la presente invencion sea mas eficaz y efectiva en la produccion de un acido
graso.

En la mayoria de las células acetogénicas, el butirato no se puede producir naturalmente. La produccion de butirato
se puede introducir en una célula acetogénica al modificar genéticamente una célula para que sea capaz de producir
acido butirico a partir de al menos una fuente de carbono que comprende CO y/o CO2. En un ejemplo, células
acetogénicas ya capaces de producir butirato se pueden usar en los aspectos de la presente invencién para introducir
enzima Es para permitir que la célula produzca al menos un acido graso a partir de una fuente de carbono que
comprende CO y/o CO2. Por ejemplo, C. carboxidivorans puede ser una célula como esta. En un ejemplo, la célula
segun cualquier aspecto de la presente invencion se puede modificar genéticamente para que comprenda una
expresion incrementada con relacion a su célula silvestre de al menos una enzima adicional seleccionada del grupo
que consiste en E1 a Ez y E9 a E11, en donde E1 es una alcohol deshidrogenasa (adh), E2 es una acetaldehido
deshidrogenasa (ald), Es es una acetoacetil-CoA tiolasa (thl), E4 es una 3-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa (hbd), Es
es una 3-hidroxibutiril-CoA deshidratasa (crt), Es es una butiril-CoA deshidrogenasa (bcd), E7 es una subunidad
flavoproteinica de transferencia electrénica (etf), E9 es una acetato cinasa (ack), E11 es una transhidrogenasa y E12 es
una trans-2-enoil-CoA reductasa (TER) o crotonil-CoA reductasa (ccr). La célula también puede comprender una
expresion incrementada con relacion a la célula silvestre de E1o, fosfotransacetilasa (pta),

En particular, la actividad de las enzimas E1 y E2 se puede medir usando los ensayos mostrados al menos en Hillmer
P., 1972, Lurz R., 1979; la actividad de la enzima E2 también se puede medir usando el ensayo mostrado en Smith
L.T., 1980; la actividad de las enzimas Es y E4 se puede medir usando los ensayos mostrados al menos en Sliwkowski
M.X., 1984; |a actividad de E4 también se puede medir usando el ensayo mostrado en Madan, V.K., 1972; la actividad
de Es también se puede medir usando el ensayo mostrado en Bartsch, R.G., 1961; la actividad de las enzimas Es y E7
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se puede medir usando el ensayo mostrado en Li, F., 2008; la actividad de E7 también se puede medir usando el
ensayo mostrado en Chowdhury, 2013; la actividad de Es se puede medir usando el ensayo mostrado en Stadman,
1953. En otro ejemplo, la actividad de Es se puede medir usando el ensayo mostrado en Barker, H. A., 1955. Methods
Enzymol. 1:599-600; la actividad de Eg se puede medir usando el ensayo mostrado en Winzer, K., 1997; la actividad
de E1o se puede medir usando el ensayo mostrado en Smith L.T., 1976; y la actividad de E11 se puede medir usando
el ensayo mostrado en Wang S, 2010. E12 se puede medir usando el ensayo para la actividad de TER mostrado en
Inui y cols. (1984) Eur. J. Biochem.142, 121-126 y/o Seubert y cols. (1968) Biochim. Biophys. Acta 164, 498-517 y/o
Hoffmeister, M. (2005), J. Biol. Chem., 280 (6), 4329-4338.

Estos métodos entre otros conocidos en la técnica pueden ser usados por un experto para confirmar el incremento en
la expresion y/o la actividad enzimatica con relacion a una célula silvestre.

En un ejemplo, la célula segun cualquier aspecto de la presente invencion se puede modificar genéticamente para que
comprenda una expresion incrementada con relacion a su célula silvestre de todas las enzimas siguientes Ez una
acetoacetil-CoA tiolasa (thl), Es4 una 3-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa (hbd), Es una 3-hidroxibutiril-CoA
deshidratasa (crt) y Es una butiril-CoA deshidrogenasa (bcd). En otro ejemplo, la expresion de Ez una subunidad
flavoproteinica de transferencia electronica (etf) también se puede incrementar con relacion a la célula silvestre. Asi,
la célula segun cualquier aspecto de la presente invencién puede tener una expresion incrementada con relacion a la
célula silvestre de las enzimas Es-Es y Es. En otro ejemplo, la célula segun cualquier aspecto de la presente invencion
puede tener una expresién incrementada con relacion a la célula silvestre de las enzimas Es-Es.

En la mayoria de las células acetogénicas, el butirato no se puede producir naturalmente. La produccion de butirato
se puede introducir en un célula acetogénica al modificar genéticamente una célula para que sea capaz de producir
acido butirico a partir de al menos una fuente de carbono que comprende CO y/o CO2. En un ejemplo, células
acetogénicas ya capaces de producir butirato se pueden usar en los aspectos de la presente invencién para introducir
la enzima Es para permitir que la célula produzca al menos un acido graso a partir de una fuente de carbono que
comprende CO y/o CO2. Por ejemplo, C. carboxidivorans puede ser una célula como esta.

En un ejemplo, la célula segun cualquier aspecto de la presente invencion se puede modificar genéticamente para que
comprenda una expresion incrementada con relacién a su célula silvestre de al menos una enzima adicional
seleccionada del grupo que consiste en E1 a E7 y E9 a E11, en donde E+ es una alcohol deshidrogenasa (adh), E2 es
una acetaldehido deshidrogenasa (ald), Es es una acetoacetil-CoA tiolasa (thl), E4 es una 3-hidroxibutiril-CoA
deshidrogenasa (hbd), Es es una 3-hidroxibutiril-CoA deshidratasa (crt), Ee es una butiril-CoA deshidrogenasa (bcd),
Ez es una subunidad flavoproteinica de transferencia electronica (etf), Es es una acetato cinasa (ack), E11 es una
transhidrogenasa y Ei2 es una trans-2-enoil-CoA reductasa (TER) o crotonil-CoA reductasa (ccr) y en donde el
incremento en la actividad enzimatica de una cualquiera de las enzimas E1 a Ez y Eg, E11 y E12 se consigue mediante

- una expresion de una enzima heteréloga de una cualquiera de las enzimas E1 a Ez y Eo, E11y E12,

- un incremento en el niumero de copias del gen que expresa una cualquiera de las enzimas E; a E7 y Eg, E11y E12
- una expresion de una cualquiera de las enzimas E1 a E7 y Eg, E11 y E12 con un promotor heterélogo, o

- sus combinaciones.

La célula también puede comprender una expresion incrementada con relacién a la célula silvestre de Eio,
fosfotransacetilasa (pta),

En particular, la actividad de las enzimas E1y E2 se puede medir usando los ensayos mostrados al menos en Hillmer
P., 1972, Lurz R., 1979; la actividad de la enzima E2 también se puede medir usando el ensayo mostrado en Smith
L.T., 1980; la actividad de las enzimas Es y E4 se puede medir usando los ensayos mostrados al menos en Sliwkowski
M.X., 1984; |a actividad de E4 también se puede medir usando el ensayo mostrado en Madan, V.K., 1972; la actividad
de Es también se puede medir usando el ensayo mostrado en Bartsch, R.G., 1961; la actividad de las enzimas Es y E7
se puede medir usando el ensayo mostrado en Li, F., 2008; la actividad de E7 también se puede medir usando el
ensayo mostrado en Chowdhury, 2013; la actividad de Es se puede medir usando el ensayo mostrado en Stadman,
1953. En otro ejemplo, la actividad de Es se puede medir usando el ensayo mostrado en Barker, H. A., 1955. Methods
Enzymol. 1:599-600; la actividad de Es se puede medir usando el ensayo mostrado en Winzer, K., 1997; la actividad
de E1o se puede medir usando el ensayo mostrado en Smith L.T., 1976; y la actividad de E11 se puede medir usando
el ensayo mostrado en Wang S, 2010. E12 se puede medir usando el ensayo para la actividad de TER mostrado en
Inui y cols. (1984) Eur. J. Biochem.142, 121-126 y/o Seubert y cols. (1968) Biochim. Biophys. Acta 164, 498-517 y/o
Hoffmeister, M. (2005), J. Biol. Chem., 280 (6), 4329-4338.

Estos métodos entre otros conocidos en la técnica pueden ser usados por un experto para confirmar el incremento en
la expresion y/o la actividad enzimatica con relacion a una célula silvestre.
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En un ejemplo, la célula segun cualquier aspecto de la presente invencion se puede modificar genéticamente para que
comprenda una expresion incrementada con relacion a su célula silvestre de todas las enzimas siguientes Ez una
acetoacetil-CoA tiolasa (thl), Es4 una 3-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa (hbd), Es una 3-hidroxibutiril-CoA
deshidratasa (crt) y Es una butiril-CoA deshidrogenasa (bcd) En otro

En otro ejemplo, la célula segun cualquier aspecto de la presente invencion se puede modificar genéticamente para
que comprenda una expresion incrementada con relacién a su célula silvestre de las enzimas Es, una acetoacetil-CoA
tiolasa (thl), E4, una 3-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa (hbd), Es, una 3-hidroxibutiril-CoA deshidratasa (crt), Es, una
butiril-CoA deshidrogenasa (bcd), y Es. En un ejemplo, Es puede comprender la secuencia de SEQ ID NO:2, E4 puede
comprender la secuencia de SEQ ID NO:3, Es puede comprender la secuencia de SEQ ID NO: 4, Es, puede
comprender la secuencia de SEQ ID NO: 5.

En un ejemplo adicional, la célula segin cualquier aspecto de la presente invencion se puede modificar genéticamente
para que comprenda una expresién incrementada con relacion a su célula silvestre de las enzimas Es, una acetoacetil-
CoA tiolasa (thl), E4, una 3-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa (hbd), Es, una 3-hidroxibutiril-CoA deshidratasa (crt), y
Es. En un ejemplo, Es puede comprender la secuencia de SEQ ID NO:2, E4 puede comprender la secuencia de SEQ
ID NO:3, Es puede comprender la secuencia de SEQ ID NO: 4, y Es, puede comprender la secuencia de SEQ ID NO:
5.

En otro ejemplo, la célula segun cualquier aspecto de la presente invencién se puede modificar genéticamente
adicionalmente para que comprenda una expresion incrementada con relacion a su célula silvestre de las enzimas E,
una alcohol deshidrogenasa (adh), y la enzima Eiz2, trans-2-enoil-CoA reductasa o crotonil-CoA reductasa (TER). En
particular, E1 puede ser una butirato-deshidrogenasa procedente de C. acetobutylicum o E. coli. M&s en patrticular, la
butanol-deshidrogenasa procedente de C. acetobutylicum puede comprender la secuencia de SEQ ID NO:18 y la
butanol-deshidrogenasa procedente de E. coli puede comprender la secuencia de SEQ ID NO: 19. Més en particular,
la enzima Ei2 en la célula se puede seleccionar del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 14, 15y 16.

La célula también puede comprender E7 una subunidad flavoproteinica de transferencia electrénica (etf). Mas en
particular, E7 puede ser etfB y etfA procedente de C. acetobutylicum. AUn mas en particular, Ez puede comprender la
secuencia de SEQ ID NOs:10y 11.

En un ejemplo, la célula segun cualquier aspecto de la presente invencion se puede modificar genéticamente
adicionalmente para que comprenda una expresion incrementada con relacion a su célula silvestre de la enzima Es,
una butirato-deshidrogenasa. En particular, Es puede proceder de C. kluyveri y/o puede comprender la secuencia de
SEQ ID NO:7. La célula también puede comprender una expresién incrementada con relacion a la célula silvestre de
una proteina de transferencia electronica (E7). En particular, E7 puede comprender la secuencia de SEQ ID NOs: 12y
13. La célula también puede comprender una expresién incrementada con relacion a la célula silvestre de trans-2-
enoil-CoA reductasa (TER) (Ei12). En particular, la TER puede proceder de Treponema denticola, Euglena gracilis o
Caenorhabditis elegans. AUn mas en particular, E12 puede ser una TER seleccionada del grupo que consiste en SEQ
ID NOs: 14, 15y 16. En otro ejemplo, E12 puede ser una crotonil-CoA reductasa (ccr). En particular, la ccr puede
proceder de Streptomyces collinus. Mas en particular, la enzima E12 puede ser una ccr que comprende la secuencia
de SEQ ID NO: 17.

ejemplo, la expresién de E7 una subunidad flavoproteinica de transferencia electrénica (etf) también se puede
incrementar con relacion a la célula silvestre, en donde el incremento en la actividad enzimatica se consigue mediante

- una expresion de una enzima heteréloga Ez,
- un incremento en el nimero de copias del gen que expresa la enzima Ez,
- una expresion de la enzima E7 con un promotor heterélogo, o

sus combinaciones. Asi, la célula segun cualquier aspecto de la presente invencidon puede tener una expresion
incrementada con relacion a la célula silvestre de las enzimas Es-Ee y Es, y en donde el incremento en la actividad
enzimatica de una cualquiera de las enzimas Es a Es se consigue mediante

- una expresion de una enzima heter6loga de una cualquiera de las enzimas Es a Es,
- un incremento en el nimero de copias del gen que expresa una cualquiera de las enzimas E3 a Es,

- una expresion de una cualquiera de las enzimas Es a Es con un promotor heterdlogo, o
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- sus combinaciones. En otro ejemplo, la célula segun cualquier aspecto de la presente invencion puede tener una
expresion incrementada con relacion a la célula silvestre de las enzimas Es-Es.

En otro ejemplo, la célula segin cualquier aspecto de la presente invencion se puede modificar genéticamente para
que comprenda una expresion incrementada con relacién a su célula silvestre de las enzimas Es, una acetoacetil- CoA
tiolasa (thl), E4, una 3-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa (hbd), Es, una 3-hidroxibutiril-CoA deshidratasa (crt), Es, una
butiril-CoA deshidrogenasa (bcd) y Es. En un ejemplo, Es puede comprender la secuencia de SEQ ID NO:2, E4 puede
comprender la secuencia de SEQ ID NO:3, Es puede comprender la secuencia de SEQ ID NO: 4, Es puede comprender
la secuencia de SEQ ID NO: 5.

En un ejemplo adicional, la célula segin cualquier aspecto de la presente invencion se puede modificar genéticamente
para que comprenda una expresién incrementada con relacion a su célula silvestre de las enzimas Es, una acetoacetil-
CoA tiolasa (thl), Es, una 3-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa (hbd), Es, una 3-hidroxibutiril-CoA deshidratasa (crt), y
Es, y en donde el incremento en la actividad enzimatica de una cualquiera de las enzimas Es a Es se consigue mediante

- una expresion de una enzima heteréloga de una cualquiera de las enzimas Ez a Es,
- un incremento en el nimero de copias del gen que expresa una cualquiera de las enzimas E3 a Es,
- una expresion de una cualquiera de las enzimas Es a Es con un promotor heterdlogo, o

sus combinaciones. En un ejemplo, E3s puede comprender la secuencia de SEQ ID NO:2, E4 puede comprender la
secuencia de SEQ ID NO:3, Es puede comprender la secuencia de SEQ ID NO: 4, y Es puede comprender la secuencia
de SEQ ID NO: 5.

En otro ejemplo, la célula segin cualquier aspecto de la presente invencién se puede modificar genéticamente
adicionalmente para que comprenda una expresion incrementada con relacion a su célula silvestre de las enzimas E,
una alcohol deshidrogenasa (adh), y la enzima E12, trans-2-enoil-CoA reductasa o crotonil-CoA reductasa (TER), y en
donde el incremento en la actividad enzimatica de una cualquiera de las enzimas E1 y E12 se consigue mediante

- una expresion de una enzima heteréloga de una cualquiera de las enzimas E1 y E1z,
- un incremento en el nimero de copias del gen que expresa una cualquiera de las enzimas E1 y Eiz,
- una expresion de una cualquiera de las enzimas E1 y E12 con un promotor heter6logo, o

sus combinaciones. En particular, E1 puede ser una butirato-deshidrogenasa procedente de C. acetobutylicum o E.
coli. Mas en particular, la butanol-deshidrogenasa procedente de C. acetobutylicum puede comprender la secuencia
de SEQ ID NO:18 y la butanol-deshidrogenasa procedente de E. coli puede comprender la secuencia de SEQ ID NO:
19. Mas en particular, la enzima E12 en la célula se puede seleccionar del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 14, 15
y 16.

La célula también puede comprender E7 una subunidad flavoproteinica de transferencia electrénica (etf). Mas en
particular, E7 puede ser etfB y etfA procedente de C. acetobutylicum. AUn mas en particular, Ez puede comprender la
secuencia de SEQ ID NOs:10y 11.

En un ejemplo, la célula segun cualquier aspecto de la presente invencion se puede modificar genéticamente
adicionalmente para que comprenda una expresion incrementada con relacion a su célula silvestre de la enzima Es,
una butirato-deshidrogenasa. En particular, Es puede proceder de C. kluyveri y/o puede comprender la secuencia de
SEQ ID NO:7. La célula también puede comprender una expresién incrementada con relacion a la célula silvestre de
una proteina de transferencia electronica (Ez). En particular, E7 puede comprender la secuencia de SEQ ID NOs: 12y
13. La célula también puede comprender una expresion incrementada con relacién a la célula silvestre En un ejemplo
adicional, la célula segun cualquier aspecto de la presente invencién se puede modificar genéticamente
adicionalmente para que comprenda una expresion incrementada con relacion a su célula silvestre de la enzima Es,
una butirato-deshidrogenasa. En particular, Es puede proceder de C. kluyveri y/o puede comprender la secuencia de
SEQ ID NO:5. La célula también puede comprender una expresién incrementada con relacion a la célula silvestre de
una proteina de transferencia electrénica (Ez). En particular, Ez puede comprender la secuencia de SEQ ID NOs: 8 y
9. La célula también puede comprender una expresion incrementada con relacién a la célula silvestre del promotor y/o
terminador de fosfotransacetilasa (pta).

En particular, la célula segin cualquier aspecto de la presente invencion puede comprender una expresion
incrementada con relacién a la célula silvestre de las siguientes enzimas E3Es, EsEs, EsEs, EsEs, E7Es, EsE4Es, E3EsEs,
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EsEsEs, EsE7Es, E4EsEs, E4EsEs, E4E7Es, EsEeEs, EsEzEs, EsE4EsEs, EszEsEsEs, EzEsE7Es, E4EsEeEs, E4EsE7Es,
EsEsE7Es, EsEsEsEsEs, EsEsEsEzEs, EsEsEsE7Es, EsE4EsEsE7Es, EsEsEi2, EsEsE12, EsEsE12, EecEsE12, E7EgEi1z,
EsE4EsE12, EsEsEsE12, EsEcEsE12, EsE7EsE12, E4EsEsE 12, E4EcEsE12, E4aE7EsE 12, EsEcEsE12, EsE7EsE12, EsE4EsEsE 12,
EsE4EsEsE 12, EsE4E7EsE12, E4EsEcEsE12, E4EsE7EsEq2, EsEeE7EsE 12, EsE4EsEcEsE12, EsE4EsE7EsE 12, E4EsEsE7EsE 12,
EsE4EsEsE7EsE12, EsEsE1, EsEsE1, EsEsE1, EeEsE1, E7EsE1, EsE4EsE1, EsEsEsE1, EsEeEsE+1, EsE7EsE+1, E4EsEsEr,
E4EcEsE1, EsE7EsE1, EsEsEsE1, EsE7EsE1, EsEsEsEsE1, E3E4EecEsE1, EsE4E7EsE1, E4EsEsEsE1, E4EsE7EgEq,
EsEsE7EsE1, EsE4EsEeEsE1, EsEsEsE7EsE1, EsEsEsE7EsEs, EsE4EsEeE7EsE1, EsEsE12E1, Es4EsEi2E1, EsEsEi2Eq,
EsEsE12E1, E7EsE12E1, EsEsEsEi12E1, EsEsEsE12E1, EsEeEsE12E1, EsE7EsE12E1, E4EsEsE12E1, E4EsEsEq12E+,
E4E7EsE12E1, EsEeEsE12E1, EsE7EsE12E1, EsE4EsEgE12E1, EsEs4EsEsE12E1, EsE4E7EsE12E1, EsEsEsEsEq2E+,
E4EsE7EsE12E1, EsEeE7EsE12E1, EsE4EsEsEsE12E1, EsE4EsE7EsE12E1, EsEsEeE7EsE12E1, EsE4EsEeE7EsEi12E:, x y
similares.

En particular, Es se puede seleccionar del grupo que consiste en butiril-CoA: acetato CoA transferasa, succinil-
CoA:coenzima A transferasa, 4-hidroxibutiril-CoA: coenzima A transferasa y similares. Mas en particular, Es puede
comprender una identidad de secuencia de al menos 50% con un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en
CKL_3595, CKL_3016, CKL_3018 y similares. Mas en particular, Es puede comprender un polipéptido con una
identidad de secuencia de al menos 50, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 91, 94, 95, 98 0 100% con un polipéptido
seleccionado del grupo que consiste en CKL_3595, CKL_3016 y CKL_3018. Es puede comprender una secuencia de
aminoacidos que tiene 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 0 100% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 1. En
particular, Es puede proceder de Clostridium kluyveri o Clostridium carboxidivorans. Mas en particular, Es puede
proceder de Clostridium kluyveri. Aln mas en particular, Es puede proceder de la cepa de Clostridium kluyveri ATCC
8527.

En particular, E1 se puede seleccionar del grupo que consiste en alcohol deshidrogenasa 1, alcohol deshidrogenasa
2, alcohol deshidrogenasa 3, alcohol deshidrogenasa B y sus combinaciones. Mas en particular, E1 puede comprender
una identidad de secuencia de al menos 50% con un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en CKL_1075,
CKL_1077, CKL_1078, CKL_1067, CKL_2967, CKL_2978, CKL_3000, CKL_3425 y CKL_2065. Alin mas en particular,
E1 puede comprender un polipéptido con una identidad de secuencia de al menos 50, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 91,
94, 95, 98 0 100% con un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en CKL_1075, CKL_1077, CKL_1078 y
CKL_1067. E1 puede comprender una secuencia de aminoacidos que tiene 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 o
100% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 18 o SEQ ID NO: 19. En particular, E1 se puede seleccionar del
grupo que consiste en C. acetobutylicumy E. coli.

En particular, E2 se puede seleccionar del grupo que consiste en acetaldehido deshidrogenasa 1, alcohol
deshidrogenasa 2 y sus combinaciones. En particular, E2 puede comprender una identidad de secuencia de al menos
50% con un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en CKL_1074, CKL_1076 y similares. Mas en particular,
E2 puede comprender un polipéptido con una identidad de secuencia de al menos 50, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 91,
94, 95, 98 0 100% con un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en CKL_1074 y CKL_1076.

Es se puede seleccionar del grupo que consiste en acetoacetil-CoA tiolasa A1, acetoacetil-CoA tiolasa A2, acetoacetil-
CoA tiolasa A3 y sus combinaciones. En particular, Es puede comprender una identidad de secuencia de al menos
50% con un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en CKL_3696, CKL_3697, CKL_3698 y similares. Mas
en particular, Es puede comprender un polipéptido con una identidad de secuencia de al menos 50, 60, 65, 70, 75, 80,
85, 90, 91, 94, 95, 98 0 100% con un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en CKL_3696, CKL_3697 y
CKL_3698. Mas en particular, Ez puede comprender una secuencia de aminoacidos que tiene 50, 55, 60, 65, 70, 75,
80, 85, 90, 95 o 100% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 2. En particular, Es puede proceder de C.
acetobutylicum.

E4 puede ser 3-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa 1, 3-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa 2 y similares. En particular,
E4 puede comprender una identidad de secuencia de al menos 50% con un polipéptido CKL_0458, CKL_2795 y
similares. Mas en particular, E4 puede comprender un polipéptido con una identidad de secuencia de al menos 50, 60,
65, 70, 75, 80, 85, 90, 91, 94, 95, 98 0 100% con el polipéptido CKL_0458 o CKL_2795. Mas en particular, E4 puede
comprender una secuencia de aminoacidos que tiene 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 o0 100% de identidad de
secuencia con SEQ ID NO: 3. En particular, E4 puede proceder de Clostridium kluyveri.

Es puede ser 3-hidroxibutiril-CoA deshidratasa 1, 3-hidroxibutiril-CoA deshidratasa 2 y sus combinaciones. En
particular, Es puede comprender una identidad de secuencia de al menos 50% con un polipéptido seleccionado del
grupo que consiste en CKL_0454, CKL_2527 y similares. Mas en particular, Es puede comprender un polipéptido con
una identidad de secuencia de al menos 50, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 91, 94, 95, 98 0 100% con un polipéptido
seleccionado del grupo que consiste en CKL_0454 y CKL_2527. Mas en particular, Es puede comprender una
secuencia de aminoacidos que tiene 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 o 100% de identidad de secuencia con SEQ
ID NO: 4. En particular, Es puede proceder de Clostridium kluyveri.

Es se puede seleccionar del grupo que consiste en butiril-CoA deshidrogenasa 1, butiril-CoA deshidrogenasa 2 y

similares. En particular, Es puede comprender una identidad de secuencia de al menos 50% con un polipéptido
seleccionado del grupo que consiste en CKL_0455, CKL_0633 y similares. Mas en particular, Es puede comprender
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un polipéptido con una identidad de secuencia de al menos 50, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 91, 94, 95, 98 0 100% con
un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en CKL_0455 y CKL_0633. Mas en particular, Ee¢ puede
comprender una secuencia de aminoacidos que tiene 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 o0 100% de identidad de
secuencia con SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO:6 o SEQ ID NO: 7. En particular, Ee se puede seleccionar del grupo que
consiste en Clostridium kluyveriy C. acetobutylicum.

E7 se puede seleccionar del grupo que consiste en la subunidad 1 de flavoproteina alfa de transferencia electrénica,
la subunidad 2 de flavoproteina alfa de transferencia electronica, la subunidad 1 de flavoproteina beta de transferencia
electronica y la subunidad 2 de flavoproteina beta de transferencia electrénica. En particular, Ez puede comprender
una identidad de secuencia de al menos 50% con un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en CKL_3516,
CKL_3517, CKL_0456, CKL_0457 y similares. Mas en particular, Ez puede comprender un polipéptido con una
identidad de secuencia de al menos 50, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 91, 94, 95, 98 0 100% con un polipéptido
seleccionado del grupo que consiste en CKL_3516, CKL_3517, CKL_0456 y CKL_0457. Mas en particular, E7 puede
comprender una secuencia de aminoacidos que tiene 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 o0 100% de identidad de
secuencia con SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11. SEQ ID NO:12 o SEQ ID NO: 13. En
particular, E7 se puede seleccionar del grupo que consiste en Clostridium kluyveri, y C. acetobutylicum.

Es puede ser una acetato cinasa A (ack A). En particular, Es puede comprender una identidad de secuencia de al
menos 50% con una secuencia polipeptidica de CKL_1391 y similares. Mas en particular, Es puede comprender un
polipéptido con una identidad de secuencia de al menos 50, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 91, 94, 95, 98 0 100% con un
polipéptido de CKL_1391.

E10 puede ser fosfotransacetilasa (pta). En particular, E1o puede comprender una identidad de secuencia de al menos
50% con una secuencia polipeptidica de CKL_1390 y similares. Mas en particular, E1o puede comprender un
polipéptido con una identidad de secuencia de al menos 50, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 91, 94, 95, 98 0 100% con un
polipéptido de CKL_1390. En particular, E1o se puede seleccionar de C. acetobutylicum.

E11 puede ser una tranhidrogenasa. En particular, E11 puede ser la transhidrogenasa divulgada en Hatefi, Y., (1977)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74 (3). 846-850 y/o Anderlund M. (1999), Appl Environ Microbiol., 65(6): 2333-2340

E12 puede comprender una secuencia de aminodcidos que tiene 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 o 100% de
identidad de secuencia con SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16 o SEQ ID NO: 17. En particular, E12 se
puede seleccionar del grupo que consiste en Treponema denticola, Euglena gracilis, Caenorhabditis elegans y
Streptomyces collinus.

A lo largo de esta solicitud, cualquier cédigo de bases de datos, a menos que se especifique lo contrario, se refiere a
una secuencia disponible de las bases de datos del NCBI, mas especificamente la versiéon en linea de 12 de junio de
2014, y comprende, si esta secuencia es una secuencia nucleotidica, la secuencia polipeptidica obtenida al traducir la
primera.

Segun otro aspecto de la presente invencion, se proporciona un método para producir un alcohol superior,
comprendiendo el método

- poner en contacto una célula microbiana recombinante segun cualquier aspecto de la presente invencion con un
medio que comprende una fuente de carbono.

El término "poner en contacto”, segln se usa en la presente, significa llevar a cabo un contacto directo entre la célula
segun cualquier aspecto de la presente invencién y el medio que comprende la fuente de carbono. Por ejemplo, la
célula y el medio que comprende la fuente de carbono pueden estar en diferentes compartimentos. En particular, la
fuente de carbono puede estar en estado gaseoso y anadirse al medio que comprende las células segun cualquier
aspecto de la presente invencion.

El término "acetato”, segun se usa en la presente, se refiere tanto a acido acético como a sus sales, que resultan
inevitablemente, debido, como se sabe en la técnica, los microorganismos trabajan en un ambiente acuoso y siempre
existe un equilibrio entre la sal y el acido presentes.

El término 'aproximadamente', segin se usa en la presente, se refiere a una variacion dentro del 20 por ciento. En
particular, el término "aproximadamente", segun se usa en la presente, se refiere a +/- 20%, mas en particular, +/-
10%, aun mas en particular, +/- 5% de una medida o valor dados.

Todos los porcentajes (%), a menos que se especifique otra cosa, son porcentaje en volumen.

La fuente de carbono usada segun cualquier aspecto de la presente invencién puede ser cualquier fuente de carbono
conocida en la técnica. En particular, la fuente de carbono se puede seleccionar del grupo que consiste en
carbohidratos tales como, por ejemplo, glucosa, sacarosa, lactosa, fructosa, maltosa, melazas, almidén y celulosa. En
un ejemplo, se pueden usar como una fuente de carbono hidrocarburos tales como metano, aminoacidos tales como
L-glutamato o L-valina o acidos organicos tales como, por ejemplo, acido acético. Estas sustancias se pueden usar
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individualmente o como una mezcla. Se prefiere especialmente emplear carbohidratos, en particular monosacaridos,
oligosacaridos o polisacaridos, segun se describe en la Pat. EE. UU. N° 601.494 y la Pat. EE. UU. N° 6.136.576, o
azucares C5, o glicerol. En un ejemplo, la fuente de carbono puede comprender diéxido de carbono y/o monéxido de
carbono. Un experto entendera que existen muchas posibles fuentes para el aporte de CO y/o CO2 como una fuente
de carbono. Se puede observar que, en la practica, se puede usar como la fuente de carbono segun cualquier aspecto
de la presente invencion cualquier gas o cualquier mezcla de gases que sea capaz de suministrar a los
microorganismos suficientes cantidades de carbono, de modo que se puedan formar acetato y/o etanol a partir de la
fuente de CO y/o COso.

Generalmente, para el cultivo mixto segun cualquier aspecto de la presente invencidn, la fuente de carbono comprende
al menos 50% en volumen, al menos 70% en volumen, particularmente al menos 90% en volumen de CO y/o COz, en
donde los porcentajes en % en volumen se refieren a todas las fuentes de carbono que estén disponibles para el
primer microorganismo del cultivo mixto. En un ejemplo, la fuente de carbono puede ser una mezcla de gases que
comprende 5 - 25% en volumen de CO, 25 -35% en volumen de COz y 50 - 65 de H2 gaseoso. En otro ejemplo, la
fuente de carbono puede ser una mezcla de gases que comprende 22% en volumen de CO, 6% en volumen de CO:2
y 44% de Hz gaseoso. En un ejemplo adicional, la fuente de carbono puede ser una mezcla de gases que comprende
33% en volumen de CO2 y 67% de Hz gaseoso. En un particular ejemplo, la fuente de carbono puede ser una mezcla
de gases que comprende 25% en volumen de CO, 25% en volumen de CO2 y 50% de Hz gaseoso. En el cultivo mixto
segun cualquier aspecto de la presente invencion, se puede proporcionar la fuente de material carbonado. Ejemplos
de fuentes de carbono en formas gaseosas incluyen gases de escape tales como gas de sintesis, gas de combustion
y gases de refinado de petréleo producidos mediante fermentacion de levaduras o fermentacion clostridiana. Estos
gases de escape se forman a partir de la gasificacion de materiales que contienen celulosa o gasificacion de hulla. En
un ejemplo, estos gases de escape pueden no producirse necesariamente como subproductos de otros
procedimientos sino que se pueden producir especificamente para el uso con el cultivo mixto segun cualquier aspecto
de la presente invencion.

Segun cualquier aspecto de la presente invencion, la fuente de carbono puede ser gas de sintesis. El gas de sintesis
se puede producir, por ejemplo, como un subproducto de la gasificacion de hulla. Segun esto, el microorganismo del
cultivo mixto segun cualquier aspecto de la presente invencion puede ser capaz de convertir una sustancia que es un
producto residual en un recurso valioso. En otro ejemplo, el gas de sintesis puede ser un subproducto de la gasificacién
de materias primas agricolas de bajo coste ampliamente disponibles para el uso con el cultivo mixto de la presente
invencion para producir al menos un alcohol superior.

Existen numerosos ejemplos de materias primas que se pueden convertir en gas de sintesis, ya que casi todas las
formas de vegetacion se pueden usar con este propdsito. En particular, las materias primas se seleccionan del grupo
que consiste en hierbas perennes tales como eulalia, residuos de maiz, residuos de procesamiento tales como serrin
y similares.

En general, el gas de sintesis se puede obtener en un aparato de gasificacién de biomasa deshidratada, principalmente
a través de pirdlisis, oxidacion parcial y reformado al vapor de agua, en donde los principales productos del gas de
sintesis son CO, Hz y COz. El gas de sintesis también puede ser un producto de la electrolisis de CO2. Un experto
conocerd las condiciones adecuadas para llevar a cabo la electrolisis de CO2 para producir gas de sintesis que
comprende CO en una cantidad deseada.

Habitualmente, una porcion del gas de sintesis obtenido del procedimiento de gasificacion se procesa en primer lugar
a fin de optimizar los rendimientos de productos, y para evitar la formacién de alquitran. El craqueo de alquitran no
deseado y el CO en el gas de sintesis se puede llevar a cabo usando cal y/o dolomita. Estos procedimientos se
describen con detalle, por ejemplo, en Reed, 1981.

Se pueden usar mezclas de fuentes como una fuente de carbono.

Segun cualquier aspecto de la presente invencién, se puede suministrar un agente reductor, por ejemplo hidrégeno,
junto con la fuente de carbono. En particular, este hidrogeno se puede suministrar cuando el C y/o CO2 se suministra
y/o se usa. En un ejemplo, el hidrégeno gaseoso es parte del gas de sintesis presente segln cualquier aspecto de la
presente invencion. En otro ejemplo, cuando el hidrogeno gaseoso en el gas de sintesis sea insuficiente para el método
de la presente invencién, se puede suministrar hidrégeno gaseoso adicional.

'Alcoholes superiores', segun se usa en la presente, se refiere a alcoholes que contienen de 4 a 12 &tomos de carbono,
en particular, de 4 a 10 atomos de carbono, de 4 a 8 atomos de carbono, de 6 a 10 &tomos de carbono y pueden ser
algo viscosos, u oleosos, y tener olores frutales mas fuertes. Mas en particular, el 'alcohol superior' puede comprender
la férmula | posterior y tiene de 4 a 10 atomos de carbono
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OH

R Formula |

R=H, CHs,
n=1-6

Los alcoholes superiores pueden incluir, pero no se limitan a, hexanol, heptanol, octanol, nonanol, decanol y similares.
Mas en particular, el alcohol superior se puede seleccionar del grupo que consiste en 1-butanol, 2-metil-1-butanol,
isobutanol, 3-metil-1-butanol, 1-hexanol, 1-octanol, 1-pentanol, 1-heptanol, 3-metil-1-pentanol, 4-metil-1-hexanol, 5-
metil-1-heptanol, 4-metil-1-pentanol, 5-metil-1-hexanol, 6-metil-1-heptanol y sus combinaciones.

Un experto conocera las otras condiciones necesarias para llevar a cabo el método segun cualquier aspecto de la
presente invencion. En particular, las condiciones en el recipiente (p. €j. fermentador) se pueden variar dependiendo
de los microorganismos primero y segundo usados. La variacion de las condiciones para que sean adecuadas para el
funcionamiento éptimo de los microorganismos esta dentro del conocimiento de un experto.

En un ejemplo, el método segln cualquier aspecto de la presente invencion se puede llevar a cabo en un medio
acuoso conunpHentre 5y 8,5,5y 7. La presion puede estar entre 1y 10 bar.

En particular, el medio acuoso puede comprender una fuente de carbono que comprende CO y/o CO2. Mas en
particular, la fuente de carbono que comprende CO y/o CO:z se proporciona al medio acuoso en un flujo gaseoso
continuo. Alan mas en particular, el flujo gaseoso continuo comprende gas de sintesis. En un ejemplo, los gases son
parte del mismo flujo/corriente. En otro ejemplo, cada gas es un flujo/corriente separado proporcionado al medio
acuoso. Estos gases se pueden dividir, por ejemplo, usando toberas separadas que se abren dentro del medio acuoso,
fritas, membranas dentro del tubo que suministra el gas al medio acuoso y similares.

Segun otro aspecto de la presente invencion, se proporciona un uso de la célula segin cualquier aspecto de la
presente invencion para la produccién de un alcohol superior.

En la mezcla de reaccion segun cualquier aspecto de la presente invencién, puede haber oxigeno presente. Segun
esto, los microorganismos segun cualquier aspecto de la presente invencién pueden desarrollarse aerébicamente. En
particular, se puede proporcionar oxigeno al medio acuoso segun cualquier aspecto de la presente invenciéon en un
flujo gaseoso continuo. Mas en particular, la concentracién de Oz en el flujo gaseoso puede estar presente en menos
de 1% en volumen de la cantidad total de gas en el flujo gaseoso. En particular, el oxigeno puede estar presente en
un intervalo de concentracion de 0,000005 a 2% en volumen, en un intervalo de 0,00005 a 2% en volumen, de 0,0005
a 2% en volumen, de 0,005 a 2% en volumen, de 0,05 a 2% en volumen, de 0,00005 a 1,5% en volumen, de 0,0005
a 1,5% en volumen, de 0,005 a 1,5% en volumen, de 0,05 a 1,5% en volumen, de 0,5 a 1,5% en volumen, de 0,00005
a 1% en volumen, de 0,0005 a 1% en volumen, de 0,005 a 1% en volumen, de 0,05 a 1% en volumen, de 0,5a 1% en
volumen, de 0,55 a 1% en volumen, de 0,60 a 1% en volumen, particularmente en un intervalo de 0,60 a 1,5%, de
0,65 a 1% y de 0,70 a 1% en volumen. En particular, el microorganismo acetogénico es particularmente adecuado
cuando la proporcion de Oz en la fase/el flujo gaseoso es aproximadamente 0,00005, 0,0005, 0,005, 0,05, 0,5, 0,6,
0,7,0,8,0,9, 1, 1,5, 2% en volumen en relacién con el volumen del gas en el flujo gaseoso. Un experto sera capaz de
usar uno cualquiera de los métodos conocidos en la técnica para medir la concentracion en volumen de oxigeno en el
flujo gaseoso. En particular, el volumen de oxigeno se puede medir usando cualquier método conocido en la técnica.
En un ejemplo, una concentracion de oxigeno en fase gaseosa se puede medir mediante una sonda de inmersion para
oxigeno vestigial de PreSens Precision Sensing GmbH. La concentracion de oxigeno se puede medir mediante
extincion de fluorescencia, donde el grado de extincion se correlaciona con la presién parcial de oxigeno en la fase
gaseosa. AlUn mas en particular, los microorganismos primero y segundo segun cualquier aspecto de la presente
invencion son capaces de trabajar éptimamente en el medio acuoso cuando el oxigeno se suministra mediante un flujo
gaseoso con concentracion de oxigeno de menos de 1% en volumen del gas total, en aproximadamente 0,015% en
volumen del volumen total de gas en el flujo gaseoso suministrado a la mezcla de reaccion.

El medio acuoso segun cualquier aspecto de la presente invencién puede comprender oxigeno. El oxigeno se puede
disolver en el medio mediante cualesquiera medios conocidos en la técnica. En particular, el oxigeno puede estar
presente en 0,5 mg/l. En particular, la concentracion disuelta de oxigeno libre en el medio acuoso puede ser al menos
0,01 mg/l. En otro ejemplo, el oxigeno disuelto puede ser aproximadamente 0,01, 0,02, 0,03, 0,04, 0,05, 0,1, 0,2, 0,3,
0,4, 0,5 mg/l. En particular, la concentracién de oxigeno disuelto puede ser 0,01-0,5 mg/l, 0,01-0,4 mg/l, 0,01-0,3 mg/l,
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0,01-0,1 mg/l. En particular, el oxigeno se puede proporcionar en el medio acuoso en un flujo gaseoso continuo. Mas
en particular, el medio acuoso puede comprender oxigeno y una fuente de carbono que comprende CO y/o CO2. Mas
en particular, el oxigeno y una fuente de carbono que comprende CO y/o COz2 se proporcionan al medio acuoso en un
flujo gaseoso continuo. Aln mas en particular, el flujo gaseoso continuo comprende gas de sintesis y oxigeno. En un
ejemplo, ambos gases son parte del mismo flujo/corriente. En otro ejemplo, cada gas es un flujo/corriente separado
proporcionado al medio acuoso. Estos gases se pueden dividir, por ejemplo, usando toberas separadas que se abren
dentro del medio acuoso, fritas, membranas dentro del tubo que suministra el gas al medio acuoso y similares. El
oxigeno puede ser oxigeno libre. Segun cualquier aspecto de la presente invencion, ‘una mezcla de reaccién que
comprende oxigeno libre' se refiere a la mezcla de reaccion que comprende oxigeno elemental en la forma de Oz. El
Oz puede ser oxigeno disuelto en la mezcla de reacciéon. En particular, el oxigeno disuelto puede estar en la
concentracion de = 5 ppm (0,000005% en vol; 5x10¢). Un experto puede ser capaz de usar cualquier método conocido
en la técnica para medir la concentracién de oxigeno disuelto. En un ejemplo, el oxigeno disuelto se puede medir
mediante sondas de inmersion para oxigeno (Tipo PSt6 de PreSens Precision Sensing GmbH, Regensburg,
Alemania).

En un ejemplo segun cualquier aspecto de la presente invencion, la fuente de carbono es gas de sintesis y la fuente
de carbono se puede combinar con el oxigeno gaseoso antes de suministrarse al medio acuoso. Esta etapa de
combinacion puede proporcionar la eficacia y la produccion de alcoholes superiores en la reaccién. La eficacia global,
la productividad del alcohol y/o la captura de carbono global del método de la presente invencidén pueden depender de
la estequiometria del CO2, el CO, el Hzy el Oz en el flujo gaseoso continuo. Los flujos gaseosos continuos aplicados
pueden ser de composicion Oz, CO2 y Hz. En particular, en el flujo gaseoso continuo, el intervalo de concentracién de
O:2 puede estar dentro de 0,000005 a 1% en volumen, CO/CO2 aproximadamente 10 - 50 %, en particular 33% en
volumen, y el Hz estaria dentro de 44% a 84%, en particular, de 64 a 66,04% en volumen. Mas en particular, la
concentracién de gases en el flujo gaseoso continuo puede ser 0,15% en volumen de Oz, 32% en volumen de CO/CO2
y 64% en volumen de Hz. En otro ejemplo, el flujo gaseoso continuo también puede comprender gases inertes como
N2, hasta una concentracién de N2 de 50% en volumen.

Un experto conocera lo que puede ser necesario para comprobar la composicién y los caudales de las corrientes a
intervalos relevantes. El control de la composicién de la corriente se puede conseguir al variar las proporciones de las
corrientes constituyentes para conseguir una composicion elegida o deseable. La composicion y el caudal de la
corriente combinada se puede comprobar mediante cualesquiera medios conocidos en la técnica. En un ejemplo, el
sistema esta adaptado para comprobar continuamente los caudales y las composiciones de al menos dos corrientes
y combinarlas para producir una sola corriente de sustrato combinada en un flujo gaseoso continuo de composicion
optima, y medios para hacer pasar la corriente de sustrato optimizada al cultivo mixto segun cualquier aspecto de la
presente invencion.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
La Figura 1 es el vector pSOS95
EJEMPLOS

Lo precedente describe realizaciones preferidas, que, como se entendera por los expertos en la técnica, se pueden
someter a variaciones o modificaciones en el disefio, la construccion o el funcionamiento sin apartarse del alcance de
las reivindicaciones. Estas variaciones, a modo de ejemplo, estan destinadas a ser cubiertas por el alcance de las
reivindicaciones.

Todas las secuencias dentro de los ejemplos son de los genes conectados entre si y no incluyen la secuencia del
esqueleto del vector pSOS95 real.
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Ejemplo 1
Generacion de una bacteria acetogénica genéticamente modificada para la formacién de butanol
* Vectores pATh-LEM-04 y pATh-LEM-14

Los genes tiolasa procedente de C. acetobutylicum ATTC 824 (thl_Ca) (SEQ ID NO:28), hidroxibutiril-CoA
deshidrogenasa procedente de C. kluyveri (hbd1_Ck) (SEQ ID NO: 29), crotonasa procedente de C. klyuveri (crt1_Ck)
(SEQ ID NO:30) y butiril-CoA deshidrogenasa procedente de C. kluyveri (bcd1_Ck) (SEQ ID NO:31) se amplifican a
partir del genoma correspondiente y se insertaron en el vector pEmpty al usar Kasl y BamHI. Este plasmido (pEmpty)
se basaba en el esqueleto plasmidico pSOS95 (Figura 1). Para usar pSOS95, se digiri6 con BamHI'y Kasl. Esto
retiraba el operdn ctfA-ctfB-adc, pero deja el promotor thl y el terminador independiente de rho de adc. El vector
recientemente generado, que soportaba los genes mencionados, se denominé pATh-LEM-02 (SEQ ID NO:51 se
refiere a las secuencias de los genes conectados entre si en pATh-LEM-02 sin la secuencia del vector real).

En una segunda etapa de clonacion, el vector pATh-LEM-02 se digiri6 con EcoRl y Kasl y la CoA-transferasa
procedente de C. kluyveri (cat3_Ck) (SEQ ID NO:26) se amplificé a partir de ADN gendmico y se integr6 en el vector.
El vector recientemente disefiado se denominé pATh-LEM-04. Para crear el vector pATh-LEM-14, el vector pATH-
LEM-04 se digiri6 con Kasly BspEl. Los genes etfBA se amplificaron a partir de ADN gendmico de Clostridium kluyveri
al usar los oligonucleétidos de SEQ ID NOs: 46 y 47.

Un fragmento de cat3 se amplificd a partir de pATh-LEM-04 al usar los oligonucleétidos de SEQ ID NOs: 48 y 49. El
fragmento resultante tiene la secuencia de SEQ ID NO:52. A continuacion, los dos fragmentos de cat3 y etfBA se
fusionaron usando PCR con cebadores de SEQ ID NO: 50 y 49. A continuacion, esta insercién de fusion de cat3 y
etfBA se anadié al vector abierto por Kasl'y BspEl, pATH-LEM-04. El vector resultante se denominé pATH-LEM-14
(SEQ ID NO:20 es la secuencia de los genes buscados fusionados entre si que se pueden insertar facilmente en el
vector).

* Vectores pATh-Syn4-03 y pATh-LEM-23

Para generar un vector denominado pATh-Syn4-03, se formd en primer lugar un casete con SEQ ID NO:53. Este
casete comprendia los genes: tiolasa procedente de C. acetobutylicum ATTC 824 (thl_Ca) (SEQ ID NO:28),
hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa procedente de C. kluyveri (hbd1_Ck) (SEQ ID NO: 29) y crotonasa procedente de
C. klyuveri (crt1_Ck) (SEQ ID NO:30). A continuacion, el casete con SEQ ID NO:53 se insert6 en el vector pEmpty al
usar Kasl y BamHI.

Este plasmido (pEmpty) se basaba en el esqueleto plasmidico pSOS95 (Figura 1). Para usar pSOS95, se digirid con
BamHI y Kasl. Esto retira el operon ctfA-ctfB-adc, pero deja el promotor thl y el terminador independiente de rho de adc.
En una segunda etapa, el promotor thl se retir6 del vector al digerirlo con Sbfl y BamHI. El fragmento del promotor pta
(SEQ ID NO: 25 (Ueki y cols. (2014) mBio. 585): 1636-14) se sintetizd y se ligd al vector digerido con BamHI/SbAl. El
vector recientemente generado, que soporta los genes mencionados y el promotor pta, se denominé pATh-Syn4-14.

El vector pATh-Syn4-14 se abrié con Kasl y EcoRl y se ligé con SEQ ID NO:54 que se sintetiz6 a partir de CoA-
transferasa procedente de C. kluyveri. El vector generado se denominé pATh-LEM-23 (SEQ ID NO:21)

* Vectores pATh-LEM-15, pATh-LEM-16, pATh-LEM-24, pATh-LEM-25, pATh-LEM-26

Un casete que contiene tiolasa procedente de C. acetobutylicum ATTC 824 (thl_Ca) (SEQ ID NO:29), hidroxibutiril-
CoA deshidrogenasa procedente de C. kluyveri (hbd1_Ck) (SEQ ID NO: 29) y crotonasa procedente de C. klyuveri
(crt1_Ck) (SEQ ID NO:30) se sintetizaron y se insertaron en el vector pEmpty al usar Kasl y BamHI. Este plasmido
(PEmpty) se basa en el esqueleto plasmidico pSOS95 (Figura 1). Para usar pSOS95, se digiri6 con BamHI| y Kasl.
Esto retira el operdn ctfA-ctfB-adc, pero deja el promotor thl y el terminador independiente de rho de adc. El vector
recientemente generado, que soporta los genes mencionados, se denominé pATh-Syn4-03.

El vector pATh-Syn4-03 se abri6 con Kasl y un casete que contiene butirato-deshidrogenasa procedente de C.
acetobutylicum (bcd_Ca) (SEQ ID NO:34), proteina de transferencia electronica procedente de C. acetobutylicum
(etfBA_Ca) (SEQ ID NOs: 35 y 36) y CoA-transferasa procedente de C. kluyveri (cat3_Ck) (SEQ ID NO:26) se ligd
mediante clonacion in vitro. El vector recientemente construido se denomina pATh-LEM-15 (SEQ ID NO:55).

El vector pATh-Syn4-03 se abrié con Kasl/EcoRl y se ligé con un casete (SEQ ID NO:56 sin la secuencia completa
del vector que contiene butirato-deshidrogenasa procedente de C. kluyveri (bcd1_Ck) (SEQ ID NO:5), proteina de
transferencia electronica procedente de C. klyuveri (etfBA1_Ck) (SEQ ID NOs:8 y 9) y CoA-transferasa procedente de
C. kluyveri (cat3_Ck) (SEQ ID NO:1). El vector recientemente construido se denomina pATh-LEM-16.
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El vector pATh-Syn4-03 se abrié con Kasl y EcoRIl. Un fragmento de ADN de CoA-transferasa procedente de C.
kluyveri (SEQ ID NO:57) se sintetiz6 y se ligdé al vector preparado. El vector generado se denominé pATh-LEM-24
(SEQ ID NO:22).

Para generar el vector pATh-LEM-25, el plasmido pATh-Syn4-24 se abrié con AsiSl 'y EcoRl. Un fragmento de ADN
que contiene la butanol deshidrogenasa B procedente de C. acetobutylicum (bdhB_Ca) (SEQ ID NO:44) se sintetiz
y se ligd al vector preparado. El vector generado se denomin6 pATh-LEM-25 (SEQ ID NO:23).

Para generar el vector pATh-LEM-26, el pldsmido pATh-Syn4-25 (SEQ ID NO:23) se abrié con AsiSly Ascl. La butanol
deshidrogenasa procedente del codén de E. coli optimizado para C. ljungdahlii (YghD_E(coCl)) (SEQ ID NO:58) se
amplifico, se fusiond con un sitio de unién al ribosoma y se ligé al vector preparado. El vector generado se denominé
pATh-LEM-26 (SEQ ID NO:24).

* Vectores pATh-LEM-17, pATh-LEM-18, pATh-LEM-19, pATh-LEM-20, pATh-LEM-21

El vector pATh-LEM-16 se abrié con Kasl y Nofl. Un fragmento de ADN de SEQ ID NO: 59 que contiene butirato-
deshidrogenasa 2 procedente de C. kluyveri (bcd2_Ck) (SEQ ID NO:37) y proteina de transferencia electronica 2
procedente de C. klyuveri (etfBA2_Ck) (SEQ ID NOs: 39 y 38) se ligo. El vector recientemente construido se denominé
pATh-LEM-17.

Para crear pATh-LEM-18, el vector pATh-LEM-16 se abri6 con Kasl y Notl. El fragmento de ADN que contiene la trans-
2-enoil-CoA reductasa procedente de Treponema denticola (TER_Td(coCl)) (SEQ ID NO:41) optimizada
coddnicamente se ligo. El vector recientemente construido se denomina pATh-LEM-18.

Para crear pATh-LEM-19, el vector pATh-LEM-16 se abri6 con Noty Aarl. El fragmento de ADN que contiene la trans-
2-enoil-CoA reductasa procedente de Euglena gracilis (TER_Eg(coCl)) (SEQ ID NO:40) optimizada coddnicamente se
ligo. El vector recientemente construido se denominé pATh-LEM-19.

El vector pATh-LEM-16 se abrié con Aarn y Notl. El fragmento de ADN que contiene la trans-2-enoil-CoA reductasa
procedente de Caenorhabditis elegans (TER_Ce(coCl)) (SEQ ID NO:42) optimizada codonicamente se ligd. El vector
recientemente construido se denomind pATh-LEM-20.

El vector pATh-LEM-16 se abrié con Fsely Notl. El fragmento de ADN sintético que contiene la crotonil-CoA reductasa
procedente de Streptomyces collinus (Ccr_Sc(coCl)) (SEQ ID NO:43) optimizada coddnicamente se ligd. El vector
recientemente construido se denominé pATh-LEM-21.

* Vector pATh-LEM-22

Un fragmento de ADN (SEQ ID NO: 60) que contiene la butiril-CoA deshidrogenasa procedente de C. klyveri (bcd1_Ck)
(SEQ ID NO:31), proteina de transferencia electronica procedente de C. kluyveri (etfBA1_Ck) (SEQ ID NOs:32 y 33),
la CoA-transferasa procedente de C. kluyveri (cat3_Ck) (SEQ ID NO:26) y elementos de transcripcion (promotor pta y
un terminador). El vector originario pATh-Syn4-03 se abrié con EcoRI / Xholy el fragmento de ADN (SEQ ID NO: 60)
se lig6 para producir el vector pATh-LEM-22.

Transformacién de Acetégenos:

La transformacién de C. ljungdahliiDSMZ 13528 y C. autoethanogenum DSMZ 10061 se realizd segun se divulga en
Leang y cols. (2013) Applied and Environmental Microbiology 79(4): 1102-1109.

Ejemplo 2

Fermentacion de cepas genéticamente modificadas sobre mezclas de Hz, COz y CO que muestran formacion de 4cidos
y alcoholes superiores.

Para el cultivo celular de
pATh-LEM-04 de C. ljungdahlii
pATh-LEM-14 de C. ljungdahlii

pATh-LEM-15 de C. fjungdahlii
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pATh-LEM-16 de C.
pATh-LEM-17 de C.
pATh-LEM-18 de C.
pATh-LEM-19 de C.
pATh-LEM-20 de C.
pATh-LEM-21 de C.
pATh-LEM-22 de C.
pATh-LEM-23 de C.
pATh-LEM-24 de C.
pATh-LEM-25 de C.

pATh-LEM-26 de C.

ljungdahlii
ljungdahlii
ljungdahlii
ljungdahlii
ljungdahlii
ljungdahlii
ljungdahlii
ljungdahlii
ljungdahlii
ljungdahlii

ljungdahlii

pEmpty de C. ljungdahlii

pATh-LEM-04 de C.
pATh-LEM-14 de C.
pATh-LEM-15 de C.
pATh-LEM-16 de C.
pATh-LEM-17 de C.
pATh-LEM-18 de C.
pATh-LEM-19 de C.
pATh-LEM-20 de C.
pATh-LEM-21 de C.
pATh-LEM-22 de C.
pATh-LEM-23 de C.
pATh-LEM-24 de C.
pATh-LEM-25 de C.

pATh-LEM-26 de C.

autoethanogenum
autoethanogenum
autoethanogenum
autoethanogenum
autoethanogenum
autoethanogenum
autoethanogenum
autoethanogenum
autoethanogenum
autoethanogenum
autoethanogenum
autoethanogenum
autoethanogenum

autoethanogenum

pEmpty de C. autoethanogenum

5 ml del cultivo se desarrollaran anaerébicamente en 500 ml de medio LM33 con 100 mg/l de eritromicina.

ES 2803 208 T3

17



10

ES 2803 208 T3

El medio LM 33 se prepar6 a pH 5,5 como sigue en las tablas 1-3. Todos los ingredientes con la excepcion del HCI de
cisteina se mezclaron en dH20 hasta un volumen total de 1 |. Esta solucién se hizo anaerobia al calentar hasta el
punto de ebullicién y permitir que se enfriara hasta temperatura ambiente bajo un flujo constante de N2 gaseoso. Una
vez frio, el HCI de cisteina (0,5 g/l) se afnadio y el pH de la solucién se ajusté hasta 5,5; la anaerobicidad se mantuvo
a lo largo de los experimentos.

Tabla 1. Componente del medio (LM-33) usado en el Ejemplo 1

Componente del medio concentracion
MgClz x 6 H20 0,5g/l
NaCl 0,2 g/l
CaClz2 x 2 H20 0,135 g/l
NaH2POa4 x 2 H20 2,65 g/l
KCI 0,5g/l
NH4ClI 2,5|g/l
MES 20,0 |g/l
Solucion de elementos vestigiales LS06 10 ml/I
Solucion de vitaminas LS03 10 ml/I
Solucion de Fecls 2 mi/l

Tabla 2. Solucién de elementos vestigiales LS06

componentes concentracion
Acido nitriloacético 1,5 g/l
MgSOs x 7 Hz20 3 g/
MnSO4 x H20 0,5 g/l
NaCl 119/l
FeSOs x 7 H20 0,1 g/l
Fe(S0a4)2(NHai)2 x 6 H20 0,8 g/l
CoClz2 x 6 H20 0,2 g/l
ZnS04 x 7 H20 0,2 g/l
CuCl2 x 2 H20 0,02 g/l
KAI(SO4)2 x 12 H20 0,02 g/
HsBOs 0,3 g/
NazMoOs x 2 H20 0,03 g/l
Na>SeOs3 0,02 g/l
NiClz x 6 H20 0,02 g/l
Na2WO4 x 6 H20 0,02 g/l

Tabla 3 Solucién de vitaminas LS03

Biotina 20 'mg/l
Acido félico 20 'mg/l
HCI de piridoxina 10 /img/|
HCI de tiamina 50 /mg/I
Riboflavina 50 |mg/l
Acido nicotinico 50 'mg/l
D-(+)-Pantotenato calcico 50 img/l
Vitamina B12 50 img/l
Acido p-aminobenzoico 50 img/l
Acido lipoico 50 'mg/l
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El cultivo se lleva a cabo por duplicado en botellas de vidrio de 1 | con una mezcla de gases premezclados compuesta
aproximadamente por Hz, CO2 y CO en un agitador de bafo de agua abierto a 37°C, 150 rpm y aireacion de 3 I/h
durante 70 h. El gas entrara en el medio a través de un filtro con un tamafno de poro de 10 micras, que se montara en
el medio del reactor, en un tubo de gasificacion. Cuando muestrea, cada 5 ml de muestra se retiraran para la
determinacion de la OD600 nm, el pH y la gama de productos. La determinacién de la concentracién del producto se
realizara mediante espectroscopia de 1 H-NMR semicuantitativa. Como un patrén de cuantificacion interno se usara
trimetilsililpropionato sédico. En contraste con los controles negativos pEmpty de C. ljungdalii y pEmpty de C.
autoethanogenum, las cepas modificadas produciran butirato, butanol, hexanoato, hexanol, octanoato y octanol.

Ejemplo 3
Materiales y Métodos

En los siguientes ejemplos, se cultivaron Clostridium ljungdahlii o Clostridium autoethanogenum genéticamente
modificadas a fin de producir butanol y/o los precursores 3-hidroxibutirato y/o butirato. Se us6 un medio complejo con
5 g/l de fructosa, que consistia en 1 g/l de NH4Cl, 0,1 g/l de KCI, 0,2 g/l de MgSQa4 x 7 H20, 0,8 g/l de NaCl, 0,1 g/l de
KH2PO4, 20 mg/l de CaClz x 2 H20, 20 g/l de MES, 1 g/l de extracto de levadura, 0,4 g/l de HCI de L-cisteina, 0,4 g/l
de NazS x 9 H20, 20 mg/I de &cido nitrilotriacético, 10 mg/l de MnSOa4 x H20, 8 mg/l de (NH4)2Fe(SQO4)2 x 6 H20, 2 mg/I
de CoClz2 x 6 H20, 2 mg/l de ZnSO4 x 7 H20, 0,2 mg/l de CuClz x 2 H20, 0,2 mg/l de Na2MoQO4 x 2 H20, 0,2 mg/l de
NiClz x 6 H20, 0,2 mg/l de Na2SeQs4, 0,2 mg/l de Na2WOs4 x 2 H20, 20 pg/l de biotina, 20 pg/l de acido félico, 100 pg/l
de HCI de piridoxina, 50 pg/l de HCI de tiamina x H20, 50 g/l de riboflavina, 50 pg/l de acido nicotinico, 50 pg/l de
acido pantoténico Ca, 1 pg/I de vitamina B12, 50 pg/I de acido p-aminobenzoico, 50 pg/l de acido lipoico.

Los cultivos heterotroficos se realizaron en 50 ml de medio en una botella para suero de 250 ml. La botella para suero
se agité continuamente en un bafio de agua abierto Innova 3100 de New Brunswick Scientific a 37°C y una velocidad
de agitacion de 150 min-'.

Los experimentos se inocularon con 5 ml de suspension celular desarrollada en tubos de Hungate en el medio descrito

anteriormente. Durante el experimento, se tomaron muestras de 5 ml para la determinacion de la ODeoo, €l pH y las
concentraciones de productos. Las Ultimas se determinaron mediante espectroscopia de 'H-NMR-cuantitativa.

Resultados y Andlisis:
Ejemplo 3a
Cultivo de pATh-LEM-14 de Clostridium ljungdahlii genéticamente modificada

pATh-LEM-14 de C. ljungdahlii genéticamente modificada segin se muestra en los Ejemplos 1 y 2 se cultivd
heterotr6ficamente bajo las condiciones descritas anteriormente.

Después de la inoculacién, las células se desarrollaban hasta una densidad éptica maxima de 1,82 después de 56,6
horas. Aparte de los productos naturales acetato y etanol, se midié una concentracién maxima de butanol de 59 mg/l
después de 56,6 h. Se produjo butirato hasta una concentracién de 200 mg/I. Los resultados se muestran en la Tabla
4.

Tabla 4. Resultados de la fermentacion de pATh-LEM-14 de C. ljungdahlii (n.d. = no detectado)

Analitica por NMR

Tiempo de |pH |ODeoo Acetato, Etanol, 3-Hidroxibutirato, |n-Butanol, |Butirato,
procesamiento, h mg/I| mg/I| mg/l mg/l mg/I|

0,0 5,96 (0,14 160 17 n.d. n.d. 41

56,6 5,01 (1,82 2650 500 n.d. 59 190
17,7 5,03 /1,21 |2700 490 n.d. 59 200
Ejemplo 3b

Cultivo de pATh-LEM-23 de Clostridium ljungdahlii genéticamente modificada

pATh-LEM-23 de C. ljungdabhlii genéticamente modificada se cultivd heterotréficamente bajo las condiciones descritas
anteriormente. Después de la inoculacién, las células se desarrollaban hasta una densidad 6ptica maxima de 1,21
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después de 113,6 horas. Aparte de los productos naturales acetato y etanol, se midié una concentracion maxima de
butanol de 8 mg/l después de 113,6 h. Se produjeron 3-hidroxibutirato y butirato hasta concentraciones de 230 mg/l y
15 mg/ml, respectivamente. Los resultados se muestran en la Tabla 6.

Tabla 5. Resultados de la fermentacion de pATh-LEM-23 de C. ljungdahlii (n.d. = no detectado)

Analitica por NMR

Tiempo de pH |ODsoo |Acetato, Etanol, 3-Hidroxibutirato, n-Butanol, Butirato,
procesamiento, h mg/l mg/l mg/l mg/I| mg/I|

0,0 5,91/0,14 210 25 25 n.d. n.d.
113,6 4,99 1,21 2950 520 230 8 15
Ejemplo 3c

Cultivo de pATh-LEM-24 de Clostridium ljungdahlii genéticamente modificada

pATh-LEM-24 de C. ljungdabhlii genéticamente modificada se cultivd heterotréficamente bajo las condiciones descritas
anteriormente. Después de la inoculacion, las células se desarrollaban hasta una densidad 6ptica maxima de 1,92
después de 113,6 horas. Aparte de los productos naturales acetato y etanol, se midié6 una concentracion maxima de
butanol de 7 mg/l después de 113,6 h. Se produjeron 3-hidroxibutirato y butirato hasta concentraciones de 170 mg/l y
12 mg/ml, respectivamente. Los resultados se muestran en la Tabla 7.

Tabla 6. Resultados de la fermentacion de pATh-LEM-24 de C. ljungdahlii (n.d. = no detectado)

Analitica por NMR

Tiempo de |pH |ODsoo Acetato, Etanol, 3-Hidroxibutirato, n-Butanol, Butirato,
procesamiento, h mg/l mg/l mg/l mg/I| mg/I|

0,0 5,94/0,06 |91 15 17 n.d. n.d.
113,6 4,95/1,92 3000 580 170 7 12
Ejemplo 3d

Cultivo de pATh-LEM-25 de Clostridium ljungdahlii genéticamente modificada

pATh-LEM-25 de C. ljungdabhlii genéticamente modificada se cultivd heterotréficamente bajo las condiciones descritas
anteriormente. Después de la inoculacion, las células se desarrollaban hasta una densidad 6ptica maxima de 1,52
después de 117,4 horas. Aparte de los productos naturales acetato y etanol, no se detectaba butanol. El butirato tenia
un pico de 13 mg/l después de 51,1 horas, pero se consumia de nuevo posteriormente. El 3-hidroxibutirato precursor
se producia hasta una concentracién de 73 mg/l. Los resultados se muestran en la Tabla 8.

Tabla 7. Resultados de la fermentacion de pATh-LEM-25 de C. ljungdahlii (n.d. = no detectado)

Analitica por NMR

Tiempo de [pH |ODeoo |Acetato, Etanol, 3-Hidroxibutirato, |n-Butanol, |Butirato,
procesamiento, h mg/l mg/l mg/l mg/I| mg/I|

0,0 6,01/0,07 88 19 17 n.d. n.d.
51,1 5,82/0,61 |730 320 55 n.d. 13

117,4 5,04 1,52 |2800 640 73 n.d. n.d.
Ejemplo 3e

Cultivo de pATh-LEM-23 de Clostridium autoethanogenum genéticamente modificada

En este ejemplo, pATh-LEM-23 de C. autoethanogenum genéticamente modificada se cultivé heterotréficamente bajo
las condiciones descritas anteriormente.
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Después de la inoculacién, las células se desarrollaban hasta una densidad éptica maxima de 0,98 después de 117,4
horas. Aparte de los productos naturales acetato y etanol, no se detectaba butanol. El butirato precursor tenia un pico
de 6 mg/l después de 51,1 horas, pero se consumia de nuevo posteriormente. El 3-hidroxibutirato precursor se
producia hasta una concentracion de 140 mg/l. Los resultados se muestran en la Tabla 9.

Tabla 8. Resultados de la fermentacion de pATh-LEM-23 de C. autoethanogenum (n.d. = no detectado)

Analitica por NMR

Tiempo de [pH |ODeoo |Acetato, Etanol, 3-Hidroxibutirato, |n-Butanol, |Butirato,
procesamiento, h mg/l mg/l mg/l mg/I| mg/I|

0,0 5,98 (0,08 (120 31 12 n.d. n.d.

51,1 5,93/0,27 |350 180 16 n.d. 6

117,4 5,260,98 |2200 760 140 n.d. n.d.
Ejemplo 3f

Cultivo de Clostridium ljungdahlii DSM 13528 silvestre (silvestre)

El tipo silvestre de C. ljungdahli (DSM 13528) se cultivé heterotroficamente bajo las condiciones descritas
anteriormente. Después de la inoculacion, las células empezaban a desarrollarse hasta una densidad 6ptica maxima
de 1,20 después de 68,5 horas. Solamente se median los productos naturales acetato y etanol después de 68,5 h
hasta concentraciones maximas de 1197 mg/l y etanol, respectivamente.

Tabla 9. Resultados de la fermentacion de C. ljungdabhlii silvestre (n.d. = no detectado)

Analitica por NMR

Tiempo de |pH |ODsoo Acetato, Etanol, 3-Hidroxibutirato, n-Butanol, Butirato,
procesamiento, h mg/l mg/l mg/l mg/I| mg/I|
0,0 6,00/0,11 156 15 n.d. n.d. n.d.
68,5 5,61/1,20 1197 402 n.d. n.d. n.d.

Listado de secuencias

<110> Evonik Degussa GmBH
<120> UNA CELULA ACETOGENICA GENETICAMENTE MODIFICADA
<130> 201500216

<150> EP15200673

< 151> 2015-12-17

<160> 60

<170> PatentIn versién 3.5
<210> 1

< 211> 437

< 212> PRT

< 213> Clostridium kluyveri
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Leu

Asp

Val

Leu

40

Vval

Asp

Gly

Cys

Ala

120

Cys

Ala

Gly

ES 2803 208 T3

Leu

Ser

25

Thr

Lys

Pro

Gly

Phe

105

Agp

Ser

Lys

Asp

Tyr

10

Cys

Leu

Ile

Glu

Thr

90

Phe

Val

Phe

Leu

Asn

Lys

Gly

Leu

His

Ser

75

Lys

Tyr

Ala

Gly

Ile

155

Phe

Ser

Asp

Asp

Asgn

Glu

Glu

Glu

Phe

Val

140

Ile

Ile

22

Lys

Ser

Ala

45

Leu

Lys

Ala

Ile

Ile

125

Ser

Ala

His

Ile

Ile

30

Leu

Ile

Tyr

val

Pro

110

Gln

Thr

Glu

Ile

val

15

Ile

Ala

Leu

Ile

Asn

95

Lys

Val

Asp

Val

Ser

Ser

Leu

Ala

Asn

His

80

Cys

Leu

Ser

Tyr

Asn

160

Asp
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165 170 175

Met Asp Tyr Ile Val Glu Ser Ser Arg Pro Ile Leu Glu Leu Thr Pro
180 185 190

Pro Lys Ile Gly Glu Val Glu Lys Thr Ile Gly Lys Tyr Cys Ala Ser
195 200 205

Leu Val Glu Asp Gly Ser Thr Leu Gln Leu Gly Ile Gly Ala Ile Pro
210 215 220

Asp Ala Val Leu Leu Phe Leu Lys Asp Lys Lys Asp Leu Gly Tle His
225 230 235 240

Ser Glu Met Ile Ser Asp Gly Val Val Glu Leu Val Glu Ala Gly Val
245 250 255

Ile Thr Asn Lys Lys Lys Ser Leu His Pro Gly Lys Ile Ile Ile Thr
260 265 270

Phe Leu Met Gly Thr Lys Lys Leu Tyr Asp Phe Ile Asn Asp Asn Pro
275 280 285

Met Val Glu Gly Tyr Pro Val Asp Tyr Val Asn Asp Pro Lys Val Ile
290 295 300

Met Gln Asn Ser Lys Met Val Cys Tle Asn Ser Cys Val Glu Val Asp
305 310 315 320

Phe Thr Gly Gln Val Cys Ala Glu Ser Val Gly Phe Lys Gln Ile Ser
325 330 335

Gly val Gly Gly Gln Val Asp Tyr Met Arg Gly Ala Ser Met Ala Asp
340 345 350

Gly Gly Lys Ser Ile Leu Ala Ile Prc Ser Thr Ala Ala Gly Gly Lys
355 360 365

Ile Ser Arg Ile Val Pro Ile Leu Thr Glu Gly Ala Gly Val Thr Thr
370 375 380

Ser Arg Tyr Asp Val Gln Tyr Val Val Thr Glu Tyr Gly Ile Ala Leu
385 390 3985 400

Leu Lys Gly Lys Ser Ile Arg Glu Arg Ala Lys Glu Leu Ile Lys Ile
405 410 415

Ala His Pro Lys Phe Arg Glu Glu Leu Thr Ala Gln Phe Glu Lys Arg
420 425 430

Phe Ser Cys Lys Leu
435

23



<210>2

<211>392

<212> PRT

< 213> Clostridium acetobutylicum

<400> 2

Met Lys
1

Tyr Gly

Ala Tle

Asn Glu
50

Pro Ala
65

Ala Met

Leu Ala

Gly Gly

Arg Trp

130

Thr Asp
145

Ala Glu

Glu Phe

Glu

Lys

Lys

35

Val

Arg

Thr

Ala

Met

115

Gly

Gly

Asn

Ala

Val

Ser

Glu

Ile

Gln

Ile

Gln

100

Glu

Tyr

Leu

Ile

Leu
180

val

Leu

Ala

Leu

Ala

Asn

85

Ile

Asn

Arg

Trp

Ala

165

Ala

Ile

Lys

Val

Gly

Ser

70

Lys

Ile

Met

Met

Asp

150

Glu

Ser

Ala

ASPp

Lys

Asn

55

Phe

val

Lys

Ser

Gly

135

Ala

Arg

Gln

Ser

val

Lys

40

Val

Lys

Cys

Ala

Arg

120

Asn

Phe

Trp

Lys

ES 2803 208 T3

Ala

Pro

Ala

Leu

Ala

Gly

Gly

105

Ala

Ala

Asn

Asn

Lys
185

val

10

Ala

Gly

Gln

Gly

Ser

90

Asp

Pro

Lys

Asp

Ile

170

Ala

Arg

val

Ile

Ala

Leu

75

Gly

Ala

Tyr

Phe

Tyr

155

Ser

Glu

Thr

Asp

Lys

Gly

60

Pro

Leu

Asp

Leu

Val

140

His

Arg

Glu

24

Ala

Leu

Pro

45

Leu

Vval

Arg

Val

Ala

125

Asp

Met

Glu

Ala

Ile

Gly

Glu

Gly

Glu

Thr

Ile

110

Asn

Glu

Gly

Glu

Ile
130

Gly

15

Ala

Asp

Gln

Ile

val

95

Ile

Asn

Met

Ile

Gln

175

Lys

Ser

Thr

Val

Asn

Pro

80

Ser

Ala

Ala

Ile

Thr

160

Asp

Ser



Gly Gln Phe
195

Gly Glu Thr
210

Ile Glu Gly
225

Val Thr Ala

Val Ile Met

Ala Lys Ile
275

Gly Tyr Gly
290

Trp Thr Val
305

Ala Gln Ser

Val Asn Val

Ser Gly Ala
355

Asp Ala Lys
370

Thr Ala Ile
385

<210>3

<211>282

< 212> PRT

Lys

Vval

Leu

Gly

Ser

260

val

Pro

Asp

Leu

Asn

340

Arg

Lys

Leu

Asp

Vval

Ala

Asgn

245

Ala

Ser

Phe

Glu

Ala

325

Gly

Ile

Gly

Leu

Glu

Asp

Lys

230

Ala

Glu

Tyr

Tyr

Leu

310

val

Gly

Leu

Leu

Glu
390

< 213> Clostridium kluyveri

<400> 3

Ile

Thr

215

Leu

Ser

Lys

Gly

Ala

295

Asp

aAla

Ala

val

Ala

375

Lys

Vval

200

Asp

Lys

Gly

Ala

Ser

280

Thr

Leu

Lys

Ile

Thr

360

Thr

Cys
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Pro

Glu

Pro

Leu

Lys

265

Ala

Lys

Ile

Asp

Ala

345

Leu

Leu

val

His

Ala

Asn

250

Glu

Gly

Ala

Glu

Leu

330

Leu

val

Cys

val

Pro

Phe

235

Asp

Leu

val

Ala

Ser

315

1ys

Gly

His

Ile

Ile

Arg

220

Lys

Cys

Gly

Asp

Ile

300

Asn

Phe

His

Ala

Gly
380

1ys

205

Phe

Lys

Ala

Val

Pro

285

Elu

Glu

Asp

Pro

Met

365

Gly

Gly

Gly

Asp

Ala

Lys

270

Ala

Lys

Ala

Met

Ile

350

Gln

Gly

Arg

Ser

Gly

Val

255

Pro

Ile

Ala

Phe

Asn

335

Gly

Lys

Gln

Lys

Thr

Thr

240

Leu

Leu

Met

Gly

Ala

320

Lys

Ala

Arg

Gly

Met Ser Ile Lys Ser Val Ala Val Leu Gly Ser Gly Thr Met Ser Arg

1

5

10

25

15



Gly

Gly

Ala

Asp

65

Ala

Lys

Ile

Ala

Ala

145

Gln

Thr

Leu

Ala

Pro

225

Leu

Arg

Arg

Ile

Arg

Tyrx

50

Lys

Asp

Lys

Fhe

Thr

130

Asn

Glu

Pro

val

Ser

210

Met

Ala

Ala

Lys

<210>4

vVal

Thr

Asp

Ile

Cys

Asp

Ala

115

Lys

Val

Thr

Val

Pro

195

Ala

Gly

Val

His

Ser
275

<211> 258

Gln

20

Glu

Lys

val

Asp

Tyr

100

Thr

Arg

Met

FPhe

Glu

180

Met

Glu

Pro

Met

Thr
260

Ala

Gly

Lys

Gly

Leu

Phe

Asn

Pro

Lys

Asp

165

Val

Ile

Asp

Leu

Asp

245

Leu

Phe

Ser

Val

Arg

70

Ile

Gly

Thr

Asp

Leu

150

Ile

Ala

Asn

Ile

Ala

230

vVal

Leu

Ala

Ile

Ser

val

Ile

Lys

Ser

Lys

135

Val

Ile

Glu

Glu

Asp

215

Leu

Leu

Arg

Glu

Gly

40

Lys

Ser

Glu

Leu

Ser

120

Phe

Glu

Lys

Ala

Ala

200

Thr

Gly

Tyr

Lys

Ala

25

Lys

Gly

Thr

Ala

Glu

105

Leu

Ile

Ile

Glu

Pro

185

val

Ala

Asp

Ser

Tyr
265

ES 2803 208 T3

Gly

Gly

Lys

Thr

Ala

Glu

Ser

Gly

Ile

Ala

170

Gly

Gly

Met

Leu

Glu

250

val

Ile

Leu

Ile

Thr

75

Ser

Ile

Ile

Met

Arg

155

Ser

Phe

Ile

Lys

Ile

235

Thr

Arg

Gly Lys Gly Phe Phe Ala Tyr

280

Asp

Ala

Ser

Glu

Glu

Cys

Thr

His

140

Gly

Tle

Val

Leu

Leu

220

Gly

Gly

Ala

26

Val

Ala

45

Gln

Leu

Asp

Lys

Glu

125

Phe

Met

Lys

Val

Ala

205

Gly

Leu

Asp

Gly

Ile

30

Val

Glu

Glu

Met

Pro

110

val

Phe

Asn

Ile

Asn

190

Glu

Ala

Rep

Ser

Trp
270

Ile

Lys

Asp

Lys

Asn

Glu

Ala

Asn

Thr

Gly

175

Lys

Gly

Asn

Val

Lys

255

Leu

Arg

Lys

Ala

Leu

80

Ile

Thr

Thr

Pro

Ser

160

Lys

Ile

Ile

His

Val

240

Tyr

Gly



<212> PRT

< 213> Clostridium kluyveri

<400> 4

Met

1

Ile

Leu

Val

Ala

65

Phe

Lys

Glu

Phe

Thr

145

Ile

Leu

Ala

Glu

Thr

Lys

Tyr

50

Asp

Ser

Pro

Leu

Gly

130

Gln

Tyr

Vval

Leu

Phe

Leu

Glu

Ala

Ile

val

Val

Ser

115

Gln

Arg

Thr

Asn

val
195

Lys

Asn

20

Ile

Val

Ala

Leu

Ile

100

Leu

Pro

Leu

Gly

Lys

180

AsSp

Asn

Arg

Asp

Ile

Glu

Gly

Ala

Ser

Glu

Ala

Lys

165

Val

Ala

Ile

Pro

Ala

Ile

Met

70

Asn

Ala

Cys

Val

Arg

150

val

Val

Ile

Ile

Lys

Ala

Thr

55

Lys

Lys

Ile

Asp

Gly

135

Ala

Ile

Glu

Ile

Leu

Ala

Ile

40

Gly

Asp

Ile

Asn

Ile

120

Leu

Ile

Asn

Pro

val
200
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Glu

Leu

25

Asn

Ser

Leu

Phe

Gly

105

Arg

Gly

Gly

Ala

Asp

185

Asn

Lys

10

Asn

Asp

Gly

Thr

Arg

Phe

Ile

Ile

Val

Glu

170

Lys

Ala

Asp

Ala

Ile

Lys

Ala

75

Lys

Ala

Ala

Thr

Gly

155

Glu

Leu

Pro

Gly

Leu

Ala

Ala

60

Val

Leu

Leu

Ser

Pro

140

Met

Ala

Leu

Ile

27

Asn

Asn

Glu

45

Phe

Glu

Glu

Gly

Ser

125

Gly

Ala

Leu

Glu

Ala
205

val

Ala

30

Asp

Val

Gly

Asn

Gly

110

Lys

Phe

Lys

Arg

Glu

130

val

Ala

15

Ala

Asp

Ala

Arg

Leu

95

Gly

Ala

Gly

Glu

Ile

175

Ala

Arg

Ser

Thr

Asn

Gly

Lys

80

Glu

Cys

Lys

Gly

Leu

160

Gly

Lys

Met
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Cys Lys Ala Ala Ile Asn Gln Gly Leu Gln

210

215

Val Ala Tyr Glu Ala Glu Val Phe Gly Glu

225 230

Arg Val Glu Gly Met Thr Ala Phe Val Glu

245

Lys Asn

<210>5

<211> 379

<212> PRT

< 213> Clostridium kluyveri

<400> 5

Met Asp Phe Thr Leu Thr
1 5

Ser Glu Phe Thr Glu Asn
20

Glu Thr Glu Arg Phe Pro
35

Gly Met Met Gly Met Pro

Asp Tyr Leu Ser Tyr Ile

Thr Ser Ser Ser Thr Ile
85

Pro Ile Tyr Asp Trp Gly
100

Pro Leu Ala Lys Gly Glu
115

Asn Ala Gly Thr Asp Ala
130

Gly Asp His Tyr Val Leu
145 150

Asn

Glu

Leu

Phe

55

Ile

Leu

Thr

Lys

Ala

135

Asn

Glu

Val

Glu

40

Pro

Ala

Ser

Glu

Leu

120

Gly

Gly

Gln

Lys

25

Thr

val

Val

Ala

Glu

105

Gly

Gln

Gln

250

Lys

10

Pro

Val

Glu

Glu

Hisg

90

Gln

Ala

Gln

Lys

Cys Agp Ile Asp Thr Gly

220

Cys Phe Ala Thr Glu Asp

235

240

Lys Arg Asp Lys Ala Phe

Phe

Ile

Glu

Tyr

Gly

75

Thr

Lys

Phe

Thr

Ile
155

val

Ala

Lys

Gly

Leu

Ser

Gln

Gly

Thr

140

Phe

28

Glu

Ala

Phe

45

Gly

Ala

Leu

Lys

Leu

125

Ala

Ile

Gln

Glu

Ala

Ser

Lys

Cys

Tyr

110

Thr

Vval

Thr

255

Met

15

Ile

Lys

Gly

Ser

Ala

95

Leu

Glu

Len

Asn

val

Asp

Tyr

Thr

Cys

80

Ala

val

Pro

Glu

Gly
160



Ala Tyr

Gly Thr

Phe Ser

Thr Thr
210

Leu Gly
225

Gly Gly

Ala Leu

Lys Ala

Asp Thr

290

Asn Lys
305

Leu Ala

Ile Phe

Met Arg

Gln Lys
370

<210>6

Ala

Arg

Ile

195

Glu

Lys

Arg

Ala

Leu

275

Lys

Gln

Ala

Gly

Asp

355

Met

< 211> 379

< 212> PRT

Asp

Gly

180

Gly

Leu

Glu

Ile

Glu

260

Tyr

Ile

Met

Ala

Gly

340

Ala

Val

Thr

165

Ile

Lys

Ile

Gly

Gly

245

Ala

Lys

Glu

Gly

Thr

325

Tyr

Lys

Ile

Phe

Thr

Ser

Phe

Lys

230

Ile

Leu

Phe

Ala

Leu

310

val

Gly

Ile

Ser

Val

Ala

Glu

Glu

215

Gly

Ala

Asn

Gln

val

295

Pro

Ala

Phe

Thr

Ala
375

< 213> Clostridium acetobutylicum

<400> 6

Ile

Phe

Asp

200

Asn

Phe

Ala

Tyr

Gly

280

Lys

Tyr

Met

Thr

Glu

360

Asn
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Phe

Ile

185

Lys

Cys

Thr

Gln

Met

265

Leu

Gln

Ser

Glu

Lys

345

Ile

Leu

Ala

170

Val

Leu

Ile

val

Ala

250

Lys

Ala

Leu

val

Thr

330

Asp

Tyr

Phe

Met

Glu

Gly

Val

Ala

235

Leu

Glu

Trp

val

Glu

315

Thr

Tyr

Glu

Lys

Thr

Lys

Ile

Pro

220

Met

Gly

Arg

Met

Tyr

300

Ala

Thr

Pro

Gly

29

Asp

Asp

Arg

205

Lys

His

Leu

Lys

Val

285

Lys

Ala

Lys

Val

Thr
365

Arg

Phe

190

Ala

Glu

Thr

Ala

Gln

270

Ala

Ala

Arg

val

Glu

350

Ser

Ser

175

Pro

Ser

Asn

Leu

Glu

255

Phe

Glu

Ala

Ala

val

335

Arg

Gln

Lys

Gly

Ser

Met

Asp

240

Gly

Gly

Leu

val

Lys

320

Gln

Met

Val



Met

Arg

Glu

Gly

Asp

65

Gly

Leu

Pro

Asn

Gly

145

Gly

Gly

Phe

Thr

Ile

225

Gly

Asp

Glu

Thr

Met

50

val

Thr

Ile

Leu

Ala

130

Asp

Val

Thr

Ser

Thr

210

Gly

Gly

Phe

Phe

Glu

Met

Leu

Thr

Asn

Ala

115

Gly

His

Ala

Lys

Ile

195

Glu

Lys

Arg

Asn

Ala

20

Arg

Gly

Ser

Gly

Glu

100

Lys

Thr

Tyr

Asp

Gly

180

Gly

Leu

Glu

Ile

Leu

Glu

Phe

Ile

Tyr

Val

His

Gly

Asp

val

Thr

les

Ile

Lys

Val

Gly

Gly
245

Thr

Asn

Pro

Pro

Ile

70

Ile

Gly

Glu

Ser

Ile

150

Phe

Ser

Val

Phe

Lys

230

Ile

Arg

Glu

Met

Phe

55

Ile

Lau

Thr

Lys

Gly

135

Asn

Val

Ala

Glu

Glu

215

Gly

Ala

Glu

Val

Glu

40

Ser

Ala

Ser

Glu

Ile

120

Ala

Gly

Ile

FPhe

Gln

200

Asp

Phe

Ala

Gln

Lys

25

Asn

Lys

val

Ala

Glu

105

Gly

Gln

Ser

Phe

Ile

185

Lys

Met

Pro

Gln
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Glu

10

Pro

Val

Glu

Glu

His

Gln

Ala

Gln

Lys

Ala

170

Ile

Leu

Ile

Ile

Ala
250

Leu

Tle

Lys

Tyr

Glu

75

Thr

Lys

Tyr

Thr

Ile

155

Met

Glu

Gly

val

Ala

235

Leu

val

Ala

Lys

Gly

60

Leu

Ser

Gln

Gly

Val

140

Phe

Thr

Lys

Ile

Pro

220

Met

Gly

30

Arg

Ala

Met

45

Gly

Ser

Leau

Lys

Leu

125

Ala

Ile

Asp

Gly

Arg

205

Val

Lys

Ile

Gln

Glu

30

Gly

Ala

Lys

Cys

Tyr

110

Thr

Val

Thr

Arg

Phe

190

Ala

Glu

Thr

Ala

Met

15

Ile

Gln

Gly

val

Ala

Leu

Glu

Leu

Asn

Thr

175

Lys

Ser

Asn

Leu

Glu
255

Val

Asp

Tyr

Gly

Cys

80

Ser

Val

Pro

Glu

Gly

160

Lys

Gly

Ser

Met

Asp

240

Gly



Ala

Arg

Asp

Leu

305

Leu

Leu

Met

Gln

Phe

8er

val

290

Lys

His

Phe

Arg

Lys
370

<210>7

Asn

Leu

275

Ala

Gln

Ala

Gly

Asp

355

Leu

< 211> 562

<212> PRT

Glu

260

Asp

Ile

Ala

Ala

Gly

340

Ala

val

Ala

Lys

Glu

Gly

Asn

325

Tyr

Lys

Ile

Arg

Phe

Ser

Leu

310

val

Gly

Tle

Ser

< 213> Clostridium kluyveri

<400>7

Met
1

Arg

Glu

Ser

Asp

&5

Ala

Asn

Lys

Lys

Ile

50

val

Gly

Phe

Phe

Asn

35

Met

Leu

val

Glu

Ala

20

Ile

Gly

Ser

Gly

Leu

Glu

Phe

Leu

Tyr

val
85

Thr

Ala

Pro

Pro

Ala

70

Ile

Ala

Gln

Ala

295

Pro

Ala

Tyr

Thr

Gly
375

Lys

Lys

Glu

Tyr

55

Ile

Leu

Tyr

Gly

280

Arg

Tyr

Met

Thr

Glu

360

Lys

Glu

Ile

Glu

40

Pro

Ala

Ser
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Met

265

Leu

Tyr

Thr

Asp

Lys

345

Ile

Ile

Gln

Glu

25

Ile

Lys

val

Ala

Lys

Ala

Leu

Val

val

330

Asp

Tyr

Phe

Gln

Pro

Val

Glu

Glu

His
90

Glu

Trp

val

Asp

315

Thr

Tyr

Glu

Arg

Met

Ile

Asn

Tyr

Glu

75

Thr

Arg

Met

Tyr

300

Ala

Thr

Pro

Gly

Ile

Ala

Glu

Gly

60

Leu

Ser

31

Lys

Met

285

Lys

Ala

Lys

val

Thr
365

Arg

Phe

Met

45

Gly

Ser

Leu

Gln

270

Ala

Ala

Arg

Ala

Glu

350

Ser

Asp

Gln

30

Gly

Ala

Arg

Gly

Phe

Asp

Ala

Ala

val

335

Arg

Glu

Asn

Leu

Asp

Gly

val

Thr
95

Gly

Met

Tyr

Lys

320

Gln

Met

val

val

Asp

Leu

Lys

Asp

80

Trp



Pro

Pre

Asn

Gly

145

Asp

Gly

Phe

Thr

Leu

225

Gly

Ala

Lys

Ala

Leu

305

Leu

Ile

Ile

Leu

Ala

130

Asp

Tyr

Thr

Thr

Ala

210

Gly

Gly

Tyr

Pro

Thr

290

Lys

Tyr

Tyr

Met

Ala

115

Gly

His

Ala

1ys

Phe

195

Glu

Lys

Arg

Glu

Ile

275

Lys

Gln

Ala

Gly

Glu

100

Ser

Ser

Tyr

Asp

Gly

180

Gly

Leu

Glu

Ile

Lys

260

Ser

Ile

Glu

Ser

Gly

Phe

Gly

Asp

Val

Thr

165

Ile

Thr

Leu

Asn

Gly

245

Ala

Arg

Arg

His

Asp

325

Ser

Gly

Lys

Ala

Ile

150

Tyr

Ser

His

Fhe

Glu

230

Ile

Leu

Gln

Ala

Lys

310

Ile

Gly

Thr

Lys

Gly

135

Asn

val

Ala

Tyr

Lys

215

Gly

Ala

Ser

Gln

Ala

295

Asn

Cys

Phe

Lys

Ile

120

Lys

Gly

Ile

Phe

Asn

200

Asn

Phe

Ala

Tyr

Ser

280

Arg

Tyr

Leu

Ile

ES 2803 208 T3

Glu

105

Ala

Thr

Ser

Phe

Ile

185

Lys

Leu

Lys

Gln

Ser

265

Ile

Phe

Gly

Glu

Lys

Gln

Ala

Glu

Lys

Ala

170

Ile

Met

Lys

Ile

Ala

250

Lys

Ala

Met

Met

Val

330

Gly

lys

Phe

Thr

Val

155

val

Glu

Gly

val

Ala

235

Leu

Glu

Phe

Val

Glu

315

Val

Phe

Glu

Gly

Thr

140

Phe

Thr

Lys

Ile

Pro

220

Met

Gly

Arg

Lys

Tyr

300

Ser

Asn

Pro

32

Lys

Leu

125

Ala

Ile

Thr

Gly

Arg

205

Lys

Gln

Ile

Val

Leu

285

Ser

Ala

Asp

val

Tyr

110

Thr

Val

Thr

Pro

Met

190

Ser

Tyr

Thr

Ala

Gln

270

Ala

Ala

Met

Ala

Glu

Leu

Glu

Leu

Asn

Gly

175

Asp

Ser

Asn

Leu

Gln

255

Phe

Asp

Ala

Ala

Val

335

Arg

val

Pre

Glu

Ala

160

Leu

Gly

Ala

Leu

Glu

240

Gly

Gly

Met

Val

Lys

320

Gln

Met



Tyr Arg

Gln Arg
370

Pro Ile
385

Thr Gly

Lys Val

Asn Lys

Cys Ser
450

Gln Ser
465

Val Ala

Ser Gly

Gly Gln

Ala Tle
530

Gly Ile
545

Leu Lys

<210>8

Asp

355

Leu

Glu

Asn

Asp

Ser

435

Ile

Leu

Glu

Gln

Val

515

Asn

val

<211> 259

<212> PRT

340

Ala

Ile

Glu

Arg

Ala

420

Glu

Gly

Ala

Glu

Lys

500

Gln

Ile

Gly

Lys

Ile

Asn

Arg

405

Phe

Ala

Leu

Asp

Arg

485

Phe

His

Asp

Asp

Ile

Ser

Lys

390

Arg

Leu

Ser

Gly

Thr

470

Glu

Gly

Leu

Glu

Leu
550

< 213> Clostridium kluyveri

<400> 8

Cys

Asn

375

Glu

Val

Asn

Lys

Leu

455

Val

Trp

Gly

Lys

Asp

535

Tyr

Thr

360

Asp

Asn

Ile

Tyr

Gly

440

Lys

Gly

Leu

Thr

Gly

520

Ala

Glu
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345

Ile

Ile

Lys

Ile

Ile

425

Ser

Asp

Ala

Pro

Phe

505

Ile

Pro

Ile

Tyr

Leu

val

Lys

410

Lys

Ile

Lys

Glu

Leu

490

Tyr

Glu

Ile

val

Glu

Gly

Asn

395

Glu

Ser

Ala

Lys

Leu

475

Asp

Leu

Asn

Phe

Pro
555

Gly

Lys

380

Tys

Gly

Glu

Asp

Asp

460

Gly

Arg

Ala

Ala

Lys

540

Leu

33

Thr

365

Pro

Ala

Ser

Asn

Ala

445

Leu

Cys

Tyr

Ile

Gly

525

Ser

Leu

350

Asn

Lys

Lys

Pro

Tle

430

Asp

Pro

Ser

Val

Gly

510

Ile

Ser

Ile

Glu

Lys

Pro

Lys

415

Asp

Lys

Leu

Arg

Gly

495

Ile

Ile

Asp

Glu

Ile

Glu

Ile

400

Glu

Ile

val

Ile

Pro

480

Ile

Ser

Thr

Tyr

Ala
560



Met Lys Ile

Lys Ile Asp

Ile Ile Asn
35

Lys Glu Lys
50

Gln Ala Val
65

Ala Tle Leu

Thr Ser Tyr

Ile Phe Ala
115

Pro Gln Ile
130

Lys Val Asp
145

Asp Gly Tyr

Ile Lys Glu

Glu Val Phe
195

Val Asp Lys
210

Arg Ser His
225

Pro Ile Lys

His Vval Ile

<210>9

<211> 334

Val

Pro

20

Pro

val

Asp

Val

Ala

100

Gly

Ala

Val

Glu

Leu

180

Lys

Asn

Thr

Glu

val

Lys

Asp

Gly

Ala

Ser

85

Leu

Arg

Glu

Asp

Val

165

Asn

Lys

Lys

Lys

Ala
245

Cys

Thr

Asp

Gly

Leu

70

Asp

Ala

Gln

Lys

Gly

150

Ala

Gln

Glu

Leu

Glu
230

val

Leu

Gly

Lys

Thr

55

Arg

Arg

Gly

Ala

Leu

135

Asp

Lys

Pro

Val

Gly

215

Ala

Ala

Tys

Thr

Asn

40

val

Glu

Ala

Ala

Ile

120

Gly

Thr

Ile

Arg

Lys

200

Leu

Lys

Tyr
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Gln

Leu

25

Ala

Thr

Ala

Phe

Leu

105

Asp

Ile

Leu

Lys

Tyr

185

Ile

Asn

Gly

Ser

val

10

Ile

Leu

val

Leu

Ala

90

Lys

Gly

Pro

Thr

Thr

170

Met

Trp

Gly

Ala

Ile
250

Pro

Arg

Glu

val

Ala

75

Gly

Asn

Asp

Gln

val

155

Pro

Asn

Ser

Ser

Gly
235

Ser

Asp

Glu

Glu

Ser

60

Met

Ala

Leu

Thr

Ile

140

Gln

Cys

Met

Ala

Cys

220

Glu

Lys

34

Thr

Gly

Ser

45

Met

Gly

Asp

Glu

Ala

125

Thr

Arg

Met

Lys

Asp

205

Thr

Tle

Leu

Thr

val

30

Ile

Gly

Ala

Thr

Tyr

110

Gln

Tyr

Ala

Leu

Asn

1320

Asp

Lys

Val

Arg

Glu

15

Pro

Ala

Pro

Asp

Gln

95

Asp

val

Val

Trp

Thr

175

Ile

Leu

val

Asn

Glu
255

val

Ser

Leu

Pro

Glu

80

Ala

Leu

Gly

Glu

Glu

160

Ala

Phe

Asp

Lys

Lys
240

Lys



<212> PRT

< 213> Clostridium kluyveri

<400>9

Met

1

Asp

Glu

Ser

Asn

Gly

Ile

Val

Asp

Gly

145

Met

Ser

Asn

Gly

Leu

Glu

50

Val

Tyr

Leu

Ala

Ile

130

Gly

Ser

Arg

Leu

Glu

Ala

Val

Leu

Thr

Leu

Gly

115

Asp

Asn

Thr

Thr

Ala

Leu

20

Asp

Asp

Tyr

Lys

Ile

100

Arg

Glu

Leu

Val

Gly
180

Glu

Gln

Thr

Asp

Ala

val

85

Gly

Val

Ala

Met

Arg

165

Lys

Tyr

Lys

Leu

Leu

Asp

Ile

Ala

Phe

Thr

Ala

150

Pro

Ile

Lys

Val

Gly

Ala

55

Ser

Asp

Thr

Thr

Lys

135

Thr

Gly

Glu

Gly

Ala

Val

40

Lys

Pro

Glu

Phe

Gly

120

Asn

Ile

Val

Lys
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Vval

Leu

25

Glu

Glu

Leu

Leu

Ile

105

Leu

Leu

Ala

Phe

Ile
185

Trp

10

Gln

Leu

Leu

Leu

Ile

Gly

Thr

Met

Cys

Asn

170

Ala

val

Leu

Thr

Val

Lys

75

Lys

Arg

Ala

Met

Glu

155

Ala

Ala

Phe

val

Ala

Ala

His

Glu

Asp

Asp

Thr

140

Lys

Leu

Asn

35

Ala

Gly

Val

45

Tyr

Tyr

Arg

Leu

Cys

125

Arg

Thr

Pro

Val

Glu

Lys

30

Leu

Gly

Thr

Lys

Gly

110

Thr

Pro

Arg

Arg

Ala
190

Gln

15

Gly

Leu

Ala

Thr

Preo

95

Pro

Gly

Ala

Pro

Asp

175

Lys

Arg

Arg

Gly

Asp

Asp

Glu

Arg

Leu

Fhe

Gln

160

Ala

Asp



Asp

Ile

Gly

225

Gly

Asp

Leu

Met

Pro

305

val

Ile

AsSp

210

Gly

Gly

Lys

Tyr

Gln

290

Met

val

<210> 10

Arg

195

Ile

Pro

Thr

Ser

Ile

275

Asp

Met

Pro

< 211> 336

<212> PRT

Ile Glu

Ser Glu

Asp Gly

Ile Gly

245

Tyr Gln

260

Ala Cys

Ser Gly

Gln val

Glu Phe
325

val

Ala

Phe

230

Gly

val

Gly

Phe

Ala

310

val

Leu

Asp

215

Lys

Ser

Gly

Ile

Ile

295

Asp

Glu

< 213> Clostridium acetobutylicum

<400> 10

Met

1

Asp

Glu

Hisg

Lys
65

Asn

Gly

Met

Asn

50

Val

Lys

Glu

Ala

35

Thr

Leu

Ala Asp

Leu Gln

20

Glu Lys

Glu Lys

Ala Ala

Tyr

Lys

Leu

Met

Asp
70

Lys

val

Gly

Ser

55

Asn

Glu

200

Val

val

Arg

Gln

Ser

280

Val

Leu

Gln

Gly

Ser

Val

40

Lys

Glu
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val

Ile

Leu

Ala

Thr

265

Gly

Ala

Ala

val

Vval

Leu

25

Glu

Asp

Leu

val

val

Lys

Thr

250

Gly

Gln

Ile

Ile

Lys
330

Trp

10

Glu

Leu

Leu

Leu

Lys

Ser

Glu

235

Ile

lys

Ile

Asn

val

315

Ala

val

Leu

Thr

Leu

Ala
75

Ser

Gly

220

Leu

Asp

Thr

Gln

Lys

300

Gly

Leu

Phe

Leu

Ala

Ser

60

His

36

Ala

205

Gly

Ala

Ala

val

His

285

Asp

Asp

Asn

Ala

Gly

Val

45

His

Phe

Gly

Arg

Asp

Gly

Arg

270

Leu

Glu

Leu

Leu

Glu

Lys

30

Leu

Gly

Ser

Asp

Gly

Leu

Trp

253

Pro

Ala

Asn

Tyr

Gln

15

Gly

Leu

Ala

Thr

Thr

Leu

Leu

240

Ile

Gly

Gly

Ala

Lys
320

Arg

Lys

Gly

Asp

Asp
80



Gly

Tle

Ile

Asp

Gly

145

Met

Ala

Ala

Asp

Gly

225

Leu

Trp

Pro

Ala

Glu

305

Asn

Tyr

Leu

Ala

Ile

130

Gly

Ala

Asn

Ser

Ile

210

val

Leu

val

Thr

Gly

290

Ala

Lys

<210> 11

Ala

Phe

Ala

115

Asp

Asn

Thr

val

Asp

195

Ala

Gly

Gly

Asp

Len

275

Met

Pro

val

<211> 259

<212> PRT

Lys

Tle

100

Arg

val

Leu

val

Ser

180

Ile

Asp

Ser

Gly

Lys

260

Tyr

Gln

Ile

val

val

85

Gly

Leu

Glu

Ile

Arg

165

Asp

Arg

Ile

Lys

Thr

245

Asp

Ile

Asp

Met

Pro
325

Ile

Ala

Ser

Asn

Ala

150

Pro

Asp

Thr

Gly

Glu

230

Ile

Leu

Ala

Ser

Lys

310

Glu

Cys

Thr

Thr

Arg

135

Thr

Gly

Lys

Lys

Glu

215

Asn

Ala

Gln

Cys

Asp

295

Val

Leu

< 213> Clostridium acetobutylicum

Asp

Phe

Gly

120

Asp

Ile

Val

Ile

Val

200

Ala

Phe

Ala

Val

Gly

280

Tyr

Ala

Ile

Leu

Ile

105

Leu

Leu

val

Phe

Glu

185

Ser

Lys

Glu

Ser

Gly

265

Ile

Ile

Asp

Ala
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val

S0

Gly

Thr

Leu

Cys

Glu

170

Lys

Lys

Val

Lys

Arg

250

Gln

Ser

Ile

Leu

Gln
330

Asn

Arg

Ala

Ala

Ser

155

Lys

val

val

Leu

Leu

235

Ala

Thr

Gly

Ala

Ala

315

val

Glu

Asp

Asp

Thr

140

Asp

Leu

Ala

Val

Val

220

Glu

Ala

Gly

Ala

Ile

300

Ile

Lys

37

Arg

Leu

Cys

125

Arg

His

Pro

Ile

Lys

205

Ala

Glu

Ile

Lys

Tle

285

Asn

Val

Ala

Lys

Gly

110

Thr

Pro

Arg

Val

Lys

130

Leu

Gly

Leu

Glu

Thr

270

Gln

Lys

Gly

Ala

Pro

95

Pro

Ser

Ala

Pro

Asn

175

Leu

Ala

Gly

Ala

Lys

255

Vval

His

Asp

Asp

Asn
335

Glu

Arg

Leu

Phe

Gln

160

Asp

Thr

Lys

Arg

Ser

240

Glu

Arg

Len

Val

Val

320

Asn



<400> 11

Met

1

Arg

Ile

Lys

Gln

85

Ala

Thr

val

Pro

Lys

145

Asp

Ile

Gly

val

Lys
225

Pro

His

Asn

Ile

Ile

Asp

50

Ala

val

Ser

Phe

Glu

130

val

Gly

Lys

Ala

Asp
210

Ser

val

Tyr

<210> 12

Ile

AsSp

Asn

35

Asn

Lys

Leu

His

Ala

115

Ile

Glu

Tyr

Glu

Phe

195

Lys

Ser

Lys

Ile

Val

Pro

20

Pro

Tyr

Aszn

Leu

Thr

100

Gly

Ala

val

Glu

Leu

180

Asp

Ala

Thr

Glu

val

val

Asp

Gly

Ala

Thr

85

Ile

Arg

Glu

Asp

Val

165

Asn

Lys

Asn

Lys

Ala
245

Cys

Lys

Asp

Ala

Leu

70

Asp

Ala

Gln

His

Gly

150

Val

val

Glu

Leu

Glu
230

Ala

Leu

Gly

Lys

His

55

Val

Ala

Ala

Leu

135

Asp

Glu

Pro

val

Gly
215

val

Ala

Lys

Thr

Asn

40

Val

Glu

Ala

Gly

Ile

120

Gly

Thr

Val

Arg

Lys

200

Leu

Lys

Tyr
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Gln

Leu

25

Ala

Thr

Ala

Phe

Ile

105

Asp

Ile

Leu

Lys

Tyr

185

Met

Lys

Gly

Val

val

10

Ile

Leu

val

Leu

Gly

20

Lys

Gly

Pro

Lys

Thr

170

Met

Trp

Gly

Gln

Val
250

Pro

Arg

Glu

Ile

Ala

75

Gly

Lys

Asp

Gln

Ile

155

Pro

Ser

Thr

Ser

Gly
235

Ser

Asp

Glu

Glu

Ser

60

Met

Ala

Leu

Thr

Val

140

Arg

Val

val

Ala

Pro
220

Glu

Lys

38

Thr

Gly

Ala

45

Met

Gly

Asp

Lys

Ala

125

Thr

Lys

Leu

Glu

Asp

205

Thr

val

Leu

Ala

val

30

Leu

Gly

Ala

Thr

Tyr

110

Gln

Tyt

Ala

Leu

Lys

130

Asp

Lys

Ile

Lys

Glu

15

Pro

Val

Pro

Asp

Leau

95

Asp

val

val

Trp

Thr

175

Ile

Ile

val

Asp

Glu
255

val

Ser

Leu

Pro

Glu

80

Ala

Ile

Gly

Glu

Glu

160

Ala

Phe

Asp

Lys

Lys
240

Glu



<211> 262

< 212> PRT

< 213> Clostridium kluyveri

<400> 12

Met

1

Leu

Leu

Leu

Val

65

Thr

Glu

Ala

Ser

Lys

145

Asp

Phe

Ile

Gly

Thr

50

Gln

Tyr

Gly

Leu

Gln

130

Gly

Leu

Asn

Lys

Arg

35

Ala

Ile

Thr

Thr

Arg

115

Glu

Leu

Leu

Leu

Asp

20

Ser

Asp

Arg

Tyr

Arg

100

Leu

Ile

Lys

Gly

Pro

Ile

Len

Cys

Pro

Pro

85

Asp

Glu

Asn

Lys

Gly
165

Glu

Lys

Ala

Thr

Ala

70

Gln

Ala

Asn

Ile

Ala

150

val

Glu

Pro

Pro

Gly

55

Phe

Met

Lys

Glu

Ser

135

Glu

val

Val

Glu

Arg

40

Leu

Ser

Ala

Arg

Leu

120

Asp

Asp

Gly

ES 2803 208 T3

Thr

Ile

25

Leu

Glu

Glu

Thr

Gln

105

Val

Ala

Met

Ala

Tyr

10

Phe

Ala

Ile

Asn

val

90

Gly

Lys

Asn

Ala

Ser
170

Thr

Leu

Ala

Asp

Ile

75

Arg

Asp

Val

val

Met

155

Arg

Ile

Ile

Ser

Glu

60

Leu

Tyr

Ile

Ile

val

140

Leu

Glu

39

Asn

Gly

Leu

45

Asp

Ala

Lys

Leu

Thr

125

val

Lys

Ile

Leu

Ala

30

Asn

Arg

His

Glu

Lys

110

Gln

Ala

Glu

val

Lys

15

Thr

Thr

Lys

Ile

Phe

95

val

Leu

Ala

Leu

Glu
175

Asn

Thr

Gly

Leu

Lys

80

Asp

Glu

Arg

Gly

Ala

160

Glu



Gly

Lys

Leau

Pro

225

Met

Leu

Phe

Pro

Ala

210

Ser

Tyr

Glu

<210> 13

Ile

Lys

195

Gly

Ala

Lys

Thr

< 211> 297

<212> PRT

Ser

180

Leu

Met

Pro

Val

Ile
260

Lys

Tyr

Lys

Ile

Ile

245

Asn

Asp

Ile

Glu

Phe

230

Pro

Cys

< 213> Clostridium kluyveri

<400> 13

Met

1

Phe

Ile

Asp

Asn

65

Asn

Glu

Leu

Gly

Leu

Ile

Arg

50

Pro

Ile

Ser

val

Gly

Phe

Val

35

Glu

Phe

Asp

Ala

Ser
115

Thr

Ala

20

Leu

Lys

Asp

Ala

Leu

100

AsSp

Ala

Ile

val

Gly

Leu

Arg

85

Lys

Arg

Ala

Cys

Lys

Val

Asn

70

Val

Glu

Lys

Phe

Ala

Ser

215

Asn

Asp

Asp

Len

Gln

Val

55

Ala

Thr

Cys

Phe

Gln

Cys

200

Gly

Ile

Leu

Ile

Arg

Val

40

Asp

Leu

Ala

Ile

Gly
120
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val

185

Gly

Phe

Ala

Ile

Ser

Glu

25

Pro

Arg

Glu

val

Ala

105

Gly

Gly

Ile

Ile

Asp

Thr
250

Pro

10

Arg

Asp

Thr

Thr

Ser

Arg

Ser

Tyr

Ser

Val

Tyr

235

Lys

Gln

lys

Met

Ser

Ala

75

Met

Gly

Asp

Ser

Gly

Ala

220

Gly

Ile

Arg

Glu

Glu

Ala

60

val

Gly

Ala

Thr

40

Gly

Ala

205

Ile

Ile

Lys

Asn

Ala

Lys

45

Ser

Gln

Pro

His

Lys
125

Asn

130

Pro

Asn

Val

Glu

Arg

Leu

30

val

Ala

Ile

Pro

Glu

110

Ala

Arg

Gln

Thr

Asp

Ser
2558

Ser

15

Met

Lys

Glu

Ala

Asn

95

Gly

Thr

val

His

Asp

Asp

240

Ser

val

Asp

Phe

Ile

Glu

g0

Thr

val

Ser



Lys Ile Leu
130

Ile Ala Gly
145

Glu Val Ala

Ile Thr Glu

Glu Gly Thr
195

Thr Lys Asp
210

Lys Ala Arg
225

Glu Phe Leu

Val Lys Lys

Tyr Arg Glu
275

Phe Lys Lys
290

<210> 14

< 211> 539

< 212> PRT

Ala

Glu

Glu

Met

180

Tyr

Ile

Lys

Asn

Ile

260

Ser

Ile

Ser

Lys

Phe

165

Asn

Leu

Asn

Ala

Glu

245

Glu

Asp

Lys

< 213> Euglena gracilis

<400> 14

Ala

Thr

150

Leu

Lys

Lys

His

Glu

230

Asp

Ile

Thr

val

Ile

135

Val

Asn

Asp

Ser

Pro

215

Ile

Asn

Pro

Val

Leu
295

Met Ser Cys Pro Ala Ser Pro

1

5

Leu Cys Leu Cys Val Ala Thr

20

Thr Ala lLeu Ser Thr Ala Ser

35

ES 2803 208 T3

Lys Lys Leu

Asp Gly Asp

Ile Pro His
170

Ser Met Glu
185

Ile Lys Phe
200

Arg Leu Pro

Lys Ile Leu

Val Gly Phe
250

Gln Ile Glu
265

Glu Ala Glu
280

Glu val

Gly

Thr

155

Ala

val

Pro

Ser

Lys

235

Lys

Lys

Asn

Ala

140

Gly

Ser

His

Cys

Phe

220

Leu

Gly

Arg

Glu

Tyr

Gln

Tyr

Ser

Leu

205

Lys

Glu

Ser

Gln

Leu
285

Asp

Val

Val

Glu

190

Ile

Asn

Asp

Pro

Gly

270

Ile

Leu

Gly

Ser

175

Ile

Thr

Lys

Leu

Thr

255

Lys

Asn

val

Pro

160

Lys

Trp

val

Met

Glu

240

Lys

Ile

Ile

Ser Ala Ala Val Val Ser Ala Gly Ala

10

15

val Leu Leu Ala Thr Gly Ser Asn Pro

25

30

Thr Arg Ser Pro Thr Ser Leu Val Arg

40

41

45



Gly

Thr

65

Thr

Ala

Ser

Thr

Ile

145

Gly

Pro

Thr

Ala

Pro

225

Leu

Ser

Thr

Pre

val

50

Met

Ser

Ala

val

His

130

Gln

Cys

FPro

Gly

Ala

210

Ala

Glu

Thr

Val

Ala
290

Asp

Arg

Ala

Ala

Arg

115

Leu

Pro

Glu

Thr

Tyr

195

Thr

Ala

Ala

Thr

Asp

275

Thr

Arg

Glu

Trp

Ser

100

Arg

Ala

Lys

Lys

Ser

180

Gly

Leu

Ala

Gly

Lys

260

Leu

Gly

Gly

Val

Ala

Ser

Pro

Pro

Ile

Arg

165

Pro

Leu

Gly

Gly

Leu

245

Ala

Val

val

Leu

Pro

70

Ala

Ala

Leu

Pro

Arg

150

val

Gly

Ser

val

Trp

230

Tyr

Arg

vVal

Leu

Met

55

Gln

Ala

Leu

Ala

Met

135

Gly

Gln

Pro

Thr

Phe

215

Tyr

Ala

Thr

Tyr

His
295

Arg

Met

Gly

Ala

Ala

120

Ala

Phe

Glu

Lys

Arg

200

Leu

Asn

Arg

Val

Ser

280

Lys

Pro

Ala

Pro

Leu

105

Leu

Met

Ile

Glu

Arg

185

Ile

Ala

Thr

Ser

Glu

265

Ile

Ala

ES 2803 208 T3

Thr

Glu

Gln

S0

Trp

Ala

Phe

Cys

Ile

170

Val

Thr

Gly

val

Leu

250

Ala

Ala

Cys

Thr

Gly

75

Trp

Trp

Glu

Thr

Thr

155

Ala

Leu

Ala

Pro

Ala

235

Asn

Ile

Ala

Leu

Ala

60

Phe

Ala

Trp

Leu

Thr

140

Thr

Tyr

Val

Ala

Pro

220

Phe

Gly

Lys

Pro

Lys
300

42

Ala

Ser

Ala

Ala

Pro

125

Thr

Thr

Ala

Ile

Phe

205

Thr

Glu

Asp

Arg

Lys

285

Pro

Ala

Gly

Pro

Ala

110

Thr

Ala

Hisg

Arg

Gly

130

Gly

Lys

Lys

Ala

Rep

270

Arg

Ile

Leu

Glu

Leu

Arg

Ala

Lys

Pro

Ala

175

Cys

Tyr

Gly

Ala

Phe

255

Leu

Thr

Gly

Thr

Ala

80

Val

Arg

val

Val

Ile

160

His

Ser

Gln

Arg

Ala

240

Asp

Gly

Asp

Ala



Thr Tyr Thr Asn Arg Thr
305 310

Val Ser Ile Glu Pro Ala
325

Val Met Gly Gly Glu Asp
340

Ala Gly Val Leu Ala Glu
355

Gly Pro Glu Met Thr Trp
370

Ala Lys Lys Asp Val Glu
385 390

Gly Cys Pro Ala Tyr Pro
405

Ser Ser Ala Ile Pro Val
420

Val Met Lys Glu Lys Gly
435

Arg Leu Leu Thr Thr Lys
450

Asp Glu Ala Gly Arg Val
465 470

Val Gln Gln Ala Val Lys
485

Leu Lys Asp Ile Ser Asp
500

Leu Phe Gly Phe Gly Ile
515

Val Glu Ala Asp Leu Pro
530

<210> 15

< 211> 397

< 212> PRT

< 213> Treponema denticola

<400> 15

Val

Ser

Trp

Gly

Pro

375

Lys

val

val

Thr

Leu

455

Arg

Asp

Phe

Asp

Ser
535

Asn

Pro

Glu

Ala

360

val

Ala

val

Pro

His

440

Tyr

val

Leu

Ala

Gly

520

Ala

ES 2803 208 T3

Thr

Glu

Leu

345

Lys

Tyr

Ala

Ala

Leu

425

Glu

Pro

Asp

Trp

Gly

505

val

Ala

Asp

Glu

330

Trp

Thr

Trp

Lys

Lys

410

Tyr

Gly

Glu

Asp

Ser

430

Tyr

Asp

Gln

Lys

315

Ile

Ile

val

Ser

Arg

395

Ala

Ile

Cys

Asn

Trp

475

Gln

Gln

Tyr

Gln

Ala

Ala

Gln

Ala

Gly

380

Ile

Leu

Cys

Ile

Gly

460

Glu

vVal

Thr

Asp

43

Glu

Asp

Ala

Tyr

365

Thr

Thr

val

Leu

Glu

445

Ala

Met

Ser

Glu

Gln
525

Val

Thr

Leu

350

Ser

Ile

Gln

Thr

Leu

430

Gln

Pro

Ala

Thr

Phe

510

Pro

Thr

val

335

Ser

Tyr

Gly

Gln

Gln

415

Tyr

Met

Ile

Glu

Ala

495

Leu

val

Asp

320

Lys

Glu

Ile

Glu

Tyr

400

Ala

Arg

val

val

Asp

480

Asn

Arg

Asp



Met

Pro

Lys

Val

Thr

&5

Lys

Leu

Ile

Glu

Ala

145

Val

Phe

Glu

Trp

Thr

Ile

Gln

Arg

Leu

50

Ala

Ala

Ala

Asp

Ala

130

Ser

Leu

Thr

Ala

Ile

210

Leu

val

Gly

Ile

35

Val

Ala

Gly

Phe

Gly

115

Lys

Pro

Lys

Gly

Ala

195

Lys

Ala

Lys

Cys

20

Thr

Leu

Phe

Ser

AsSp

100

Asp

Lys

val

Pro

Glu

180

Ala

Gln

Tyr

Pro

Lys

Ala

Gly

Gly

Glu

85

Glu

Ala

Lys

Arg

Phe

165

Leu

Thr

Leu

Ser

Met

Lys

Glu

Cys

Tyr

70

Thr

Ala

Phe

Gly

Thr

150

Gly

Lys

val

Ser

Tyr

Val

Gly

Val

Ser

55

Gly

Lys

Ala

Ser

Ile

135

Asp

Lys

Glu

Lys

Lys

215

Ile

Arg

Val

Lys

40

Asn

Ala

Tyr

Lys

Asp

120

Lys

Pro

Thr

Ile

Vval

200

Glu

Gly

ES 2803 208 T3

Asn

Glu

25

Ala

Gly

Ala

Gly

Arg

105

Glu

Phe

Asp

Phe

Ser

185

Met

Gly

Pro

Asn

10

Asp

Gly

Tyr

Thr

Thr

90

Glu

Ile

Asp

Thr

Thr

170

Ala

Gly

Leu

Glu

Ile

Gln

Ala

Gly

Ile

75

Pro

Gly

Lys

Leu

Gly

155

Gly

Glu

Gly

Leu

Ala

Cys

Ile

Lys

Leu

Gly

Gly

Leu

Ala

Ile

140

Ile

1ys

Pro

Glu

Glu

220

Thr

44

Leu

Glu

Ala

45

Ala

val

Trp

Tyr

Gln

125

val

Met

Thr

Ala

Asp

205

Glu

Gln

Asn

Tyr

30

Pro

Ser

Ser

Tyr

Ser

110

val

Tyr

His

val

Asn

130

Trp

Gly

Ala

Ala

15

Thr

Lys

Arg

Phe

Asn

85

val

Ile

Ser

Lys

Asp

175

Asp

Glu

Cys

Leu

His

Lys

Asn

Ile

Glu

80

Asn

Thr

Glu

Leu

Ser

160

Pro

Glu

Arg

Ile

Tyr



225

Arg Lys

His Arg

Asn Lys

Leu Tyr
290

Glu Gly
305

Arg Lys

Asp Asp

Met Glu

Gly Tyr
370

Ile Asn
385

<210> 16

Gly

Leu

Gly

275

Leu

Cys

Asp

Trp

Lys

355

Arg

Tyr

< 211> 344

<212> PRT

< 213> Caenorhabditis elegans

<400> 16

Thr

Asn

260

Leu

Ala

Ile

Gly

Glu

340

val

His

Glu

Ile

245

Lys

val

Ser

Glu

Thr

325

Leu

Thr

Asp

Ala

230

Gly

Glu

Thr

Leu

Gln

310

Ile

Glu

Gly

Phe

Glu
390

Lys

Asn

Arg

Phe

295

Ile

Pro

Glu

Glu

Leu

375

Val

Met Leu Lys Val Leu Ser Leu

1

5

Thr Arg Gln Leu Val Tyr Glu

20

Gln Leu Lys Thr Vval Thr Ile

35

Leu Val GIln Trp Ile Ala Ala

Ala

Pro

Ala

280

Lys

Thr

Vval

Asp

Asn

360

Ala

Glu

Arg

Gly

Ala

40

Pro

ES 2803 208 T3

Lys

Ser

265

Ser

val

Arg

Bsp

val

345

Ala

Ser

Arg

Ser

Tyr

25

Asp

Ile

Glu

250

Ile

Ala

Met

Leu

Glu

330

Gln

Glu

Asn

Phe

Ala

10

Arg

Lys

Asn

235

His

Arg

val

Lys

Tyr

315

Glu

Lys

Ser

Gly

Asp
398

Leu

Asn

Pro

Pro

Leu

Ala

Ile

Glu

300

Ala

Asn

Ala

Leu

Phe

380

Arg

Gln

Pro

Ser

Ala

45

240

Glu Ala Thr Ala
255

Phe val Ser Vval
270

Pro Val Ile Pro
285

Lys Gly Asn His

Glu Arg Leu Tyr
320

Arg Ile Arg Ile
335

Val Ser Ala Leu
350

Thr Asp Leu Ala
365

Asp Val Glu Gly

Ile

Arg Ala Ala Ser
15

Pro Glu Ala Ile
30

Ala Asp Gln Val
45

Asp Leu Asn Gln



Ile

65

Asn

Ile

Trp

Asn

Thr

145

Thr

Gln

Arg

Asp

Pro

225

Phe

Gly

Lys

Gln

50

Gln

Glu

Lys

Arg

Thr

130

Ala

Val

Ile

Asp

Glu

210

Gly

Leu

Met

Asp

Lys
290

Gly

Gly

val

Glu

115

Leu

Tyr

Ala

Cys

Asn

195

Val

val

Ala

Ser

Ile

275

Ser

Val

Phe

Gly

100

Leu

Ser

Arg

Gln

Arg

180

Leu

Ile

Lys

Ser

Lys

260

Ser

Pro

Tyr

Gly

Asp

Gly

Met

Met

Asn

165

Ile

Glu

Thr

Leu

Leu

245

Gln

Leu

Glu

Pro

70

Lys

His

Leu

Glu

Leu

150

Gly

Leu

Glu

Gln

Ala

230

Leu

Pro

Arg

Lys

55

Val

Val

val

His

Tyr

135

Tys

Ala

Gly

Leu

Glu

215

Leu

Asp

val

Gly

Arg
295

Lys

Ile

Ile

Gln

120

Ala

Asp

Asn

Ile

val

200

Glu

Asn

His

Asp

Phe

280

His

ES 2803 208 T3

Pro

Ser

Pro

105

Glu

Ala

Phe

Ser

Lys

185

Lys

Leu

Cys

Gly

Cys

265

Trp

Glu

Ala

Val

Asp

Agn

Thr

Ile

Ala

170

Thr

Glu

Tyr

val

Gly

250

Pro

Met

Met

Leu

15

Gly

Arg

Asp

Phe

Asp

155

Val

val

Leu

Ser

Gly

235

Cys

Thr

Ser

Tyr

60

Pro

Ser

Ser

Leu

Gln

140

Leu

Gly

Asn

Lys

Arg

220

Gly

Met

Gly

Arg

Gln
300

46

Ala

Asn

Gly

Phe

125

val

Lys

Lys

Val

Asp

205

Lys

Arg

val

Pro

Trp

285

Glu

Val

Val

Leu

110

Pro

Asn

Lys

His

val

190

Leu

Lys

Ser

Thr

Leu

270

Tyr

Leu

Gly

Ser

Gly

Tle

Pro

Gly

Val

175

Arg

Gly

Lys

Ser

Tyr

258

Ile

Agp

Ala

Gly

80

Ser

Thr

Asp

Pro

Asp

160

Ile

Ser

Ala

Phe

Leu

240

Gly

Phe

Tle

Gly



ES 2803 208 T3

Trp Met Lys Ser Gly Glu Ile Lys Lys Gln Glu Ile Val Lys Asn Arg

305

310

315

320

Leu Glu Asp His Ala Lys Ala Leu Asp Thr Ala lLeu Ser Lys Phe Asp

325

Lys Lys Gln Phe Phe Val Leu Glu

<210> 17

< 211> 447

<212> PRT

340

< 213> Streptomyces collinus

<400> 17

Val Thr
1

Ser Ala

Thr val

Asp Lys
50

Glu Leu
5

Asn Tyr

Ala Phe

Asp Leu

Arg Thr
130

Ala His
145

Thr Met

Val

Asp

His

Asp

Gly

Asn

Leu

Pro

115

Gly

Cys

Leu

Lys

Phe

20

Lys

Pro

Pro

Ser

Glu

100

Tyr

Pro

Leu

Asp

Asp

Ala

Asp

Arg

Gly

Val

85

Arg

His

Gly

Ser

Pro
165

Ile Leu

Ala Leu

Glu Thr

Lys Ser
55

Glu Ala
70

Trp Thr

Tyr Gly

Ile Ile

Val Asn
135

val Glu
150

Glu Gln

Asp

Gln

Glu

Ile

Leu

Ser

Lys

Gly

120

Ala

Leu

Arg

Ala

Leu

25

Met

His

val

Ile

Leu

105

Ser

Trp

Glu

Ile

330

Ile

10

Pro

Phe

Leu

Ala

Phe

20

Ser

Asp

Gln

Ser

Trp
170

Gln

Glu

Ala

Asp

val

75

Glu

Pro

Leu

Pro

Pro

155

Gly

Ser

Ser

Gly

Glu

60

Met

Pro

Leu

Ala

Gly

140

Asp

Phe

47

Lys

Tyr

Leu

Val

Ala

val

Thr

Gly

125

Asp

Gly

Glu

Asp

Arg

30

Glu

Pro

Ser

Ser

Lys

110

val

Glu

His

Thr

335

Ala

15

Ala

Thr

Val

Ser

Thr

95

Arg

val

vVal

Asp

Asn
175

Thr

Ile

Arg

Pro

Val

80

Phe

His

Leu

Val

Asp

160

Phe



Gly

Lys

Asn

Lys

225

Ser

Val

Glu

Glu

Arg

305

Gly

Thr

Asn

Ala

Lys

385

Gln

val

Met

Gly

Pro

Ser

210

Gln

Tyr

Val

Ala

His

290

Glu

Arg

Ile

Arg

Asn

370

Ile

Ala

Leu

Arg

<210> 18

Leu

Lys

195

Thr

Gly

Ala

Ser

Ile

275

Thr

Leu

Glu

Thr

Tyr

355

Tyr

His

Ala

Cys

Ala
435

< 211> 245

Ala

180

His

Ala

Asp

Thr

Ser

260

Ile

Gln

Thr

Thr

Thr

340

Leu

Arg

Pro

Tyr

Leu
420

Glu

Leu

Tyr

Asn

Gln

245

Pro

Asp

Asp

Gly

Phe

325

Cys

Trp

Glu

Thr

Asp

405

Ala

Ile

Thr

Arg

val

230

Phe

Gln

Arg

Pro

Gly

310

Gly

Ala

Met

Ala

Leu

390

vVal

Pro

Ala

Trp

Gln

215

Leu

Ala

Lys

Asn

Lys

295

Glu

Ala

Ser

Ser

Tyr

375

Ser

His

Glu

Leu

Glu

200

Leu

Ile

Leu

Ala

Ala

280

Glu

Asp

Ser

Thr

Leu

360

Glu

Lys

Glu

val

185

Glu

Val

Trp

Ala

Glu

265

Glu

Trp

Ile

val

Ser

345

Lys

Ala

Thr

Asn

Gly
425

ES 2803 208 T3

Lys

Ala

Ser

Gly

Gly

250

Ile

Gly

Lys

Asp

Tyr

330

Gly

Arg

Asn

Tyr

Leu

410

Leu

Thr

Ala

Arg

Ala

235

Gly

Cys

Tyr

Arg

Ile

315

val

Tyr

Ile

Arg

Ser

395

His

Gly

Asn

Ala

Asn

220

Ser

Ala

Arg

Lys

Phe

300

Val

Thr

Met

Ile

Leu

380

Leu

Gln

val

Gln

Ero

205

Gly

Gly

Asn

Ser

Phe

285

Gly

Phe

Arg

His

Gly

365

Ile

Glu

Gly

Arg

Leu

190

Gly

Ala

Gly

Pro

Met

270

Trp

Lys

Glu

Lys

Glu

350

Ser

Ala

Glu

Lys

Asp
430

Met

Leu

Ala

Leu

Ile

255

Gly

Lys

Arg

His

Gly

335

Tyr

Hisg

Lys

Thr

Val

415

Ala

Pro

Val

Met

Gly

240

Cys

Ala

Asp

Ile

Pro

320

Gly

Asp

Phe

Gly

Gly

400

Gly

Glu

Gln His Ile Asp Ala Ile Asn Arg Phe Arg Asn Val
445

440

48



<212> PRT

< 213> Clostridium acetobutylicum

<400> 18

Met

1

Ile

Thr

Asp

Ala

65

Lys

Ala

Tyr

Ser

Pro

145

val

Tyr

Asn

Glu

Thr
225

Phe

Asp

Ala

Tyr

Ile

50

Tyr

Tyr

Asn

Gly

Ala

130

Asn

Glu

Asp

val

Lys
219

Ile

Lys

Thr

Ala

Thr

Met

Leu

Gly

Leu

Lys

115

Tyr

Trp

Tyr

Ile

Leu
195

Leu

Gly

Lys

Trp

His

20

Tyr

Ser

Gln

Gly

Met

100

Asp

Tyr

Met

Gly

Ala

180

Gly

Asp

Asn

Ser

Ala

Pro

Thr

His

Asp

Ile

85

Trp

Thr

Asp

Glu

val

165

His

Leu

Ile

Leu

Val
245

val

Asp

val

Ile

Arg

70

Ala

Ala

Asn

Ile

Tyr

150

Asn

Gln

Pro

Met

Arg
230

Ile

Met

Pro

Phe

55

Met

Leu

Ser

Trp

Thr

135

Ile

val

Ala

Ser

Ala
215

Pro

Asn

Ala

Thr

40

Glu

Ala

Glu

Ser

Ser

120

His

Leu

Trp

Ile

Arg
200

Lys

val
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Asn

Pro

25

Asn

Val

Glu

Lys

Leu

105

Val

Gly

Asn

Gly

Gln

185

Leu

Glu

Asn

Met

10

Lys

Gln

Tyr

Ala

Pro

90

Ala

His

val

Asn

Ile

170

Lys

Arg

Ser

Ala

Asp

Phe

Thr

Phe

Leu

75

Asp

Ile

Leu

Gly

Asp

155

Asp

Thr

Asp

val

Ser
235

Thr

Ser

Ala

Ser

60

Leu

Asp

Asn

Met

Leu

140

Thr

Lys

Arg

val

Lys
220

Glu

49

Asn

Ile

Ala

45

Asn

Arg

Tyr

Gly

Glu

125

Ala

Val

Glu

Asp

Gly
205

Leu

val

Glu

Leu

30

Gly

Thr

Thr

Glu

Leu

110

His

Ile

Tyr

Lys

Tyr

190

Ile

Thr

Leu

Lys

15

Asp

Thr

Lys

Cys

Ala

85

Leu

Glu

Leu

Lys

Asn

175

Phe

Glu

Gly

Gln

Leu

Pro

Ala

Thr

Ile

80

Arg

Thr

Leu

Thr

Phe

160

His

Val

Glu

Gly

Ile
240



<210> 19

< 211> 387

<212> PRT

< 213> Escherichia coli

<400> 19

Met

1

Gly

Leu

Gln

Ile

65

val

Vval

Asn

Ser

Glu

145

Gln

Asn

Ala

Ile

val

Glu

Arg

Leu

Ile

Ala

130

Ser

Ala

Asn

Ile

Thr

35

Leu

Pro

Glu

Asp

Asp

115

Ile

Asn

Phe

Phe

Ala

20

Tyr

Asp

Asn

Gln

Gly

100

Pro

Pro

Ala

His

Asn

Gly

Gly

Ala

Pro

Lys

85

Thr

Trp

Met

Gly

Ser
165

Leu

Leu

Gly

Leu

Ala

70

val

Lys

His

Gly

Ala

150

Ala

His

Arg

Gly

Lys

55

Tyzr

Thr

Phe

Ile

Cys

135

vVal

His

Thr

Glu

Ser

40

Gly

Glu

Phe

Ile

Leu

120

Val

Ile

Val
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Pro

Gln

25

Val

Met

Thr

Leu

Ala

105

Gln

Leu

Ser

Gln

Thr

10

Ile

Lys

Asp

Leu

Leu

20

Ala

Thr

Thr

Arg

Pro
170

Arg

Pro

Llys

val

Met

75

Ala

Ala

Gly

Leu

Lys

155

val

Ile

His

Thr

Leu

Asn

val

Ala

Gly

Pro

140

Thr

Phe

50

Leu

Asp

Gly

45

Glu

Ala

Gly

Asn

Lys

125

Ala

Thr

Ala

Phe

Ala

30

Val

Phe

Val

Gly

Tyr

110

Glu

Thr

Gly

val

Gly

15

Arg

Len

Gly

Lys

Gly

Pro

Ile

Gly

Asp

Leu
175

Lys

val

Asp

Gly

Leu

80

Ser

Glu

Lys

Ser

Lys

160

Asp



Pro Val Tyr Thr Tyr Thr ILeu
180

Val Asp Ala Phe Val His Thr
195

Asp Ala Lys Ile Gln Asp Arg
210 215

Ile Glu Asp Gly Pro Lys Ala
225 230

Arg Ala Asn Val Met Trp Ala
245

Gly Ala Gly Val Pro Gln Asp
260

Leu Thr Ala Met His Gly Leu
275

Leu Pro Ala Leu Trp Asn Glu
290 295

Leu Gln Tyr Ala Glu Arg Val
305 310

Glu Arg Ile Asp Ala Ala Ile
325

Leu Gly Val Pro Thr His Leu
340

Ile Pro Ala Leu Leu Lys Lys
355

Gly Glu Asn His Asp Ile Thr
370 375

Ala Ala Arg
385

<210> 20

< 211> 7546

< 212> ADN

< 213> Secuencia Atrtificial
<220>

< 223> pATh-LEM-14

<400> 20

Pro

Val

200

Phe

Leu

Ala

Trp

Agp

280

Lys

Trp

Ala

Ser

Leu

360

Leu
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Pro

185

Glu

Ala

Lys

Thr

Ala

265

His

Arg

Asn

Ala

Asp

345

Glu

Asp

Arg

Gln

Glu

Glu

Gln

250

Thr

Ala

Asp

Ile

Thr

330

Tyr

Glu

Val

Gln

Tyr

Gly

Pro

235

Ala

His

Gln

Thr

Thr

315

Arg

Gly

His

Ser

val

val

Ile

220

Glu

Leu

Met

Thr

1ys

300

Glu

Asn

Leu

Gly

Arg
380

51

Ala

Thr

205

Leu

Asn

Asn

Leu

Leu

285

Arg

Gly

Phe

Asp

Met

365

Arg

Asn

130

Lys

Leu

Tyr

Gly

Gly

270

Ala

Ala

Ser

Phe

Gly

350

Thr

Ile

Gly

Pro

Thr

Asp

Leu

255

His

Ile

Lys

Asp

Glu

335

Ser

Gln

Tyr

val

val

Leu

val

240

Ile

Glu

val

Leu

Asp

320

Gln

Ser

Leu

Glu



tcgacttttt
gagaaaacgt
tetgttaceo
cagtaagaac
taggagctac
atgaagtcat
catcttttaa
gttcaggact
taataatagc
gatggggata
gggatgcatt
acatttcaag
ctataaaatc
gagaaactgt
caaaattaaa
taaatgactg
taaaaccact
gatatggacce
aattagattt
atttaaaatt
caattggage
atgcaaaaaa
tagaaaagtg
taaaagtgta
agaagcaggt
agcagcagta
tgctgataaa
tgatcttata
attagaagaa

aactgaagta

aacaaaatat
ataaattagg
cgtaggatce
agcgattgga
agctataaag
tttaggaaat
agcaggatta
tagaacagtt
aggtggtatg
tagaatggga
taatgattac
agaagaacaa
aggtcaattt
agttgataca
acctgeette
tgcagcagta
tgctaagata
tttctatgea
aatagaatca
tgatatgaat
atcaggtgea
aggettagea
ctagggcegyg
gcggttttag
atagatgtaa
aagaaagctt
atagttggaa
atagaagcag
atatgcaagc

gcaacageta

attgataaaa
gataaactat
aggaggttag
tcttatggaa
gaagcagtta
gttcttcaag
ccagttgaaa
agcttagecag
gaaaatatgt
aacgctaaat
cacatgggaa
gatgagtttg
aaagatgaaa
gatgagcacc
aaaaaagatg
cttgtaatca
gtttottatg
acaaaagcag
aatgaagett
aaagtaaatg
agaatacteg
actttatgta
ccaaagtatt
gtagtggaac
ttatcecgtgg
atgataaaaa
gagtaagtac
catcagagga
ctgaaacaat

caaagagacce
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ataataatag
ggaacttatg
ttagaatgaa
agtctcttaa
aaaaagcagyg
caggtttagg
ttecagetat
cacaaattat
ctagagctcc
ttgttgatga
taacagcaga
ctettgeatc
tagttcetgt
ctagatttgg
gaacagttac
tgagtgcaga
gttcageagg
ctattgaaaa
ttgcagctea
taaatggagyg
ttactettgt
taggtggcagg
gttaaaaagyg
tatgtctcgt
aagaactgaa
agtatcaaag
aacaactgaa
tatgaatata
ttttgectact

agataaatte

tgggtataat
aaatagattg
agaagttgta
ggatgtacca
aataaaacca
acagaatcca
gactattaat
aaaagcagga
ttacttageg
aatgatcact
aaacatagct
acaazaaaaa
agtaattaaa
atcaactata
agctggtaat
aaaagctaaa
agttgaceca
agcaggttgg
aagtttagca
agctattgee
acacgcaatg
acaaggaaca
gaggtctgtt
ggaattgtgc
ggtagtattg
gggaaaattt
cttgaaaaat
aagaaagact
aatacttett

ataggaatge

52

taagttgtta
aaatggttta
atagectagtg
gcagtagatt
gaggatgtta
gcaagacagg
aaggtttgtg
gatgctgacyg
aataacgcta
gacggattgt
gagagatgga
gctgaagaag
ggcagaaagqg
gaaggacttg
gcatcaggat
gagcttggag
gcaataatgg
acagttgatg
gtagcaaaag
cttggteate
caaaaaagag
gcaatattge
taatgagtat
aggcttttge
gaaaaggtct
cccaggaaga
tggetgattg
attttggaaa
cattatctat

atttctttaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800



tccagcaaat
ttttgatatt
agctccagga
tttggcagaa
tcacccaatg
tatggatgta
aaaatatgta
attaattaag
attcttgaaa
gcattaaatg
gataacgtat
atagctgaga
aaaatattta
gecactgggtyg
gctaagtttg
agacttgcaa
attaatgetg
ttattggaag
agaatgtgta
tatgaageag
gcatttgtag
tatggatttt
tgaaaatgaa
gacagtagaa
cggctcaggt
tacttcatca
ttggggtaca
tggagcattt
agctgtttta
tgcatatgca
aataacagca

taagttggga

gttatgaaat
ataaaagaag
tttgttgtaa
ggaatagett
ggtcctttag
ctttatagtg
agagcaggat
tttacaagaa
aggatggaaa
cagcaacttt
atgcetgtgat
tgaaagatct
gaaaattaga
gtggctgtga
gtcaaccaga
gagcaatagg
aagaggcatt
aagctaaagc
aggctgetat
aagtatttgg
aaaaaagaga
acattaacaa
gttaaaccta
aaatttgecta
acagattatt
tcaactatat
gaagaacaga
ggtttaactg
gaaggggatc
gatacttttg
tttatagttg

attagagett

tagttgaaat
ctteccattaa
acaagatatt
cagcagaaga
cattaggaga
aaactggaga
ggcttggaag
tggegottta
tgtggcttca
aaaagagata
aattactggg
tactgcagtt
aaatttagaa
attgtcattg
ggttggtctt
cgttggtatg
aagaataggt
tttagtagat
aaatcaagga
ggaatgtttt
caaggctttt
acgagcaaaa
tagctgctga
aatacggaat
tatcctatat
tgtcagcaca
aacaaaaata
aacctaatge
attatgtatt
taatatttge
aaaaagattt

cectcaactac
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cataagaggt
aataggaaaa
agtaccaatg
tatcgataca
tcttattgga
ttcaaaatat
aaaatcagga
ggaggattag
ataacgttga
gatgccgcaa
tcaggtaaag
gagggaagaa
aaaccagtta
tcttgcgata
ggaattactc
gctaaggaac
ttggtaaata
gctattattg
cttcagtgtg
gcatacagaag
aaaaataagt
atttgtagaa
aatagatgaa
gatgggtatg
aatagcagta
tacttcactt
cttagttcect
aggtactgat
aaatggacaa
aatgacagac
ccctggttte

agaacttata

atgaatactt
actcctgtag
atcaatgaag
gctatgaaat
cttgatgtag
agagctcata
aaaggattct
tcatggaatt
atagacctaa
taaacgacat
cttttgtage
agttttcagt
tagcagctat
taagaatagc
cagggtttgg
ttatatatac
aagtagttga
ttaatgcacc
atatagatac
atagagtaga
aaaccggtga
caaatggtaa
acagaaaggt
ccttttecag
gaaggacttg
tgtgcagcac
cttgcaaagg
getgetggac
aaaatattta
agaagcaagg
tccataggaa

tttgagaatt

53

cacaagaaac
aagttgcaga
cagtaggaat
taggcegetaa
ttcttgcagt
cattacttag
tcgcttatta
taaaaatatce
ggcattaaat
tgctgaagat
aggagcagat
tcttggecaat
aaatggattt
ttcatcaaag
aggtactcaa
cggaaaagta
gccagataaa
tatagctgtt
aggtgtaget
aggaatgaca
ggtaagttta
gtgaatttac
ttcctettga
ttgaatacgg
caaagagkttg
ctatttatga
gagaaaaact
agcagacaac
ttacaaatgg
gtacaagagg
aatctgaaga

gcatagttce

1860

1820

1580

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2%40

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720



aaaagaaaat
tggaggaaga
agcacttaat
attagcatgg
taaagcagca
attagetgeg
atatggattc
aatatatgaa
aatttaaatt
agtagtttgc
aacattaata
agaatcaatt
tccacaggca
agtttcagac
agcacttaaa
tactgcacag
agaaaaagtt
tgaagtagca
aagatatatg
tgekbgacgac
taagagatca
agaagcagta
aggggtttag
atggagaact
ctttaggagt
aattagttgc
atactacaga
tattacttat
tttttacagg
tgatgatgac

caagacctca

atgttaggaa
attggtatag
tatatgaaag
atggttgcag
gtaaataaac
getactgtag
actaaggatt
ggaactteac
ttaaggggcy
ttaaagcaag
agagaagygcy
getttaaaag
gtggatgcac
agagcttttg
aatttagaat
gttggaccte
gatgtagatg
aaaattaaaa
aacatgaaga
ttagatgtag
catacaaaag
gcatattcaa
aatgaactta
acaaaaagta
agaattaact
atatggagca
tggatacact
aggagctaca
tcttacagca
aagacctgca

aatgtcaaca

aagaaggaaa
cagcacaagc
aaagaaaaca
aattagatac
aaatgggtet
ctatggaaac
atccagtaga
aagtacaaaa
cctacecocgt
taccagatac
ttecatcaat
aaaaagtagg
ttagagaagec
caggagcaga
atgatttaat
aaatagcaga
gagatacttt
ctccatgcat
acatatttga
ataaaaataa
aagcaaaagg
tttcaaaatt
gcagaataca
gcacttcaat
getgtattac
gacaatgttt
aaagtaatag
tttateggaa
gactgtacag
tttggtggaa

gtaagaccag
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aggatttact
gttaggttta
atttggaaaa
taaaatagaa
tecatattea
aactactaaa
aagaatgatyg
gatggttatt
aggatccagy
aactgaagtt
aataaaccca
gggtacagtt
tctagctatg
tactcaaget
atttgcagga
aaaattagga
aacagttcaa
gttaactgct
agttttcaag
acttggtott
agcaggagaa
aagagaaaaa
aaggcgtatyg
tagttggaaa
ttggtagtga
tatacgcaga
atgaacttat
gagacttagg
gacttgatat
acttaatgge

gagtttttaa

gtagcaatge
gcagaaggcg
gctctttaca
gectgttaaac
gtggaagetg
gttgttcaaa
agagatgcta
tocagcaaatt
aggttagtta
azaatagatc
gatgataaaa
acagtagtaa
ggagctgatg
acttcctatg
agacaagcta
atacctcaga
agagcttggg
ataaaagagt
asagaagtta
aatggttect
ategttaata
catgtcattt
ggtatttget
aggaagagaa
agtagatgat
tagtcctctt
aaaagaaaga
accaagagtt
agatgaggca
aactatagcet

tgcgetteca

54

atactcttga
cattagctga
aattccaggg
aacttgttta
caagagctaa
tetttggtgyg
agataactga
tatttaaata
gaatgaaaat
caaaaacagg
atgcacttga
gcatggggec
aagcaatatt
cattagcagg
tagatggaga
taacatatgt
aagatggata
taaatcaacc
aaatatggag
gcacaaaagt
aaccaataaa
aatatatagg
gaacaaaggyg
ttggcagaca
ttggcaaaag
ttaaaacatt
aaaccagaaa
geaggtagag
acaaaaaatt
tgcogaaaaaa

agagatgcett

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580



caagaactgg
aagtgcttga
ttgtatcagg
cagatttatt
ataagagcta
gcggaatate
ctatcaataa
atttatataa
cccecgtagga
aagtaaaatt
tttaggcaat
aaagtataag
tgatccggaa
ggaagcagtt
attattaaaa
tagccatgga
tgcaaagett
tatacacatt
tectoctaaa
agatggttet
gaaggataaa
agttgaagca
tacattctta
aggatacecct
atgtataaac
atttaaacaa
tgatggagga
aatagttcct
tgttgttaca
ggagcttata
aagattcagt

ctcacattct

aaaaatagaa
agtagttaaa
tggaagagga
aggtggaact
tcaggttgga
aggtcaaata
agatgaaaac
ggttgttcca
tccaggaggt
gttagtgcag
gcttgtggag
agtgtaaaga
tcagaaaagt
aattgtaata
caaaagtata
tactgtagct
ataattgcag
tctgatatgg
ataggagaaqg
acacttoage
aaggatttgg
ggggtaatta
atgggaacta
gtagattatg
tcctgtgtag

ataagcggtg

aaatcaatte
attttaactg
gaatatggta
aaaattgecac
tgtaagettt

tgcagatata

aaaatagctg
tectgetggey
cttggtggtc
ataggtggat
caaactggta
caacatttag
gctccaatga
gaatttgtag
tagttagaat
acgaagctgt
cateteottac
tacacaatct
atattcatgg
gaacagatta
taaatgcaga
ttggagtatc
aagtaaacga
attacatagt
tagagaagac
ttggaatagy
gtatacattc
caaataagaa
agaaattata
taaatgatecc
aagtggattt
taggtggaca
ttgectatace
aaggagcggyg
ttgcacttct
atcctaaatt
aaacttaatg

atattgeccta
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caaatgttge
atacaataga
cagatggatt
ccegtgcaac
aaacagtaag
ctggtatgeca
tgcaagtagc
aacaagttaa
ggtttttaaa
atctaaagta
acttttagat
tatacttaat
aaatactttc
tactccatgc
tgtagetttt
aaccgattat
tcagatgeca
agaaagttca
aataggaaaa
agetattaca
agaaatgata
aaagteccctt
tgatttcata
taaggttatt
cacaggacaa
agttgattac
atctactgea
ggttactact
caagggcaaa
tagggaagaa
atttgecagt

gagctgaagt

aaaagatgac
tatttcagaa
caaagttctt
tatagatget
accaggtctt
ggatagtgga
ggatcttgeca
agctttaaat
aattggcagg
agctgtggag
gacttggotg
tataaaaatg
tttgtaagtg
tttttttatg
attcaagtaa
tcacaggcaa
agagttttag
cgtccaattc
tactgtgeat
gatgeagtac
tccgatggtg
catccaggaa
aatgataatc
atgcaaaatt
gtgtgtgetg
atgagaggag
getggeggea
tcaagatatg
tccataagag
ttaacagecte
aaaagagatt

tatatatgat

aataaaaata agagttacct taaatggtaa ctcttatttt tttaat

<210> 21

< 211> 4832

55

atcagaattg
gcagatgtaa
aaagaattag
ggctggatag
tatattgcat
tttatcgtag
attgtaggag
ctttaaggta
atctttataa
atagcataat
caaataagga
atatatatac
gaggtacaaa
aaataccaaa
gtaagcctga
tggtacagtc
gagacaattt
tagaattgac
ctottgtaga
ttttattett
ttgttgaatt
aaataattat
ctatggtaga
ctaagatggt
aaagtgtagg
ctagcatgge
aaatttcaag
atgttcaata
aaagagctaa
aatttgaaaa
gtttetaget

tatcttaagt

5640
5700
5760
5820
5880
5240
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
€420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6200
6260
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440

7500

7546



< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> pATh-LEM-23

<400> 21

ggcatttgte
ttacagcatc
gaaagggatt
tattttattc
agggcatttg
gaaatatata
tetattttca
ttgactagea
ttgaatgatt
ttgtgttaaa
tgaaaaggat
aaatgcagca
cgtatatget
tgagatgaaa
atttagaaaa
gagtggtgge
gtttggtcaa
tgcaagagca
tgctgaagag
ggaagaagct
gtgtaaggct
agcagaagta
tgtagaaaaa
agggaggtct

cgtggaattg

aactatagat
acattttgta
atattcaact
catgtcaaga
aaaaaatagg
catattataa
gattaaattt
aaattttttg
tttattgaaa
tttaaaggat
ggaaatgtgg
actttaaaag
gtgataatta
gatcttactyg
ttagaaaatt
tgtgaattgt
ccagaggttg
ataggcgttg
gcattaagaa
aaagctttag
gctataaatc
tttggggaat
agagacaagg
gtttaatgag

tgcaggcttt

ggtgaacctc
gcagaacgag
attatteccag
actctgttta
ctagtatatt
caataaaata
ttgottattt
atactttaat
aatacaacta
ccaggaggtt
cttcaataac
agatagatgc
ctgggtcagg
cagttgaggg
tagaaaaacc
cattgtecttg
gtcttggaat
gtatggctaa
taggtttggt
tagatgctat
aaggacttca
gttttgectac
cttttaaaaa
tattaaaagt

tgcagaageca
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tttgcacgaa
cactttcaat
ttacgttcat
tttcattaaa
gattgattat
agtattagtg
gatttacatt
ttgtgaaatt
aaaaggatta
agttagaatg
gttgaataga
cgcaataaac
taaagetttt
aagaaagttt
agttatagca
cgatataaga
tactccaggg
ggaacttata
aaataaagta
tattgttaat
gtgtgatata
agaagataga
taagtaaggc
gtagcecggttt

ggtatagatg

gttaccactce
atgatattta
agaaatttte
gaactataag
ttattttaaa
taggattttt
atataatatt
tottatcaaa
tagtataagt
gaatttaaaa
cctaaggeat
gacattgectg
gtagcaggag
tcagttettg
gctataaatg
atagcttcat
tttggaggta
tataccggaa
gttgagecag
gcacctatag
gatacaggtg
gtagaaggaa
cggecaaagt

taggtagtgg

taattatccg

56

ataactgcta
tgtccattgt
ctttctaaaa
tacaaagtat
atgecctaagt
aaatagagta
gagtaaagta
agttatattt
gtgtgtaatt
atatcattet
taaatgecatt
aagatgataa
cagatatage
gcaataaaat
gatttgcact
caaaggctaa
ctcaaagact
aagtaattaa
ataaattatt
ctgttagaat
tagcttatga
tgacagcatt
attgttaaaa
aactatgtct

tggaagaact

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

260

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500



gaaggtagta
aaggggaaaa
gaacttgaaa
ataaagaaag
actaatactt
ttcataggaa
ggtatgaata
aaaactectg
atgatcaatg
acagctatga
ggacttgatg
tatagagectc
ggaaaaggat
tagtcatgaa
agtctcttaa
aaaaagcagg
caggtttagg
ttccagectat
cacaaattat
ctagagetee
ttgttgatga
taacagcaga
ctcttgecatce
tagtteoetgt
ctagatttgg
gaacagttac
tgagtgcaga
gttcagecagg
ctattgaaaa
ttgecagetca
taaatggagg

ttactcttgt

ttggaaaagg
tttcececagga
aattggctga
actattttgg
cttcattatc
tgeoattteott
cttcacaaga
tagaagttgce
aagcagtagg
aattaggcgce
tagtteottge
atacattact
tcttogetta
agaagttgta
ggatgtacca
aataaaacca
acagaatcca
gactattaat
aaaagcagga
ttacttageg
aatgatcact
aaacatagct
acaaaaaaaa
agtaattaaa
atcaactata
agctggtaat
aaaagctaaa
agttgaccca
agcaggttgg
aagtttageca
agectattgec

acacgcaatg

tetagecagea
agatgctgat
ttgtgatctt
aaaattagaa
tataactgaa
taatccagca
aacttttgat
agaagcteeca
aattttggca
taatcaccca
agttatggat
tagaaaatat
ttaattaatt
atagctagtg
gcagtagatt
gaggatgtta
geaagacagy
aaggtttgtg
gatgotgacyg
aataacgoeta
gacggattgt
gagagatgga
gctgaagaag
ggcagaaagg
gaaggacttg
gcatcaggat
gagcttggag
gcaataatgg
acagttgatg
gtagcaaaag
cttggteate

caaaaaagag
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gtaaagaaag
aaaatagttg
ataatagaag
gaaatatgeca
gtagcaacag
aatgttatga
attataaaag
ggatttgttg
gaaggaatag
atgggtcctt
gtactttata
gtaagagcag
aagtttacaa
cagtaagaac
taggagctac
atgaagtcat
catcttttaa
gttcaggact
taataatage
gatggggata
gggatgcatt
acatttcaag
ctataaaatc
gagaaactgt
caaaattaaa
taaatgactg
taaaaccact
gatatggacc
aattagattt
atttaaaatt
caattggagce

atgcaaaaaa

cttatgataa
gaagagtaag
cagcatcaga
agcctgaaac
ctacaaagag
aattagttga
aagcttccat
taaacaagat
cttcagcaga
tagcattagg
gtgaaactgg
gatggcttgg
gaatggcgct
agcgattgga
agctataaag
tttaggaaat
agcaggatta
tagaacagtt
aggtggtatg
tagaatggga
taatgattac
agaagaacaa
aggtcaattt
agttgataca
acctgcectte
tgcagcagta
tgctaagata
ttteotatgea
aatagaatca
tgatatgaat
atcaggtgea

aggcttagca

57

aaaagtatea
tacaacaact
ggatatgaat
aatttttget
accagataaa
aatcataaga
taaaatagga
attagtacca
agatatcgat
agatcttatt
agattcaaaa
aagaaaatca
ttaggaggat
tcttatggaa
gaagcagtta
gttcttcaag
ccagttgaaa
agcttagcag
gaaaatatgt
aacgotaaat
cacatgggaa
gatgagtttg
aaagatgaaa
gatgagecace
aaaaaagatg
cttgtaatca
gtttettatg
acaaaagcag
aatgaagctt
aaagtaaatg
agaatacteg

actttatgta

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1820

1580

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420



10

taggtggogyg
gectaccecg
tataaaagta
ataattttag
aaggaaaagt
tatactgatc
acaaaggaaq
ccaaaattat
catgatagace
cagtcotgcaa
aattttatac
ttgactccte
gtagaagatg
ttcttgaagg
gaattagttg
attattacat
gtagaaggat
atggtatgta
gtaggattta
atggctgatg
tcaagaatag
caatatgttg
gctaaggage

gaaaaaagat

<210> 22

< 211> 4255

<212> ADN

acaaggaaca
taggatccag
aaattgttag
geaatgettyg
ataagagtgt
cggaatcaga
cagttaattg
taaaacaaaa
atggatactg
agcttataat
acatttotga
ctaaaatagg
gttctacact
ataaaaagga
aagcaggggt
tcttaatggg
accctgtaga
taaactcctg
aacaaataag
gaggaaaatc
ttectatttt
ttacagaata
ttataaaaat

tcagttgtaa

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> pATH-LEM-24

<400> 22

gcaatattge
gaggttagtt
tgcagacgaa
tggagecatct
aaagatacac
aaagtatatt
taatagaaca
gtatataaat
tagotttgga
tgcagaagta
tatggattac
agaagtagag
tcagcttgga
tttgggtata
aattacaaat
aactaagaaa
ttatgtaaat
tgtagaagtg
cggtgtaggt
aattcttgect
aactgaagga
tggtattgea
tgcacatecct

getttaageg
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tagaaaagtyg
agaatggttt
getgtateta
cttacacttt
aatcttatac
catggaaata
gattatactc
gcagatgtag
gtatcaaccyg
aacgatcaga
atagtagaaa
aagacaatag
ataggagcta
cattcagaaa
aagaaaaagt
ttatatgatt
gatcctaagg
gatttcacag
ggacaagttg
ataccatcta
gegggggtta
cttctcaagyg
aaatttaggg

at

ctaggaggta
ttaaaaattg
aagtaagetg
tagatgectt
ttaattataa
ctttctttgt
catgcttttt
cttttattca
attattcaca
tgecaagagt
gttcacgtec
gaaaatactg
ttccagatgce
tgatatccga
ccetteatee
tcataaatga
ttattatgca
gacaagtgtg
attacatgag
ctgcagetgg
ctacttcaag
gcaaatceat

aagaattaac

agtttatggce
gcaggatett
tggagatage
ggctgcaaat
aaatgatata
aagtggaggt
ttatgaaata
agtaagtaag
ggcaatggta
tttaggagac
aattctagaa
tgcatctctt
agtactttta
tggtgttgtt
aggaaaaata
taatcctatg
aaattctaag
tgctgaaagt
aggagctagce
cggcaaaatt
atatgatgtt
aagagaaaga

agctcaattt

atggaattta aaaatatcat tcttgaaaag gatggaaatg tggcttcaat aacgttgaat

agacctaagg cattaaatgc attaaatgca gcaactttaa aagagataga tgccgcaata

58

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3800

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4832

60

120



aacgacattg
tttgtagecayg
ttttcagttc
gcagctataa
agaatagctt
gggtttggag
atatataccg
gtagttgage
aatgcaccta
atagatacag
agagtagaag
ggccggcocaa
ttttaggtag
atgtaattat
aagcttatga
ttggaagagt
aagcagcate
gcaagcctga
cagctacaaa
tgaaattagt
aagaagcttc
ttgtaaacaa
tagcttcage
ctttageatt
atagtgaaac
caggatggct
caagaatgge
aacagcgatt
tacagctata
cattttagga
taaagcagga

acttagaaca

ctgaagatga
gagcagatat
ttggcaataa
atggatttge
catcaaaggc
gtactcaaag
gaaaagtaat
cagataaatt
tagctgttag
gtgtagctta
gaatgacagce
agtattgtta
tggaactatg
ccgtggaaga
taaaaaagta
aagtacaaca
agaggatatg
aacaattttt
gagaccagat
tgaaatcata
cattaaaata
gatattagta
agaagatatc
aggagatctt
tggagattca
tggaagaaaa
gctttaggag
ggatcttatg
aaggaagcag
aatgttctte
ttaccagttg

gttagcttag

taacgtatat
agctgagaty
aatatttaga
actgggtggt
taagtttggt
acttgcaaga
taatgctgaa
attggaagaa
aatgtgtaag
tgaagcagaa
atttgtagaa
aaaagggagyg
tctcgtggaa
actgaaggta
tcaaagggga
actgaacttg
aatataaaga
gctactaata
aaattcatag
agaggtatga
ggaaaaactc
ccaatgatca
gatacagcta
attggacttg
aaatatagag
tcaggaaaag
gattagtcat
gaaagtctet
ttaaaaaagc
aagcaggttt
aaattcecage

cagcacaaat

ES 2803 208 T3

gctgtgataa
aaagatctta
aaattagaaa
ggetgtgaat
caaccagagg
gcaataggeg
gaggcattaa
gctaaagcett
gctgctataa
gtatttgggg
aaaagagaca
tctgtttaat
ttgtgcaggce
gtattggaaa
aaatttccca
aaaaattggc
aagactattt
cttcttcatt
gaatgecattt
atacttcaca
ctgtagaagt
atgaagcagt
tgaaattagg
atgtagttet
ctcatacatt
gattcttcge
gaaagaagtt
taaggatgta
aggaataaaa
aggacagaat
tatgactatt

tataaaagca

ttactgggte
ctgcagttga
atttagaaaa
tgtecattgte
ttggtcttgg
ttggtatgge
gaataggttt
tagtagatge
atcaaggact
aatgttttge
aggcttttaa
gagtattaaa
ttttgcagaa
aggtctagca
ggaagatgct
tgattgtgat
tggaaaatta
atctataact
ctttaatcoca
agaaactttt
tgcagaagct
aggaattttg
cgctaatcac
tgcagttatg
acttagaaaa
ttattaatta
gtaatagcta
ccagcagtag
ccagaggatg
ccagcaagac

aataaggttt

ggagatgctg

59

aggtaaagct
ggygaagaaag
accagttata
ttgegatata
aattactcca
taaggaactt
ggtaaataaa
tattattgtt
tcagtgtgat
tacagaagat
aaataagtaa
agtgtagcgg
gcaggtatag
gcagtaaaga
gataaaatag
cttataatag
gaagaaatat
gaagtagcaa
gcaaatgtta
gatattataa
ccaggatttg
gcagaaggaa
ccaatgggtc
gatgtacttt
tatgtaagag
attaagttta
gtgcagtaag
atttaggage
ttaatgaagt
aggcatettt
gtggttcagg

acgtaataat

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

%60

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1320

1880

2040



agcaggtggt
atatagaatg
atttaatgat
aagagaagaa
atcaggtecaa
tgtagttgat
aaaacctgcce
ctgtgoagea
acttgetaag
acctttctat
tttaatagaa
atttgatatg
agcatcaggt
aaaaggctta
gtgctaggag
tttttaaaaa
ctaaagtaag
ttttagatgc
tacttaatta
atactttett
cteccatgett
tagcttttat
ccgattatte
agatgccaag
aaagttcacyg
taggaaaata
ctattccaga
aaatgatate
agtcccttca
atttcataaa

aggttattat

atggaaaata
ggaaacgcta
taccacatgg
caagatgagt
tttaaagatg
acagatgage
ttcaaaaaag
gtacttgtaa
atagtttett
gcaacaaaag
tcaaatgaag
aataaagtaa
gcaagaatac
gcaactttat
gtaagtttat
ttggecaggat
ctgtggagat
cttggctgca
taaaaatgat
tgtaagtgga
tttttatgaa
tcaagtaagt
acaggcaatg
agttttagga
tccaattcta
ctgtgcatct
tgcagtactt
cgatggtgtt
tccaggaaaa
tgataatcet

gcaaaattct

tgtctagage
aatttgttga
gaataacagc
ttgetettge
aaatagttee
acc¢ctagatt
atggaacagt
teatgagtyge
atggttcage
cagctattga
cttttgoage
atgtaaatgg
tcgttactet
gtataggtgg
ggcgoctace
ctttataaaa
agcataattt
aataaggaaa
atatatactg
ggtacaaagyg
ataccaaaat
aagcctgata
gtacagtctg
gacaatttta
gaattgacte
cttgtagaag
ttattcottga
gttgaattag
ataattatta
atggtagaag

aagatggtat
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tocttactta
tgaaatgatc
agaaaacata
atcacaaaaa
tgtagtaatt
tggatcaact
tacagctggt
agaaaaagcet
aggagttgac
aaaagcaggt
tcaaagttta
aggagctatt
tgtacacgeca
cggacaagga
cegtaggatc
gtaaaattgt
taggcaatge
agtataagag
atccggaatc
aagcagttaa
tattaaaaca
gccatggata
caaagcttat
tacacattte
ctectaaaat
atggttctac
aggataaaaa
ttgaagecagg
cattcttaat
gataccctgt

gtataaactce

gcgaataacg
actgacggat
gctgagagat
azagetgaag
aaaggcagaa
atagaaggac
aatgcatcag
aaagagettyg
ccagcaataa
tggacagttg
gcagtagcaa
gececcttggte
atgcaaaaaa
acagcaatat
caggaggtta
tagtgcagac
ttgtggageca
tgtaaagata
agaaaagtat
ttgtaataga
aaagtatata
ctgtagcttt
aattgcagaa
tgatatggat
aggagaagta
acttcagett
ggatttgggt
ggtaattaca
gggaactaag
agattatgta

ctgtgtagaa

60

ctagatgggg
tgtgggatge
ggaacatttc
aagctataaa
agggagaaac
ttgcaaaatt
gattaaatga
gagtaaaacce
tgggatatgg
atgaattaga
aagatttaaa
atccaattgg
gagatgcaaa
tgetagaaaa
gttagaatgg
gaagcetgtat
tetettacac
cacaatctta
attcatggaa
acagattata
aatgeagatg
ggagtatcaa
gtaaacgatc
tacatagtag
gagaagacaa
ggaataggag
atacattcag
aataagaaaa
aaattatatg
aatgatccta

gtggatttca

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2829

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

38490

3900



caggacaagt
ttgattacat
ctactgcage
ttactacttce
agggcaaatc

gggaagaatt

<210> 23

< 211> 4255

< 212> ADN

gtgtgetgaa
gagaggagct
tggcggcaaa
aagatatgat
cataagagaa

aacagctcaa

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> pATh-LEM-25

<400> 23

atggaattta
agacctaagg
aacgacattg
tttgtageag
ttttcagttc
gcagctataa
agaatagctt
gggtttggag
atatataceg
gtagttgage
aatgcaccta
atagatacag
agagtagaag
ggccggcocaa
ttttaggtag
atgtaattat
aagcttatga
ttggaagagt
aagcagcatc
gcaagectga

cagotacaaa

aaaatatcat
cattaaatge
ctgaagatga
gagcagatat
ttggcaataa
atggatttge
catcaaaggce
gtactcaaag
gaaaagtaat
cagataaatt
tagctgttag
gtgtagctta
gaatgacagce
agtattgtta
tggaactatg
ccgtggaaga
taaaaaagta
aagtacaaca
agaggatatg
aacaattttt

gagaccagat

agtgtaggat
agcatggctg
atttcaagaa
gttcaatatg
agagctaagg

tttgaaaaaa

tcttgaaaag
attaaatgca
taacgtatat
agctgagatg
aatatttaga
actgggtggt
taagtttggt
acttgcaaga
taatgectgaa
attggaagaa
aatgtgtaag
tgaagcagaa
atttgtagaa
aaaagggagg
tctegtggaa
actgaaggta
tcaaagggga
actgaacttg
aatataaaga
getactaata

aaattcatag
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ttaaacaaat
atggaggaaa
tagttcctat
ttgttacaga
agcttataaa

gattcagttg

gatggaaatg
gcaactttaa
gctgtgataa
aaagatctta
aaattagaaa
ggctgtgaat
caaccagagg
gcaataggeg
gaggcattaa
gctaaagett
gctgectataa
gtatttgggg
aaaagagaca
tctgtttaat
ttgtgeagge
gtattggaaa
aaatttccea
aaaaattgge
aagactattt
cttetteatt

gaatgeattt

aagcggtgta
atcaattctt
tttaactgaa
atatggtatt
aattgcacat

taagctttaa

tggcttcaat
aagagataga
ttactgggtce
ctgoagttga
atttagaaaa
tgtcattgte
ttggtcttgg
ttggtatgge
gaataggttt
tagtagatgce
atcaaggact
aatgttttge
aggcttttaa
gagtattaaa
ttttgoagaa
aggtctagca
ggaagatgct
tgattgtgat
tggaaaatta
atctataact

ctttaatcca

61

ggtggacaag
gctataccat
ggagcgoggy
gcacttctca
cctaaattta

gegat

aacgttgaat
tgeocgeaata
aggtaaagct
gggaagaaag
accagttata
ttgegatata
aattactcca
taaggaactt
ggtaaataaa
tattattgtt
tcagtgtgat
tacagaagat
aaataagtaa
agtgtagcgg
gocaggtatag
gcagtaaaga
gataaaatag
cttataatag
gaagaaatat
gaagtagcaa

gcaaatgtta

3960

4020

4080

4140

4200

4255

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

€660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260



tgaaattagt
aagaagcttc
ttgtaaacaa
tagettcage
ctttageatt
atagtgaaac
caggatggct
caagaatggce
aacagegatt
tacagctata
cattttagga
taaagcagga
acttagaaca
agcaggtggt
atatagaatg
atttaatgat
aagagaagaa
atcaggtcaa
tgtagttgat
aaaacctgec
ctgtgeagea
acttgctaag
acctttctat
tttaatagaa
atttgatatg
agcatcaggt
aaaaggctta
gtgctaggag
tttttaaaaa
ctaaagtaag

ttttagatge

tgaaatcata
cattaaaata
gatattagta
agaagatatc
aggagatctt
tggagattca
tggaagaaaa
getttaggag
ggatcttatg
aaggaagcag
aatgttette
ttaccagttg
gttagcttag
atggaaaata
ggaaacgcta
taccacatgg
caagatgagt
tttaaagatg
acagatgagc
ttcaaaaaaqg
gtacttgtaa
atagtttctt
gcaacaaaag
tcaaatgaag
aataaagtaa
gcaagaatac
gcaactttat
gtaagtttat
ttggcaggat
ctgtggagat

cttggetgea

agaggtatga
ggaaaaactc
ccaatgatca
gatacagcta
attggacttg
aaatatagag
tcaggaaaag
gattagtceat
gaaagtetet
ttaaaaaagec
aagcaggttt
aaattececage
cagcacaaat
tgtctagage
aatttgttga
gaataacage
ttgetettge
aaatagttcc
accctagatt
atggaacagt
tcatgagtge
atggttcagce
cagctattga
cttttgeage
atgtaaatgg
tcgttactet
gtataggtgg
ggegectace
ctttataaaa
agcataattt

aataaggaaa
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atacttcaca
ctgtagaagt
atgaagcagt
tgaaattagy
atgtagttet
ctcatacatt
gattcttcge
gaaagaagtt
taaggatgta
aggaataaaa
aggacagaat
tatgactatt
tataasaagca
tccttactta
tgaaatgatc
agaaaacata
atcacaaaaa
tgtagtaatt
tggatcaact
tacagctggt
agaaaaagcet
aggagttgac
aaaagcaggt
tcaaagttta
aggagctatt
tgtacacgca
cggacaagga
cegtaggate
gtaaaattgt
taggcaatge

agtataagag

agaaactttt
tgcagaagct
aggaattttg
cgctaatcac
tgeagttatg
acttagaaaa
ttattaatta
gtaatageta
ccageagtag
ccagaggatg
ccagcaagac
aataaggttt
ggagatgetg
gcgaataacyg
actgacggat
gotgagagat
aaagectgaag
azaggcagaa
atagaaggac
aatgcatcag
aaagagcttg
ccagcaataa
tggacagttg
gcagtagcaa
gceccttggtt
atgcaaaaaa
acagcaatat
caggaggtta
tagtgcagac
ttgtggagea

tgtaaagata

62

gatattataa
ccaggatttg
gcagaaggaa
ccaatgggte
gatgtacttt
tatgtaagag
attaagttta
gtgcagtaag
atttaggage
ttaatgaagt
aggcateottt
gtggttcagg
acgtaataat
ctagatgggg
tgtgggatge
ggaacattte
aagctataaa
agggagaaac
ttgcaaaatt
gattaaatga
gagtaaaace
tgggatatgg
atgaattaga
aagatttaaa
atccaattgg
gagatgcaaa
tgctagaaaa
gttagaatgg
gaagectgtat
tetettacace

cacaatctta

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2049

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120



tacttaatta
atactttctt
ctccatgctt
tagcttttat
ccgattatte
agatgccaaqg
aaagttcacg
taggaaaata
ctattecaga
aaatgatatc
agtccecttca
atttcataaa
aggttattat
caggacaagt
ttgattacat
ctactgcagc
ttactactte
agggcaaatc

gggaagaatt

<210> 24

< 211> 4255

< 212> ADN

taaaaatgat
tgtaagtgga
tttttatgaa
tcaagtaagt
acaggcaatg
agttttagga
tccaattcta
ctgtgcatct
tgcagtactt
cgatggtgtt
tccaggaaaa
tgataatcct
gcaaaattct
gtgtgctgaa
gagaggaget
tggcggcaaa
aagatatgat
cataagagaa

aacagctcaa

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> pATh-LEM-26

<400> 24

atggaattta
agacctaagg
aacgacattg
tttgtagcag
ttttcagtte
gcagctataa
agaatagett

gggtttggag

aaaatatcat
cattaaatge
ctgaagatga
gagcagatat
ttggcaataa
atggatttge
catcaaaggc

gtactcaaag

atatatactg
ggtacaaagg
ataccaaaat
aagcctgata
gtacagtctg
gacaatttta
gaattgactc
cttgtagaag
ttattcttga
gttgaattag
ataattatta
atggtagaag
aagatggtat
agtgtaggat
agcatggetg
atttcaagaa
gttcaatatg
agagctaagg

tttgaaaaaa

tcttgaaaag
attaaatgeca
taacgtatat
agctgagatg
aatatttaga
actgggtggt
taagtttggt

acttgcaaga
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atccggaatc
aagcagttaa
tattaaaaca
gccatggata
caaagcttat
tacacatttc
ctcctaaaat
atggttctac
aggataaaaa
ttgaagcagg
cattcttaat
gataccctgt
gtataaacte
ttaaacaaat
atggaggaaa
tagttcctat
ttgttacaga
agcttataaa

gattcagttg

gatggaaatg
gcaactttaa
gctgtgataa
aaagatctta
aaattagaaa
ggctgtgaat
caaccagagyg

gecaataggeg

agaaaagtat
ttgtaataga
aaagtatata
ctgtagecttt
aattgcagaa
tgatatggat
aggagaagta
acttcagctt
ggatttgggt
ggtaattaca
gggaactaag
agattatgta
ctgtgtagaa
aagcggtgta
atcaattett
tttaactgaa
atatggtatt
aattgecacat

taagctttaa

tggcttcaat
aagagataga
ttactgggtc
ctgcagttga
atttagaaaa
tgtcattgte
ttggteottgg

ttggtatgge

63

attcatggaa
acagattata
aatgcagatg
ggagtatcaa
gtaaacgatc
tacatagtag
gagaagacaa
ggaataggag
atacatteag
aataagaaaa
aaattatatg
aatgatccta
gtggatttca
ggtggacaag
gctataccat
ggagcggggy
gcacttetea
cctaaattta

gegat

aacgttgaat
tgcegecaata
aggtaaagct
gggaagaaag
accagttata
ttgecgatata
aattactcca

taaggaactt

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4255

60

120

180

240

300

360

420

480



atatataccg
gtagttgagc
aatgcaccta
atagatacag
agagtagaag
ggcocggecaa
ttttaggtag
atgtaattat
aagcttatga
ttggaagagt
aagcagcatc
gcaagecctga
cagctacaaa
tgaaattagt
aagaagcttc
ttgtaaacaa
tagettcage
ctttagcatt
atagtgaaac
caggatggcet
caagaatggc
aacagcgatt
tacagctata
cattttagga
taaagcagga
acttagaaca
agcaggtggt
atatagaatg
atttaatgat
aagagaagaa

atcaggtcaa

gaaaagtaat
cagataaatt
tagctgttag
gtgtagetta
gaatgacage
agtattgtta
tggaactatg
cegtggaaga
taaaaaagta
aagtacaaca
agaggatatg
aacaattttt
gagaccagat
tgaaatcata
cattaaaata
gatattagta
agaagatatc
aggagatctt
tggagattca
tggaagaaaa
getttaggag
ggatcttatg
aaggaagcag
aatgttette
ttaccagttg
gttagecttag
atggaaaata
ggaaacgcta
taccacatgg
caagatgagt

tttaaagatg

taatgectgaa
attggaagaa
aatgtgtaag
tgaagcagaa
atttgtagaa
aaaagggagy
tctegtggaa
actgaaggta
tcaaagggga
actgaacttg
aatataaaga
gctactaata
aaattcatag
agaggtatga
ggaaaaacte
ccaatgatca
gatacagcta
attggacttg
aaatatagag
tcaggaaaag
gattagtcat
gaaagtctct
ttaaaaaagc
aagcaggttt
aaattccagce
cagcacaaat
tgtctagage
aatttgttga
gaataacagc
ttgotettge

aaatagttce
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gaggcattaa
gctaaagctt
gctgctataa
gtatttgggg
aaaagagaca
tetgtttaat
ttgtgcagge
gtattggaaa
aaatttcececa
aaaaattggc
aagactattt
cttcttecatt
gaatgcattt
atacttcaca
ctgtagaagt
atgaagcagt
tgaaattagg
atgtagttct
ctcatacatt
gattcttage
gaaagaagtt
taaggatgta
aggaataaaa
aggacagaat
tatgactatt
tataaaagca
tccttactta
tgaaatgatc
agaaaacata
atcacaaaaa

tgtagtaatt

gaataggttt
tagtagatgc
atcaaggact
aatgttttge
aggcttttaa
gagtattaaa
ttttgcagaa
aggtctagea
ggaagatgct
tgattgtgat
tggaaaatta
atctataact
ctttaatcca
agaaactttt
tgcagaagct
aggaattttg
cgctaateac
tgcagttatg
acttagaaaa
ttattaatta
gtaatageta
ccagcagtag
ccagaggatg
ccagcaagac
aataaggttt
ggagatgctg
gcgaataacy
actgacggat
gctgagagat
aaagctgaag

aaaggcagaa

64

ggtaaataaa
tattattgtt
tcagtgtgat
tacagaagat
aaataagtaa
agtgtagegyg
gcaggtatag
gecagtaaaga
gataaaatag
cttataatag
gaagaaatat
gaagtagcaa
gcaaatgtta
gatattataa
ccaggatttg
gcagaaggaa
ccaatgggte
gatgtacttt
tatgtaagag
attaagttta
gtgcagtaag
atttaggagc
ttaatgaagt
aggcatettt
gtggttcagg
acgtaataat
ctagatgyggy
tgtgggatge
ggaacatttc
aagctataaa

agggagaaac

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1149

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340



tgtagttgat
aaaacctgce
ctgtgcagca
acttgctaag
acctttctat
tttaatagaa
atttgatatg
agcatcaggt
aaaaggctta
gtgctaggag
tttttaaaaa
ctaaagtaag
ttttagatge
tacttaatta
atactttctt
ctccatgcectt
tagettttat
ccgattatte
agatgocaag
aaagttcacyg
taggaaaata
ctattccaga
aaatgatatc
agtceocttca
atttcataaa
aggttattat
caggacaagt
ttgattacat
ctactgcage
ttactactte
agggcaaate

gggaagaatt

<210> 25

< 211> 568

< 212> ADN

acagatgagce
ttcaaaazag
gtacttgtaa
atagtttett
gcaacaaaag
tcaaatgaag
aataaagtaa
gcaagaatac
gcaactttat
gtaagtttat
ttggcaggat
ctgtggagat
cttggctgea
taaaaatgat
tgtaagtgga
tttttatgaa
tcaagtaagt
acaggcaatg
agttttagga
tocaatteta
ctgtgcatct
tgcagtactt
cgatggtgtt
tccaggazaa
tgataatcct
gcaaaattct
gtgtgctgaa
gagaggagct
tggcggcaaa
aagatatgat
cataagagaa

aacagctcaa

< 213> Secuencia Artificial

accctagatt
atggaacagt
tcatgagtge
atggtteage
cagctattga
cttttgecage
atgtaaatgg
tegttacteot
gtataggtgg
ggecgectacce
ctttataaaa
agcataattt
aataaggaaa
atatatactg
ggtacaaagg
ataccaaaat
aagcctgata
gtacagtctg
gacaatttta
gaattgacte
cttgtagaag
ttattcttga
gttgaattag
ataattatta
atggtagaag
aagatggtat
agtgtaggat
agcatggetg
atttcaagaa
gttcaatatg
agagctaagg

tttgaaaaaa
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tggatcaact
tacagctggt
agaaaaagct
aggagttgac
aaaagcaggt
tcaaagttta
aggagctatt
tgtacacgeca
cggacaagga
ccgtaggate
gtaaaattgt
taggcaatgce
agtataagag
atccggaatc
aagcagttaa
tattaaaaca
gcecatggata
caaagcttat
tacacattte
ctoctaaaat
atggttctac
aggataaaaa
ttgaagcagg
cattcttaat
gataccctgt
gtataaactc
ttaaacaaat
atggaggaaa
tagttcctat
ttgttacaga
agcttataaa

gattcagttg

atagaaggac
aatgcatcag
aaagagcttg
ccagcaataa
tggacagttg
gcagtagcaa
gocccttggtt
atgcaaaaaa
acagcaatat
caggaggtta
tagtgoagac
ttgtggagca
tgtaaagata
agaaaagtat
ttgtaataga
aaagtatata
ctgtagettt
aattgcagaa
tgatatggat
aggagaagta
acttcagctt
ggatttgggt
ggtaattaca
gggaactaag
agattatgta
ctgtgtagaa
aagcggtgta
atcaattctt
tttaactgaa
atatggtatt
aattgcacat

taagctttaa

65

ttgcaaaatt
gattaaatga
gagtaaaacc
tgggatatgg
atgaattaga
aagatttaaa
atccaattgg
gagatgcaaa
tgctagaaaa
gttagaatgg
gaagctgtat
tctcttacac
cacaatctta
attcatggaa
acagattata
aatgcagatg
ggagtatcaa
gtaaacgatc
tacatagtag
gagaagacaa
ggaataggag
atacattcag
aataagaaaa
aaattatatg
aatgatccta
gtggatttca
ggtggacaag
gctataccat
ggagcggggg
gcacttetea
cctaaattta

gcgat

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4255
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<220>

< 223> fragmento del promotor pta

<400> 25

cctgcaggea
ctgctattac
cattgtgaaa
ctaaaatatt
aagtataggg
ctaagtgaaa
agagtatcta
aaagtattga
atatttttga

gtaattttgt

<210> 26

<211>1314

<212> ADN

tttgtcaact
agcatcacat
gggattatat
ttattccatg
catttgaaaa
tatatacata
ttttcagatt
ctagcaaaat
atgattttta

gttaaattta

< 213> Clostridium kluyveri

<400> 26

atggttttta
gtatctaaag
acacttttag
cttatactta
ggaaatactt
tatactcecat
gatgtagett
tcaaccgatt
gatcagatge
gtagaaagtt
acaataggaa
ggagctattc

tcagaaatga

aaaattggca
taagctgtgg
atgccttgge
attataaaaa
tetttgtaag
gettttttta
ttattcaagt
attcacaggec
caagagtttt
cacgtccaat
aatactgtgc
cagatgcagt

tatccgatgg

atagatggtg
tttgtagcag
tcaactatta
tcaagaacte
aataggctag
ttataacaat
aaatttttge
tttttgatac
ttgaaaaata

aaggatcc

ggatctttat
agatagcata
tgcaaataag
tgatatatat
tggaggtaca
tgaaatacca
aagtaagcecct
aatggtacag
aggagacaat
tctagaattg
atctcttgta
acttttattc

tgttgttgaa
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aacctetttyg
aacgagcact
ttccagttac
tgtttattte
tatattgatt
aaaataagta
ttatttgatt
tttaatttgt

caactaaaaa

aaaagtaaaa
attttaggca
gaaaagtata
actgatccgyg
aaggaagcagqg
aaattattaa
gatagecatg
tctgcaaage
tttatacaca
actcctecta
gaagatggtt
ttgaaggata

ttagttgaag

cacgaagtta
ttcaatatga
gttcatagaa
attaaagaac
gattatttat
ttagtgtagg
tacattatat
gaaatttett

ggattatagt

ttgttagtge
atgcttgtgg
agagtgtaaa
aatcagaaaa
ttaattgtaa
aacaaaagta
gatactgtag
ttataattge
tttetgatat
aaataggaga
ctacacttca
aaaaggattt

caggggtaat

66

ccactcataa
tatttatgte
atttteettt
tataagtaca
tttaaaatge
atttttaaat
aatattgagt
atcaaaagtt

ataagtgtgt

agacgaagct
agcatctctt
gatacacaat
gtatattecat
tagaacagat
tataaatgca
ctttggagta
agaagtaaac
ggattacata
agtagagaag
gecttggaata

gggtatacat

tacaaataag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

568

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780



aaaaagtccc
tatgattteoa
cctaaggtta
ttcacaggac
caagttgatt
ccatctactg
ggggttacta
ctcaagggca

tttagggaag

<210> 27

<211> 433

< 212> PRT

ttcatccagg
taaatgataa
ttatgcaaaa
aagtgtgtgc
acatgagagqg
cagctggegy
cttcaagata
aatccataag

aattaacagc

< 213> C. carboxidivorans

<400> 27

Met Asp
1

Ala Vval

Val Ala

35

Asn Tyr

50

Glu
65

Tyr

Phe Val

Phe Thr

Tyr Leu

His Gly

130

Trp

Ser

Glu

Glu

Ala

Gly

Pro

Pro

115

Tyr

Lys Lys Le

Aszn Ile

20

Pro Thr Gl

Asn Val Gl

Gln Glu Gl

70

Ala Ser

Cys
100

Cys
val

Asp

Cys Ser

Lys

Thr

Phe

val

Phe

aaaaataatt
tcctatggta
ttctaagatg
tgaaagtgta
agctagcatg
caaaatttca
tgatgttcaa
agaaagaget

tcaatttgaa

u Tyr Lys

Asn

Ser

Ile
40

u Leu

u Val val

55

y Met Glu

Lys Asp

Tyr Glu

vVal Leu

120

Gly Val

135
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attacattct
gaaggatacc
gtatgtataa
ggatttaaac
gctgatggag
agaatagttc
tatgttgtta
aaggagctta

aaaagattca

Ser Lys Leu

10

Ser val

25

Arg

Asp Ala Leu

Hig Met Val

Phe
15

Lys Tyr

Ala Val Asn

Leu Pro

105

Arg

Ile Gln val

Ser Asn Asp

taatgggaac
ctgtagatta
actecctgtgt
aaataagcgg
gaaaatcaat
ctattttaac
cagaatatgg
taaaaattge

gttgtaaget

Val Ser

val val

Val Ala

45

Asp Met

Lys Tyr
Ser

Gly

Leu Phe

Ala

Ser

Asn

Gly

Asn

Arg

Glu

taagaaatta
tgtaaatgat
agaagtggat
tgtaggtgga
tcttgetata
tgaaggagcg
tattgecactt
acatcctaaa

ttaa

Lys Glu

15

Ile Ala

Lys Glu
Ser

Lys

Ile
80

Ser
Ser

Asp

Glu Gly

110

Ser Lys

125

Tyr Thr

140

67

Pro

Lys

Asp Lys

Pro Ala

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1314



Ala

143

Arg

Val

Lys

Gly

Leu

225

Ser

Glu

Thr

Tyr

Lys

305

val

Gln

ITle

Val

val
385

Asp

Val

Glu

Ile

Ser

210

Phe

Asp

Lys

Lys

Pro

290

Met

Cys

Val

Ile

Pro

370

Asp

Cys

Leun

Thr

Glu

195

Thr

Leu

Gly

Thr

Lys

275

val

Ile

Ser

Asp

Ala

355

Leu

Tyr

Ala

Gly

Ser

180

Glu

Leu

Lys

val

Leu

260

Leu

Ser

Ser

Glu

Phe

340

Ile

Ile

Ile

Lys

Asp

165

His

Ala

Gln

Asp

val

245

Asn

Tyr

Tyr

Ile

Ser

325

Ile

Pro

Glu

Ile

Met

150

Ser

Pro

Ile

Leu

Lys

230

Asp

Pro

Asp

val

Asn

310

Ile

Arg

Ser

Lys

Thr
390

val

Phe

Ile

Gly

Gly

215

Lys

Leu

Gly

Phe

Asn

295

Ser

Gly

Gly

Thr

Gly

375

Glu

Ile

Ile

Met

Glu

200

Ile

Asp

Val

Lys

Ile

280

Asp

Cys

Met

Ala

Ala

360

Thr

Tyr

Ala

His

Glu

185

Tyr

Gly

Leu

Glu

Ile

265

Asp

Pro

Val

Asn

Asn

345

Ala

Pro

Gly
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Glu

Ile

170

Leu

Cys

Ala

Gly

Ser

250

val

Asp

Thr

Glu

Gln

330

Met

Lys

Ile

Ile

val

155

Ser

Lys

Ala

Ile

Ile

235

Gly

val

Asn

val

val

315

Ile

Cys

Gly

Thr

Ala
395

Asn

Asp

Gln

Ser

Pro

220

His

val

Thr

Pro

Ile

300

Asp

Ser

Lys

Lys

Thr

380

Arg

68

Glu

Ile

Pro

Leu

2058

Asp

Ser

Ile

Phe

Met

285

Met

Leu

Gly

Asp

Val

365

Ser

Leu

Asn

Asp

Lys

190

Ile

Ala

Glu

Asn

Phe

270

Val

Lys

Met

Ile

Gly

350

Ser

Lys

Met

Tyr

175

Ile

Glu

val

Met

Asn

255

Met

Glu

Asn

Gly

Gly

335

Lys

Arg

Thr

Ser

Pro

160

Tle

Gly

Asp

Leu

Ile

240

Lys

Gly

Ser

Ser

Gln

320

Gly

Ala

Tle

Asp

Lys
400
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Ser Leu Lys Glu Arg Ala Arg Ala Leu TIle Asn Tle Ala His Pro Asp

405

410

415

Phe Arg Ala Trp Leu Ile Asp Glu Tyr Glu Lys Arg Phe Lys Thr Lys
430

Phe

<210> 28

<211> 1179

< 212> ADN

420

< 213> Clostridium acetobutylicum

<400> 28

atgaaagaag
cttaaggatg
gcaggaataa
ttaggacaga
gctatgacta
attataaaag
gotccttact
gatgaaatga
gcagaaaaca
gcatcacaaa
cctgtagtaa
tttggatcaa
gttacagctg
gcagaaaaag
gcaggagttg
gaaaaagcaqg
gctcaaagtt
ggaggagcta
cttgtacacg

ggcggacaag

<210> 29

<211> 849

<212> ADN

ttgtaatagc
taccagcagt
aaccagagga
atccagcaag
ttaataaggt
caggagatgc
tagcgaataa
tcactgacgg
tagctgagag
aaaaagctga
ttaaaggcag
ctatagaagg
gtaatgcatc
ctaaagaget
acccagcaat
gttggacagt
tagcagtage
ttgcccttgg
caatgcaaaa

gaacagcaat

tagtgcagta
agatttagga
tgttaatgaa
acaggcatet
ttgtggttca
tgacgtaata
cgctagatgg
attgtgggat
atggaacatt
agaagctata
aaagggagaa
acttgcaaaa
aggattaaat
tggagtaaaa
aatgggatat
tgatgaatta
aaaagattta
tcatccaatt
aagagatgca

attgctagaa

425

agaacagcga
gctacagcta
gtcattttag
tttaaagcag
ggacttagaa
atagcaggtg
ggatatagaa
gcatttaatg
tcaagagaag
aaatcaggtc
actgtagttg
ttaaaacctg
gactgtgcag
ccacttgeta
ggacctttect
gatttaatag
aaatttgata
ggagcatcag
aaaaaaggct

aagtgctag

ttggatctta
taaaggaagc
gaaatgttct
gattaccagt
cagttagctt
gtatggaaaa
tgggaaacgce
attaccacat
aacaagatga
aatttaaaga
atacagatga
ccttcaaaaa
cagtacttgt
agatagttte
atgcaacaaa
aatcaaatga
tgaataaagt
gtgcaagaat

tagcaacttt

69

tggaaagtct
agttaaaaaa
tcaagcaggt
tgaaattcca
agcagcacaa
tatgtctaga
taaatttgtt
gggaataaca
gtttgectett
tgaaatagtt
gcaccctaga
agatggaaca
aatcatgagt
ttatggttceca
agcagctatt
agcttttgea
aasatgtaaat
actcgttact

atgtataggt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1179



< 213> Clostridium kluyveri

<400> 29

atgagtatta
gcttttgcag
aaaggtctag
caggaagatg
gctgattgtg
tttggaaaat
ttatctataa
ttetttaate
caagaaactt
gttgcagaag
gtaggaattt
ggcgctaate
cttgcagtta
ttacttagaa

gcttattaa

<210> 30

<211>780

<212> ADN

aaagtgtagc
aagcaggtat
cagcagtaaa
ctgataaaat
atcttataat
tagaagaaat
ctgaagtage
cagcaaatgt
ttgatattat
c¢tecaggatt
tggcagaagg
acccaatggg
tggatgtact

aatatgtaag

< 213> Clostridium kluyveri

<400> 30

atggaattta
agacctaagg
aacgacattg
tttgtageag
ttttcagtte
gcagetataa
agaatagctt
gggtttggag
atatataccg
gtagttgage
aatgcaccta

atagatacag

aaaatatcat
cattaaatgc
ctgaagatga
gagcagatat
ttggcaataa
atggatttge
catcaaaggc
gtactcaaaqg
gaaaagtaat
cagataaatt
tagctgttag

gtgtagectta

ggttttaggt
agatgtaatt
gaaagcttat
agttggaaga
agaagcagca
atgcaagcct
aacagctaca
tatgaaatta
aaaagaagct
tgttgtaaac
aatagctteca
tectttageca

ttatagtgaa

agcaggatgg

tcttgaaaag
attaaatgca
taacgtatat
agcetgagatg
aatatttaga
actgggtggt
taagtttggt
acttgcaaga
taatgctgaa
attggaagaa
aatgtgtaag

tgaagcagaa
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agtggaacta
atccgtggaa
gataaaaaag
gtaagtacaa
tcagaggata
gaaacaattt
aagagaccag
gttgaaatca
tccattaaaa
aagatattag
gcagaagata
ttaggagatc
actggagatt

cttggaagaa

gatggaaatg
gcaactttaa
gcetgtgataa
aaagatctta
aaattagaaa
ggctgtgaat
caaccagagg
gcaataggcyg
gaggcattaa
gctaaagett
getgetataa

gtatttgggg

tgtctcgtgg
gaactgaagg
tatcaaaggg
caactgaact
tgaatataaa
ttgctactaa
ataaattcat
taagaggtat
taggaaaaac
taccaatgat
tcgatacage
ttattggact
caaaatatag

aatcaggaaa

tggcttcaat
aagagataga
ttactgggte
ctgecagttga
atttagaaaa
tgteattgte
ttggtcttgg
ttggtatggce
gaataggttt
tagtagatge
atcaaggact

aatgttttge

70

aattgtgcag

tagtattgga
gaaaatttec
tgaaaaattg
gaaagactat
tacttcttca
aggaatgeat
gaatacttca
tcctgtagaa
caatgaagea
tatgaaatta
tgatgtagtt
agctcataca

aggattette

aacgttgaat
tgccgecaata
aggtaaagct
gggaagaaag
accagttata
ttgegatata
aattactcca
taaggaactt
ggtaaataaa
tattattgtt
tcagtgtgat

tacagaagat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

849

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720



10

ES 2803 208 T3

agagtagaag gaatgacagc atttgtagaa aaaagagaca aggcttttaa aaataagtaa

<210> 31

<211>1140

<212> ADN

< 213> Clostridium kluyveri

<400> 31

atggatttta
gaaaatgaag
acagtagaaa
ggctcaggta
acttcatcat
tggggtacag
ggagcatttg
gotgttttag
gcatatgcag
ataacagcat
aagttgggaa
aaagaaaata
ggaggaagaa
gcacttaatt
ttagcatgga
aaagcagcag
ttagctgecgg
tatggattca

atatatgaag

<210> 32

<211>780

<212> ADN

cattaacaaa
ttaaacctat
aatttgctaa
cagattattt
caactatatt
aagaacagaa
gtttaactga
aaggggatca
atacttttgt
ttatagttga
ttagagatte
tgttaggaaa
ttggtatagec
atatgaaaga
tggttgcaga
taaataaaca
ctactgtagc
ctaaggatta

gaacttcaca

< 213> Clostridium kluyveri

<400> 32

cgagcaaaaa
agctgotgaa
atacggaatg
atcctatata
gtcagcacat
acaaaaatac
acctaatgca
ttatgtatta
aatatttgca
aaaagatttc
ctcaactaca
agaaggaaaa
agcacaagcg
aagaaaacaa
attagatact
aatgggtctt
tatggaaaca
tccagtagaa

agtacaaaag

tttgtagaac
atagatgaaa
atgggtatge
atagcagtag
acttecacttt
ttagttecte
ggtactgatg
aatggacaaa
atgacagaca
cctggtttct
gaacttatat
ggatttactg
ttaggtttag
tttggaaaag
aaaatagaaqg
ccatattcag
actactaaag
agaatgatga

atggttattt

aaatggtaag
cagaaaggtt
cttttecagt
aaggacttgc
gtgcagcaca
ttgecaaaggg
ctgctggaca
aaatatttat
gaagcaaggg
ccataggaaa
ttgagaattg
tagcaatgca
cagaaggcgc
ctetttacaa
ctgttaaaca
tggaagctgc
ttgttcaaat
gagatgctaa

cagcaaattt

71

tgaatttact
tcctettgag
tgaatacgge
aaagagttgt
tatttatgat
agaaaaactt
gcagacaaca
tacaaatggt
tacaagagga
atctgaagat
catagttcca
tactcttgat
attagctgaa
attccaggga
acttgtttat
aagagctaaa
ctttggtgga
gataactgaa

atttaaataa

780

60

120

130

240

300

360

420

430

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140



atgaaaatag
aaaacaggaa
gcacttgaag

atggggcctc

gcaatattag
ttagcaggag
gatggagata
acatatgtag
gatggatatg
aatcaaccaa
atatggagtg
acaaaagtta

ccaataaaag

<210> 33

<211> 1005

< 212> ADN

tagtttgctt
cattaataag
aatcaattge

cacaggcagt

tttcagacag
cacttaaaaa
ctgecacaggt
aaaaagttga
aagtagcaaa
gatatatgaa
ctgacgactt
agagatcaca

aagcagtage

< 213> Clostridium kluyveri

<400> 33

aaagcaagta
agaaggcgtt
tttaaaagaa

ggatgcactt

agcttttgea
tttagaatat
tggacctcaa
tgtagatgga
aattaaaact
catgaagaac
agatgtagat
tacaaaagaa

atattcaatt

ES 2803 208 T3

ccagatacaa
ccatcaataa

aaagtagggg

agagaagctc

ggagcagata
gatttaatat
atagcagaaa
gatactttaa
ccatgcatgt
atatttgaag
aaaaataaac
gcaaaaggag

tcaaaattaa

ctgaagttaa
taaacccaga
gtacagttac

tagctatggg

ctcaagctac
ttgcaggaag
aattaggaat
cagttcaaag
taactgctat
ttttcaagaa
ttggtcttaa
caggagaaat

gagaaaaaca

72

aatagatcca
tgataaaaat
agtagtaagce

agctgatgaa

ttectatgea
acaagctata
acctcagata
agcttgggaa
aaaagagtta
agaagttaaa
tggttectge
cgttaataaa

tgtcatttaa

60

120

180

240

300

360

420

430

540

600

660

720

780



atgaacttag
caaaaagtag
gaattaactg
tatggagcag
ggatacacta
ggagctacat
cttacagcag
agacctgcat
atgtcaacag
aaaatagaaa
gtagttaaat
ggaagaggac
ggtggaacta
caggttggac
ggtcaaatac
gatgaaaacg

gttgtteccag

<210> 34

<211>1140

<212> ADN

cagaatacaa
cacttcaatt
ctgtattact
acaatgtttt
aagtaataga
ttatcggaag
actgtacagg
ttggtggaaa
taagaccagg
aaatagctge
ctgetggega
ttggtggtce
taggtggatc
aaactggtaa
aacatttage
ctccaatgat

aatttgtaga

aggcgtatgyg
agttggaaaa
tggtagtgaa
atacgcagat
tgaacttata
agacttagga
acttgatata
cttaatggeca
agtttttaat
aaatgttgeca
tacaatagat
agatggattc
cegtgecaact
aacagtaaga
tggtatgeag
gcaagtagcg

acaagttaaa

< 213> Clostridium acetobutylicum

<400> 34

ES 2803 208 T3

gtatttgctg
ggaagagaat
gtagatgatt
agtcetottt
aaagaaagaa
ccaagagttg
gatgaggcaa
actatagctt
gegetteocaa
aaagatgaca
atttcagaag
aaagttctta
atagatgctg
ccaggtettt
gatagtggat
gatcttgcaa

gotttaaate

aacaaaggga
tggcagacac
tggcaaaaga
taaaacatta
aaccagaaat
caggtagagt
caaaaaattt
gcgaaaaaac
gagatgette
tcagaattga
cagatgtaat
aagaattagc
gctggataga
atattgecatg
ttategtage
ttgtaggaga

tttaa

73

tggagaacta
tttaggagta
attagttgca
tactacagat
attacttata
ttttacaggt
gatgatgaca
aagacctcaa
aagaactgga
agtgcttgaa
tgtatcaggt
agatttatta
taagagctat
cggaatatca
tatcaataaa

tttatataag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

9200

960

1005



atggatttta
gaaaatgaag
aatgtaaaga
ggcgcaggtyg
ggtactacag
catggtacag
ggtgcttatg
gectgtacttg
ggagttgcag
atatcagcat
aagcttggaa
gtagaaaaca
ggaggaagaa
gcaagagett
cttgcatgga
aaagcagcat
cttecatgetg
tacggatata

atatatgaag

<210> 35

<211>1011

< 212> ADN

atttaacaaqg
ttaaacctat
aaatgggtca
gagatgtatt
gagttattct
aagaacaaaa
gattgactga
aaggagatca
atacttttgt
ttataataga
taagagcttc
tgattggtaa
ttggtatagec
acatgaagga
tgatggcaga
atcttaaaca
caaatgtage
caaaagatta

gaacttcaga

agaacaagaa
agcagcagaa
gtatggtatg
atcttatata
ttcagcacat
acaaaaatat
gccaaatgca
ttatgtaatt
tatatttgca
aaaaggcttc
atcaacaact
agaaggaaaa
agctcaagct
gagaaaacaa
tatggatgta
agcaggactt
aatggatgta
tecagttgaa

agttcagaaa

< 213> Clostridium acetobutylicum

<400> 35

atgaataaag
caaaaggtat
gaattaacag
catggagcag
ggatatgcta
ggagctactt
ttaactgetg

agaccagegt

cagattacaa
cattggaatt
ctgttttact
ataaggtttt
aagttatatg
tecataggaag
attgtacate

ttggtggaaa

gggcgtatgg
attaggtaaa
tggacataat
agcagcagat
tgatttagtt
agatttagga
acttgacata

tttgatagcet

ES 2803 208 T3

ttagtaagac
attgatgaaa
atgggaatte
atcgccgttg
acatcacttt
ttagtacctt
ggaacagatt
aatggttcaa
atgactgaca
aaaggtttct
gaacttgtat
ggcttceccta
ttaggtatag
tttggaagaa
gctatagaat
ccatacacag
acaactaagg
agaatgatga

ttagttattt

gtgtttgctg
ggtaaggaaa
actgaaaaaa
aatgaacttt
aatgaaagaa
ccaagaatag
gatgtagaaa

acaatagttt

agatggttag
cagaaagatt
cattttcaaa
aggaattatc
gtgcttcatt
tagctaaagg
ctggagcaca
aaatattcat
gaactaaagg
ctattggtaa
ttgaagatat
tagcaatgaa
ctgaaggtgc
gcecttgacaa
cagctagata
ttgatgctge
cagtacaatt
gagatgctaa

caggaaaaat

aacaaagaga
tggctgagaa
tgtcaaagga
tagcacattt
agccagaaat
cagcaagact
atagagattt

gttcagacca

74

agaatttgcet
tccaatggaa
agagtatggt
aaaggtttge
aataaatgaa
tgaaaaaata
acaaacagta
aactaatgga
aacaaaaggt
agttgaacaa
gatagtacca
aactcttgat
tttcaacgaa
attccaaggt
tttagtatat
aagagctaag
atttggtgga
gataactgaa

ttttagataa

cggagaatta
attaggegtt
tttattatct
ttcaacagat
attattcata
ttctactggt
attggctaca

cagaccacaa

60

120

130

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

60

120

180

240

300

360

420

480



10

atggctacag
gatgataaaa
tcaaaagttg
gctggtggta
ttacttggtg
gaccttcaag
atatcaggag
aataaagatg

aataaagttg

<210> 36

<211>780

< 212> ADN

taagacctgg
tagaaaaagt
ttaagcttge
gaggagttgg
gaacaatagc
taggtcaaac
ctatccageca
tagaagecee

taccagaatt

tgtgtttgaa
tgcaattaaa
taaagatatt
aagcaaagaa
cgcttcaaga
tggtaaaact
tttagecaggt
aataatgaag

aatagctcaa

< 213> Clostridium acetobutylicum

<400> 36

atgaatatag
gttaagggaa
gcacttgagg
atgggacctc
getgtacttt
attgcageag
gatggagata
acttatgttg
gatggatatg
aatgttccaa
atgtggactg
actaaagtta

cctgttaagg

<210> 37

<211> 1689

< 212> ADN

ttgtttgttt
cacttataag
aagctttagt
cacaagctaa
taacagatag
gaattaagaa
cagctcaggt
agaaagttga
aagttgttga
gatatatgag
ccgatgatat
agaagtcatc

aagcagetge

< 213> Clostridium kluyveri

<400> 37

aaaacaagtt
agaaggagtt
attaaaagat
aaatgcttta
agcatttgga
gctaaaatat
tggaccagaa
agttgatgga
agttaagaca
tgtagaaaaa
agatgtagat
aactaaagaa

atatgttgte

ES 2803 208 T3

aaattacctyg
ttaacagcat
gcagatateg
aactttgaaa
gcagcaatag
gtaagaccaa
atgcaagatt
gtagcagatt

gttaaagctg

ccagatacag
ccatcaataa
aattatggtg
gtagaagctt
ggagcagata
gatatagttt
atagctgage
gatactttaa
ccagttettt
atattcggag
aaggctaatt
gttaaaggac

tcaaaattaa

ttaatgatge
cagacataag
gagaagctaa
aacttgaaga
aaaaagaatg
ctctttatat
cagattacat
tggctatagt

ctaataatta

cggaagttag
taaatccaga
cacatgtaac
tggctatggg
cacttgegac
ttgetggaag
atcttggaat
agattagaaa
taacagcaat
catttgataa
taggtcttaa
agggagaagt

aagaagaaca

75

aaatgtttet
aacaaaagtt
ggtattagtt
gttagcaagt
ggttgataag
tgcatgtggt
aattgctata
tggtgatgta

a

aatagatcca
tgataaaaac
agttataagt
tgctgatgaa
ttecacataca
goaggcetata
acctcaagta
agcttgggaa
taaagaatta
agaagtaaaa
aggttcacca
tattgataag

ctatatttaa

540

600

660

720

780

840

300

960

1011

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780



atgaactttg

gaagcaaaaa

atagttaatg
ggagcgggaa
gcaggtgtgg
tttgggacaa
getgettttg
geggttttag
gattatgcag
ataagtgcct
aaaatgggta
aaatataatc
ggtgggegcea
gcactaaget
atagcattta
agtgcagctg
ttgtatgctt
tcaggattta
atatatgaag
cctaaaaaaqg
acgggaaacc
tttttaaatt
agtatagecag
ttgcocotttaa
gtggctgaag
ttcggtggaa
attgaaaatg
agttcagatt

ttaaaatag

<210> 38

<211>789

< 212> ADN

aactcaccaa

tegagectat

agatggggga

aagatgtatt
gtgttatatt
aagaacaaaa
gtettacaga
aaggegatca
atacttatgt
ttattattga
tacgttectte
ttttgggaaa
taggtattge
actecaagga
aacttgcgga
tattaaagca
ctgatatttg
ttaaaggatt
gaactaatga
aacctattga
gtaggagggt
atattaaaag
acgcagataa
tacaatcact
aaagggaatg
cattttatcet
ctggaattat

atggtattgt

< 213> Clostridium kluyveri

agadacaacaa

tgecatttcaa

tctatctatt
gagctatgct
atctgcacac
agaaaaatat
acctaatget
ttatgtcata
aatatttgeg
gaagggtatg
cgctacagea
agaaaatgag
ggcacaggca
aagagttcag
tatggctact
ggaacataaa
ccttgaagtt
tcctgtagag
gattcaaaga
ggasaaataaa
cattataaaa
tgazaatata
agtatgcagt
agcggataca
gctgccactt
tgccattggt
aactgctata

aggagatcta

ES 2803 208 T3

atgattagag

ctagatgaga

atgggtcttce
attgcggtag
acatctettg
ctagtteccac
ggaagtgatg
aatggttcta
gttacaacte
gatggattta
gagecttttat
ggctttaaaa
cttggaattyg
tttggaaaac
aaaattcggg
aattatggaa
gttaatgatg
cgtatgtacc
cttattatct
gaaaataaag
gaaggotcte
gatattaata
ataggactgg
gttggtgetg
gatcgttatg
atatcaggac
aacatagatg

tatgaaattg

ataatgtteg

aaaatatatt

catacccaaa
aagaactatc
gaacttggecc
tggccteggyg
ccggcaagac
aggtatttat
caggtttggyg
cttttggtac
ttaaaaattt
ttgccatgeca
cccagggtge
ctatttcaag
cggctagatt
tggaatccge
cagtgcaaat
gtgatgctaa
ccaatgatat
ttaataaagec
caaaagaaaa
aaagtgaage
gattaaagga
aacttggetg
taggcatatc
aagttcaaca
aggatgctece

tgecgetget

76

aaagtttgca

tcetgaagaa

agaatatggt
aagggtagat
tattatggag
caagaaaatt
agaaactaca
aacaaatgeg
aaccaaggga
tcattataat
gaaggtacca
gaccctagaa
atatgagaaa
acaacaatcc
tatggtatat
tatggcgaaa
atatgggggc
gatctgtaca
tttaggtaaa
aaaacctata
ggtggatgca
ttctaaagga
taaaaaagac
ttccagacct
gggtcagaaa
tttaaaggga
tatatttaag

tattgaggcet

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

300

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1689



<400> 38

atgtttaatec

atcaaacctyg
ctggcagcgt
gatagaaaat
acatacacat
gatgctaaaa
gtaaaagtga
gtggcagegg
gatttgctgg
aaggactttc
ggaatttcag
atcaatacag
atgtataagg

aattgttaa

<210> 39

<211> 894

< 212> ADN

taccagaaga

aaattttttt
ccttaaatac
tggttcagat
atccccagat
ggcagggaga
taacacaact
gtaaaggatt
gaggtgtagt
aagtaggata
gagcaccgca
atccttcage

taatacctga

< 213> Clostridium kluyveri

<400> 39

agtaacctat

gattggtgce
gggacttaca
aagaccgget
ggctacagty
tattttaaag
tagatcccag
gaaaaaggca
tggagccago
cagcggcaac
gcaccttgca
tcctatattt

tttgataact

ES 2803 208 T3

acaattaacc

actaccetgg
gcagattgta
tttagcgaaa
agatataaag
gtagaggett
gaaattaata
gaagatatgg
agggaaatag
agggtaaaac
ggaatgaaag
aatatagcag

aagataaaag

tgaagaattt

gaagatcatt
caggtcttga
atatactgge
aatttgacga
taagactega
tatctgatge
ctatgttaaa
ttgaagaagg
ctaaattata
aatcggggtt
actacggaat

aaagcagttt

77

aattaaagat

ggcacctagg
aatcgatgaa
tcatataaaa
gggcacaaga
aaatgaactg
aaatgtagta
ggagttageg
gtttatatce
tatagcttgt
tattgttgeca
agttgatgat

agaaactata

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

789



atgggtggta
atttgtttga
ceggatatgg
agtgcagaaa
aatatcgatg
aaagaatgta
ggttcagata
tatgatctgg
gaagttgcag
aataaggaca
aaatttcecat
aaaaataaga
gaatttttga
gaaattceoece

gcagagaatg

<210> 40

< 211> 2524

<212> ADN

ccgeggeaga
gagaaaggaa
aaaaagtaaa
teaatcoettt
ccagagttac
ttgcaagggg
caaaggegac
taatcgetgyg
aatttttaaa
geatggaggt
gtcttattac
tgaaagocag
atgaggataa
aaatagaaaa

aattaattaa

< 213> Secuencia Artificial

<220>

catttcgecc
agaagcttta
atttgacaga
tgatttaaat
tgctgtaagt
tgetcatgaa
ttctaaaata
agaaaagact
tataccteat
acattctgaa
agttacaaag
aaaagcagag
tgttggettt
aagacaggga

tatatttaaa

ES 2803 208 T3

cagcgaaata
atggatatta
gaaaagggag
gcactggaaa
atggggeccte
ggagtgcttyg
cttgecagtg
gtagatggag
gcaagttatg
atctgggaag
gatatcaate
attaagatat
aagggttcac
aaaatttata

aagattaagg

ggtctgtett
tagttttagt
tagtagatag
cagcagttca
caaatacaga
taagtgatag
ccattaaaaa
atacaggaca
taagtaaaat
gaacttattt
atccaagatt
taaagcttga
ctacaaaagt
gggagtcaga

ttttggaggt

tttatttgee
taaacaagtt
aacatctgee
aatagctgaa
aagtgecgtta
aaaatttgga
gttgggagce
ggttggtcce
tacagaaatg
aaaaagtata
gecttetttt
ggatttagaa
aaagaaaata
tactgttgag

gtag

< 223> trans-2-enoil-CoA reductasa (TER_Eg(coCl)) optimizada codénicamente

<400> 40

78

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

894



gcaggtggta
tatagaatgg
tttaatgatt
agagaagaac
tcaggtcaat
gtagttgata
aaacctgect
tgtgcagcag
cttgctaaga
cotttetatg
ttaatagaat
tttgatatga
gcatcaggtg
aaaggcttag
tgctaggagg
gtgccccgec
aacggtattg
tcecgaccteoa
tctgacgaca
tgcatgggece
actggegcetg
ggagctgeoce
gaaggtcatc
tgagaagagg
cacgaagagqg
cgetgectte

gggocgtoce

tggaaaatat
gaaacgctaa
accacatggyg
aagatgagtt
ttaaagatga
cagatgagca
tcaaaaaaga
tacttgtaat
tagtttctta
caacaaaagce
caaatgaagc
ataaagtaaa
caagaatact
caactttatg
taagtttatg
tcgececgtetg
ttggcgacty
ctggtecagtyg
atgagagagg
gecgegggge
tggtggtggg
accgcggtca
cagcccaaga
gtccaggagyg
gtgetggtca
ggctaccagg

geecgeggegyg

gtctagagcect
atttgttgat
aataacageca
tgetettgea
aatagttcct
ccctagattt
tggaacagtt
catgagtgca
tggttcageca
agctattgaa
ttttgcagct
tgtaaatgga
cgttactctt
tataggtggc
gcgectacee
ctgccgtggt
gatccaaccc
gggtggacag
tgccccagat
cgcagtggge
cogecaggceg
coccacctgge
ttegtggett
agatoegegta
teggetgeag
ccgacacget

gcetggtacaa

ES 2803 208 T3

ccttacttag
gaaatgatca
gaaaacatag
tcacaaaaaa
gtagtaatta
ggatcaacta
acagctggta
gaaaaagcta
ggagttgacc
aaagcaggtt
caaagtttag
ggagctattg
gtacacgcaa
ggacaaggaa
cgtaggatcc
gtctgcocgge
caccgeocty
gggcttgaty
ggctgaggga
ggcgecgete
tagcgtgagg
cocccccgatyg
catctgeacyg
cgeccgtgec
taccggetac
gggcegtgtte

caccgtggeg

cgaataacgce
ctgacggatt
ctgagagatg
aagetgaaga
aaggcagaaa
tagaaggact
atgcatcagg
aagagcttgg
cagcaataat
ggacagttga
cagtagcaaa
cccttggtta
tgcaaaaaag
cagcaatatt
aggaggttag
gcectectgece
teoccactgett
aggccaacca
ttttecaggeg
gtggcegegg
aggccgetgg
gcgatgttca
accacceacce
cacccogecca
gggctceteca
ctggegggece

ttecgagaagg

79

tagatgggga
gtgggatgca
gaacatttca
agctataaaa
gggagaaact
tgcaaaatta
attaaatgac
agtaaaacca
gggatatgga
tgaattagat
agatttaaaa
tccaattgga
agatgcaaaa
gctagaaaag
ttagaatgtc
tgtgegtgge
ccactegtte
ctgeoagegge
aagccacgtc
cectectecge
cagecgcetgge
ccaccacage
cgateggetyg
ccagecctgyg
cocgtatcac
ccccgacgaa

ccgecctgga

60

120

1380

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620



ggccgggetyg
gacggtcgag
cgeccegaaqg
cggogecacy
cattgageeg
ctgggagctc
ggtggcgtac
cggggaggcce
cccggegtac
ggtgcegete
ctgcatcgag
catcgtegat
gcaggctgtt
cttegetggg
ctacgaccag

cget

<210> 41

<211> 1238

< 212> ADN

tacgccagga
gcgatcaaga
aggacggacce
tacaccaace
gectooceeyg
tggatccagg
tcctacateg
aagaaggacg
ceggtggtgy
tacatectgee
cagatggtga
gaggccggac
aaggacctct
tatcaaactg

cccgtggacg

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> trans-2-enoil-CoA reductasa procedente de Treponema denticola (TER_Td(coCl)) optimizada codénicamente

<400> 41

ggcgcctace
aataatatat
gagtatacta
gtattagtac
ggatatggag
ggaactcctg
tatagtgtta
gaagccaaga
aggacagacc

tttaceggea

ccgtaggatc
gtcttaatge
agaaaagaat
ttggatgtte
cagecacaat
gttggtacaa
ctatagacgg
aaaagggtat
cagatacagyg

aaactgttga

gccttaatgg
gggacctogy
ctgecaccgyg
gtactgtgaa
aagagatcoge
cgctgteogga
gcccecgagat
tggagaagge
ccaaggectt
tgetgtaceg
ggctgectcac
gtgtgagggt
ggagccaggt
agttcetgag

tggaggegga

caggaggtta
tecatecteag
tacagctgag
aaatggatat
tggtgtttea
taatcttgea
tgatgcgttt
aaagtttgat
aattatgcat

tecatttact

ES 2803 208 T3

cgacgecttc
cacggtggac
cgtectecac
caccgacaag
ggacacggty
ggccggegtg
gacgtggecct
tgccaagegt
ggtcacccag
tgttatgaag
cacgaagctg
ggatgactgg
gagcactgec
getgtteggy

cctecceccagt

gttagaatga
ggttgtaaga
gttaaagctg
ggtcttgeat
tttgaaaagg
ttcgatgaag
tctgacgaga
ctaatagttt
aaaagtgtac

ggggaattga

gactccacaa
ctegtggtgt
aaggcctgece
geggaggtga
aaggtgatgg
ctggcggagg
gtctactggt
atcacgecage
gccagctecg
gagaagggca
taccccgaga
gagatggcgg
aacctcaaqgg
tteggeattyg

gctgeoceage

tagtaaaacc
aaggcgtaga
gagcaaaagc
ctagaataac
ctggateaga
ctgctaagag
ttaaagctca
attctttage
tgaaaccettt

aagaaataag

80

cgaaggcgaqg
acagcatcge
tgaageecat
ccgacgteag
gcggggagga
gggccaagac
ccggcaccat
agtacggctg
ccatceccggt
coccacgaggg
acggggccec
aggatgtgca
acatctccga
acggegtgga

agtaggeggce

aatggtaaga
ggatcaaata
toctaaaaac
agcagcattt
aacaaagtat
agagggacktt
ggtaatagaa
atctectgtt
tgggaaaaca

tgctgaacca

1680

1740

1800

1860

1520

1380

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2524

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600



10

gcaaatgatg
tggataaagc
agetacatag
aaggaacatt
tttgttagtg
ttgtatcttg
gaacaaatta
gatgaagaaa
gtaagtgcat
ggatataggc

gcagaagtag

<210> 42

<211>1938

< 212> ADN

aagaagcggce
aactatcaaa
gaccagagge
tagaagcaac
tcaataaagg
cttcattatt
ctagattata
atagaataag
taatggaaaa
atgattttct

aaagatttga

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> trans-2-enoil-CoA

coddnicamente

<400> 42

gcaggtggta

tatagaatgg
tttaatgatt
agagaagaac
tcaggtcaat
gtagttgata
aaacctgect
tgtgcagcag
cttgctaaga
cetttetatg
ttaatagaat
tttgatatga
gcatcaggtg
aaaggcttag

tgctaggagg

tggaaaatat
gaaacgctaa
accacatggg
aagatgagtt
ttaaagatga
cagatgagca
tcaaaaaaga
tacttgtaat
tagtttetta
caacaaaagc
caaatgaagc
ataaagtaaa
caagaatact
caactttatg

taagtttatg

agcaactgtt
agaaggatta
tacgcaaget
cgcacataga
tttagtaact
caaagttatg
tgcggaaaga
aatagatgat
agtgacaggt
tgcaagtaat

taggatttaa

reductasa procedente de Caenorhabditis elegans

gtctagagct
atttgttgat
aataacagca
tgcetottgea
aatagttccot
ccctagattt
tggaacagtt
catgagtgca
tggttcagca
agctattgaa
ttttgcagct
tgtaaatgga
cgttactectt

tataggtggce

gcgcctaccce

ES 2803 208 T3

aaagtaatgg
ttagaggaag
ctttatagaa
ctcaataaag
agagctageg
aaagagaaag
ttgtatagaa
tgggaattag
gagaatgcag
ggatttgatg

geggeege

ccttacttag
gaaatgatca
gaaaacatag
tcacaaaaaa
gtagtaatta
ggatcaacta
acagctggta
gaaaaagcta
ggagttgacc
aaageaggtt
caaagtttag
ggagctattg
gtacacgcaa
ggacaaggaa

cgtaggatcc

gtggagagga
gctgecataac
agggtacaat
aaaacccette
ctgttatcce
gtaatcacga
aagatggaac
aagaagatgt
agtetttaac

ttgaaggcat

cgaataacgc
ctgacggatt
ctgagagatg
aagctgaaga
aaggcagaaa
tagaaggact
atgcatcagg
aagagcttgg
cagcaataat
ggacagttga
cagtagcaaa
ccettggtta
tgcaaaaaag
cagcaatatt

aggaggttag

81

ttgggaacgt
attagcttac
tggaaaggcea
cattagagcea
agtgattcct
agggtgcata
aattcctgtt
gcaaaaagct
tgatctagece

aaactatgaa

tagatgggga
gtgggatgca
gaacattteca
agctataaaa
gggagaaact
tgcaaaatta
attaaatgac
agtaaaacca
gggatatgga
tgaattagat
agatttaaaa
tocaattgga
agatgcaaaa
gctagaaaag

ttagaatgtt

660

720

780

840

500

960

1020

1080

1140

1200

1238

(TER_Ce(coCl))

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

500



10

aaaagttctc
tgaaggatat
gcecgtectgeg
gaatcagatt
aggatttggg
tgtaattcee
tgatcettttt
toctoccaca
ggctcaaaac
tggcatcaaa
gctgaaagat
gaaattcecea
ggcgagtete
tgtegattgt
gtcaagatgg
tgccggttygg
agatcatgca

tttggaataa

<210> 43

< 211> 3508

<212> ADN

agtctacgat
agaaaccctc
gatcaggtcec
caaggtgtgt
aaagtgatta
gacagatctg
ccgattgata
gecttatagta
ggagccaatt
actgtgaatyg
ttgggcgeeg
ggagtcaagt
ctggaccacg
ccaaccggge
tacgatatte
atgaagagtg
aaagctctcg

gcggeege

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> crotonil-CoA reductasa procedente de Streptomyces collinus (Ccr_Sc (coCl)) optimizada codénicamente

<400> 43

ggccggocaa
ttttaggtag
atgtaattat
aagcttatga
ttggaagagt
aagcagcate
goaagectga

cagotacaaa

agtattgtta
tggaactatg
ccgtggaaga
taaaaaagta
aagtacaaca
agaggatatg
aacaattttt

gagaccagat

ctgcgetcca
ccgaggcaat
tggttcaatg
accctgtgaa
gtgttggatec
gcctaggaac
atactctttc
tgettaaaga
cggctgtegg
ttgtgagaag
acgaagttat
tagcattaaa
gaggatgtat
cactgatctt
agaaatccece
gagagatcaa

atactgcgct

aaaagggagy
tectegtggaa
actgaaggta
tcaaagggga
actgaacttg
aatataaaga
gctactaata

aaattcatag

ES 2803 208 T3

gagagctgec
acaattgaaa
gatagcagct
gccagecttta
caatgtgage
atggagagag
catggagtat
ctttatcgac
gaagcacgtt
tegtgataat
cacacaggaa
ctgecgttgga
ggtgacctac
caaggatatc
ggaaaagagg
gaagcaggag

gagcaaattc

tctgtttaat
ttgtgeagge
gtattggaaa
aaatttccca
aaaaattggce
aagactattt
cttcotteatt

gaatgeattt

tcgacaagac
actgtcacaa
ccaatcaacc
ccggceggttg
tcgattaaag
ctagggetea
gctgcaacat
ctgaaaaaag
attcaaattt
ctggaagaat
gagttgtata
ggcagaagct
ggtggaatga
togottegtg
catgagatgt
attgtgaaga

gacaagaagc

gagtattaaa
ttttgcagaa
aggtctagca
ggaagatgct
tgattgtgat
tggaaaatta
atctataact

ctttaatcca

82

aactagtcta
ttgcggacaa
cggcagactt
gtggaaatga
ttggagacca
accaggaaaa
tccaggtgaa
gagacacagt
gcaggatcct
tggtgaaaga
gtcgaaagaa
cecctgttttt
gcaagecagece
gattctggat
accaggagct
atcgattgga

aattcttcgt

agtgtagcgg
gecaggtatag
gcagtaaaga
gataaaatag
cttataatag
gaagaaatat
gaagtagcaa

gcaaatgtta

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1320

1938

60

120

180

240

300

360

420

480



tgaaattagt
aagaagcttc
ttgtaaacaa
tagettcage
ctttageatt
atagtgaaac
caggatggct
caagaatggce
aacagegatt
tacagctata
cattttagga
taaagcagga
acttagaaca
agcaggtggt
atatagaatg
atttaatgat
aagagaagaa
atcaggtcaa
tgtagttgat
aaaacctgec
ctgtgeagea
acttgctaag
acctttctat
tttaatagaa
atttgatatg
agcatcaggt
aaaaggctta
gtgctaggag
ccgtgaagga
cectgoaget

tegegggtet

tgaaatcata
cattaaaata
gatattagta
agaagatatc
aggagatctt
tggagattca
tggaagaaaa
getttaggag
ggatcttatg
aaggaagcag
aatgttette
ttaccagttg
gttagcttag
atggaaaata
ggaaacgcta
taccacatgg
caagatgagt
tttaaagatg
acagatgagc
ttcaaaaaag
gtacttgtaa
atagtttctt
gcaacaaaaqg
tcaaatgaag
aataaagtaa
gcaagaatac
gcaactttat
gtaagtttat
catcctggac
ccccgagteg

ggagacccegt

agaggtatga
ggaaaaactc
ccaatgatca
gatacagcta
attggacttg
aaatatagag
tcaggaaaag
gattagtceat
gaaagtetet
ttaaaaaagec
aagcaggttt
aaattececage
cagcacaaat
tgtctagage
aatttgttga
gaataacage
ttgetettge
aaatagttcce
accctagatt
atggaacagt
tcatgagtge
atggttcagc
cagctattga
cttttgeage
atgtaaatgg
tcgttactcet
gtataggtgg
ggegcctace
gcgatccagt
taccgtgega

gacaaggacc

ES 2803 208 T3

atacttcaca
ctgtagaagt
atgaagcagt
tgaaattagy
atgtagttet
ctcatacatt
gattcttcge
gaaagaagtt
taaggatgta
aggaataaaa
aggacagaat
tatgactatt
tataasaagca
tccttactta
tgaaatgatc
agaaaacata
atcacaaaaa
tgtagtaatt
tggatcaact
tacagctggt
agaaaaaget
aggagttgac
aaaagcaggt
tcaaagttta
aggagetatt
tgtacacgeca
cggacaagga
cogtaggate
cgaaggacgc
tcaccgtgea

cgagaaagtc

agaaactttt
tgcagaagct
aggaattttg
cgctaatcac
tgeagttatg
acttagaaaa
ttattaatta
gtaatageta
ccageagtag
ccagaggatg
ccagcaagac
aataaggttt
ggagatgctg
gcgaataacyg
actgacggat
gotgagagat
aaagctgaag
aaaggcagaa
atagaaggac
aatgcatcag
aaagagcttg
ccagcaataa
tggacagttg
gcagtagcaa
geecttggtt
atgcaaaaaa
acagcaatat
caggaggtta
cacgtccgec
caaggacgag

gatccacctc

83

gatattataa
ccaggatttg
gcagaaggaa
ccaatgggte
gatgtacttt
tatgtaagag
attaagttta
gtgcagtaag
atttaggage
ttaatgaagt
aggcateottt
gtggttcagg
acgtaataat
ctagatgggg
tgtgggatgce
ggaacattte
aagctataaa
agggagaaac
ttgcaaaatt
gattaaatga
gagtaaaacc
tgggatatgg
atgaattaga
aagatttaaa
atccaattgg
gagatgcaaa
tgctagaaaa
gttagagtga
gacttcgccg
acggagatgt

gacgaggtge

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1149

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340



coegtgecega
acaactcggt
acggcaaget
acctcgeggg
aggtcgtege
tgectcgacce
tegegetggt
ccgcggcocco
ccgccatgaa
acgccacgca
agaaggcgga
gctacaagtt
agcgtatcag
gagagacctt
cctegaccte
ggatcatcgg
ccaagggcaa
cggcgtacga
cggaggaagg

acagattceg

<210> 44

<211>938

< 212> ADN

actgggceceg
gtggaccteg
gtegeegety
cgtecgtectg
gecactgectg
cgagcagaga
caagacgaac
gggcctggty
gcagggcgac
gttcgcgetce
gatctgcaga
ctggaaggac
agagctgacc
cggegectec
gggctacatg
ctcgeactte
gatccacceg
cgtccacegt
ceteggegtyg

taacgtectga

ggcgaagccc
atcttcgage
accaagagac
cgtaccggecc
agcegtegage
atctgggget
cagctgatge
aactccaccg
aacgtcctga
gcgggeggty
tcgatgggeg
gagcacacce
ggcggcgagg
gtctacgtea
cacgagtacg
gccaactaca
acgotgtega
aacctgcacc
agagacgegyg

gcggecege

< 213> Clostridium acetobutylicum

<400> 44

gcegategeee
ggatacaaac
agatccaacg
tatgagtcat
aatggcagaa
ggatgattat
tttaacatat

ttattacgac

attgctgcaa
gaaaaactaa
tatacgtata
atatttgagg
gogtbtattaa
gaggcaagag
ggtaaagaca

ataacacacg

caggatcaga
ttgeggeaca
ccgtacctac
tgtattttag
gaacttgtat
ccaatctaat
ctaattggag

gcgtaggget

ES 2803 208 T3

tggtggccgt
cggtgtcgac
acgacctgee
ccggegtcaa
tggagtcgee
tcgagaccaa
cgaagccgaa
cctaccgtca
tctggggcge
ccaacccgat
ccgaggcgat
aggaccccaa
acatcgacat
coegtaaggyg
acaacaggta
gagaggegta
agacgtactce
agggcaaggt

agatgegtge

aatggatacg
teccagatatg
caatcaaaca
taatacaaaa
taaatatgga
gtgggcttca
tgtacactta

tgcaatttta

catggcctce
gttecgeoette
gtaccacate
cgecctggeag
cgacggccac
ctteggegge
gcacctcace
gctggtctece
gagcggcggy
ctgtgtcgtc
catcgaccgt
ggagtggaag
cgtcttcecgag
cggcaccate
cctgtggatg
cgaggccaac
cctggaggag
cggegtectg

ccagcacate

tgggcagtaa
gctectaagt
gcagcaggaa
acagcatatt
ggaatagctc
agtcttgega
atggaacatg

acacctaatt

84

tecggtcaact
ctggagagat
atcggcteeg
cceggtgacg
gacgacacca
ctocgocggaga
tgggaggagyg
agaaacggcg
ctcggctcgt
tecctegecece
aacgccgagg
agattcggca
caccceggca
accacctgcg
toccctgaaga
cgtctgateg
accggecagg
tgcctcgege

gacgccatca

taaataatat
tttetatatt
cagctgatat
tgcaggatag
ttgagaagecce
taaatggact
aattaagtgce

ggatggagta

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3508

60

120

180

240

300

360

420

480



tattttaaat
agacaaagaa
ctttgtaaat
attggacata
accagtaaac
taatgatttg
gactagaget

ggtaactott

<210> 45

<211>1164

< 212> ADN

aatgatacag
azaaatcact
gtactaggtt
atggcaaagg
gcctcoccgaag
ccagtaaaag
gaagttatat

atttttttaa

< 213> Escherichia coli

<400> 45

atgaacaact
ggtttaagag
gtgaaaaaaa
gaatttggeg
gttagagaac
accaaattta
caaacgggcg
gcaaccggtt
caggcgttcc
tacaccctge
gaacagtatg
ttgectgacge
agagccaacqg
ccgcaggact
cacgcegcaaa
agagctaage
gagegtattg
acccacctct
gaagagcacqg

cgtatatacg

<210> 46

ttaatctgea
aacaaattec
ceggegttet
gtattgagee
agaaagtgac
tcgocgaage
gtaaagagat
cagaatccaa
attctgcceca
cgccgegtea
ttaccaaacc
taatcgaaga
tcatgtggge
gggcaacgca
cactggetat
tgctgcaata
acgcegegat
ccgactacgg
gcatgaccca

aagccgecag

tgtacaagtt
atgacatage
taccatctag
aatcagtaaa
tcctacaaat
agattgttte
atgattatet

tgtegactea

caccccaacc
tcacgatget
cgatcaagtt
aaaccogget
tttecoctgetg
ggctaactat
taaaagcgce
cgcaggcgeg
tgttcageccg
ggtggctaac
ggttgatgce
tggtccgaaa
ggcgacteag
tatgctggge
cgtectgect
tgctgaaaga
tgeccgeaace
tctggacgge
actgggegaa

ataa

ES 2803 208 T3

tgttgaatat
acatcaageca
actgagagat
gcttacagga
attcaaaaaa
tagctetecac
taagtaataa

tagaatte

agaattctgt
agagtattga
ctggatgcec
tatgaaacgc
geggttggeg
coggaaaata
atcccgatgg
gtgatctcece
gtatttgceg
ggcgtagtgg
aaaattcagg
gccctgaaag
gogetgaacyg
cacgaactga
gcactgtgga
gtetggaaca
agaaatttet
agctcecatece

aatcatgaca

ggtgtaaatg
atacaaaaaa
gttggaattg
ggaaccatag
tctgtgtaag
attcttgeag

aaataagagt

ttggtaaagg
ttacctacgg
tgaaaggcat
tgatgaacge
gcggttetgt
tcgatcegtyg
gctgtgtget
gtaaaaccac
tgctegatcee
acgcctttgt
accgtttege
agccagaaaa
gtttgattgg
ctgcgatgca
atgaaaaaag
tcactgaagg
ttgagcaatt
cggetttget

ttacgttgga

85

tttggggaat
caagagatta
aagaagaaaa
gaaacctaag
gcgegecact
atataatatt

taccttaaat

cgcaatcgct
eggeggeage
ggacgtgctg
cgtgaaactg
actggacggc
gcacattctg
gacgctgcca
aggcgacaag
ggtttatace
acacaccgtg
agaaggcatt
ctacgatgtg
cgetggegta
cggtctggat
agataccaag
ttececgatgat
aggegtgeeg
gaaaaaactg

tgtcagcaga

540

600

660

720

780

840

800

938

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1020

1080

1140

1164



10

15

20

25

<211>53

< 212> ADN

< 213> Secuencia Atrtificial
<220>

< 223> 2072_etfBA_fp

<400> 46

ES 2803 208 T3

cttgctitaa gcaaactact attttcatta tgaactcctc ctatttattt aaa 53

<210> 47

<211>30

< 212> ADN

< 213> Secuencia Atrtificial
<220>

< 223> 2072_etfBA_rp
<400> 47

ttaaagattt aaagctttaa cttgttctac
<210> 48

<211>53

<212> ADN

< 213> Secuencia Atrtificial
<220>

< 223> 2072_cat3_fp

<400> 48

30

acttatgaaa tagattgaaa tggtttatct gttacccegt aggatccagg agg 53

<210> 49

<211> 38

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>

86



10

15

ES 2803 208 T3

< 223> 2072_cat3_rp_BspEl

<400> 49

gattccggat cagtatatat atcattttta taattaag 38
<210> 50

<211>52

< 212> ADN

< 213> Secuencia Atrtificial

<220>

< 223> 2072-fp-RBS_Kasl

<400> 50

aggggcgcect acccegtagg atccaggagg ttagttagaa tgaaaatagt ag
<210> 51

< 211> 4080

<212> ADN

< 213> Secuencia Atrtificial

<220>

< 223> pATh-LEM-02

<400> 51

87

52



ggatccagga
attggatctt
ataaaggaag
ggaaatgttc
ggattaccag
acagttaget
ggtatggaaa
atgggaaacg
gattaccaca
gaacaagatg
caatttaaag
gatacagatg
gccttcaaaa
gcagtacttg
aagatagttt
tatgcaacaa
gaatcaaatg
atgaataaag
ggtgcaagaa
ttagcaactt
aaagtattgt
agtggaacta
atccgtggaa
gataaaaaag
gtaagtacaa
tcagaggata
gaaacaattt

aagagaccag

ggttagttag
atggaaagtc
cagttaaaaa
ttcaagcagg
ttgaaattcec
tagcagcaca
atatgtctag
ctaaatttgt
tgggaataac
agtttgetet
atgaaatagt
agcaccctag
aagatggaac
taatcatgag
cttatggtte
aagcagctat
aagecttttge
taaatgtaaa
tactegttac
tatgtatagg
taaaaaggga
tgtctegtgg
gaactgaagg
tatcaaaggg
caactgaact
tgaatataaa
ttgetactaa

ataaattcat

aatgaaagaa
tcttaaggat
agcaggaata
tttaggacag
agctatgact
aattataaaa
agctocttac
tgatgaaatg
agcagaaaac
tgcatcacaa
tcetgtagta
atttggatca
agttacagect
tgcagaaaaa
agecaggagtt
tgaaaaagca
agctcaaagt
tggaggagcet
tettgtacae
tggcggacaa
ggtetgttta
aattgtgcag
tagtattgga
gaaaattteoc
tgaaaaattg
gaaagactat
tacttcttea

aggaatgecat

ES 2803 208 T3

gttgtaatag
gtaccagcag
aaaccagagg
aatccagcaa
attaataagg
gcaggagatg
ttagcgaata
atcactgacyg
atagctgaga
aaaaaagctg
attaaaggca
actatagaag
ggtaatgcat
gctaaagage
gacccagcaa
ggttggacag
ttagcagtag
attgcccttg
gcaatgcaaa
ggaacagcaa
atgagtatta
gcttttgcag
aaaggtctag
caggaagatg
getgattgtg
tttggaaaat
ttatctataa

ttctttaate

ctagtgcagt
tagatttagg
atgttaatga
gacaggcatc
tttgtggtte
ctgacgtaat
acgctagatg
gattgtggga
gatggaacat
aagaagcetat
gaaagggaga
gacttgcaaa
caggattaaa
tiggagtaaa
taatgggata
ttgatgaatt
caaaagattt
gtcatcecaat
aaagagatge
tattgctaga
aaagtgtage
aagecaggtat
cagcagtaaa
ctgataaaat
atcttataat
tagaagaaat
ctgaagtage

cagcaaatgt
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aagaacagcg
agctacagct
agtcatttta
ttttaaagca
aggacttaga
aatagcaggt
gggatataga
tgcatttaat
ttcaagagaa
aaaatcaggt
aactgtagtt
attaaaacct
tgactgtgea
accacttget
tggacecttte
agatttaata
aaaatttgat
tggagcatca
aaaaaaagge
aaagtgctag
ggttttaggt
agatgtaatt
gaaagcttat
agttggaaga
agaagcagca
atgcaagcect
aacagctaca

tatgaaatta

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

%00

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680



gttgaaatca
tecattaaaa
aagatattag
gcagaagata
ttaggagatc
actggagatt
cttggaagaa
gcgcetttagg
tggcttcaat
aagagataga
ttactgggte
ctgcagttga
atttagaaaa
tgtcattgtc
ttggtottgg
ttggtatggc
gaataggttt
tagtagatgc
atcaaggact
aatgttttge
aggcttttaa
gagcaaaaat
gctgctgaaa
tacggaatga
tcctatataa
tcagcacata
caaaaatact
cctaatgeag
tatgtattaa
atatttgcaa
aaagatttce

tcaactacag

taagaggtat
taggaaaaac
taccaatgat
tcgatacage
ttattggact
caaaatatag
aatcaggaaa
aggattagtc
aacgttgaat
tgccgeaata
aggtaaagcet
gggaagaaag
accagttata
ttgcgatata
aattactcca
taaggaactt
ggtaaataaa
tattattgtt
tcagtgtgat
tacagaagat
aaataagtaa
ttgtagaaca
tagatgaaac
tgggtatgec
tagcagtaga
cttcactttg
tagttectet
gtactgatgc
atggacaaaa
tgacagacag
ctggtttete

aacttatatt

gaatactteca
tectgtagaa
caatgaagca
tatgaaatta
tgatgtagtt
agctcataca
aggattcttc
atggaattta
agacctaagg
aacgacattyg
tttgtagecag
ttttcagttc
gcagctataa
agaatagctt
gggtttggag
atatataccg
gtagttgage
aatgcaccta
atagatacag
agagtagaag
accggtgagg
aatggtaagt
agaaaggttt
tttteocagtt
aggacttgca
tgcagcacct
tgcaaaggga
tgetggacag
aatatttatt
aagcaagggt
cataggaaaa

tgagaattgce

ES 2803 208 T3

caagaaactt
gttgcagaag
gtaggaattt
ggegetaate
cttgcagtta
ttacttagaa
gcttattaat
aaaatatcat
cattaaatgc
ctgaagatga
gagcagatat
ttggcaataa
atggatttgc
catcaaaggc
gtactcaaag
gaaaagtaat
cagataaatt
tagctgttag
gtgtagctta
gaatgacage
taagtttata
gaatttactg
cctecttgaga
gaatacggeg
aagagttgta
atttatgatt
gaaaaacttg
cagacaacag
acaaatggtg
acaagaggaa
tctgaagata

atagttccaa

ttgatattat
ctccaggatt
tggcagaagg
acccaatggg
tggatgtact
aatatgtaag
taattaagtt
tcttgaaaag
attaaatgca
taacgtatat
agctgagatg
aatatttaga
actgggtggt
taagtttggt
acttgcaaga
taatgctgaa
attggaagaa
aatgtgtaag
tgaagcagaa
atttgtagaa
tggattttac
aaaatgaagt
cagtagaaaa
gectcaggtac
cttcatcatc
ggggtacaga
gagcatttgg
ctgttttaga
catatgcaga
taacagcatt
agttgggaat

aagaaaatat
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aaaagaagct
tgttgtaaac
aatagcttca
tecctttagea
ttatagtgaa
agcaggatgg
tacaagaatg
gatggaaatg
gcaactttaa
gctgtgataa
aaagatotta
aaattagaaa
ggctgtgaat
caaccagagg
gcaataggceg
gaggcattaa
gctaaagett
gctgectataa
gtatttgggg
aaaagagaca
attaacaaac
taaacctata
atttgctaaa
agattattta
aactatattg
agaacagaaa
tttaactgaa
aggggatcat
tacttttgta
tatagttgaa
tagagecttee

gttaggaaaa

1740

1800

1860

1920

1580

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600



10

gaaggaaaaqg
gcacaagegt
agaaaacaat
ttagatacta
atgggtctte
atggaaacaa
ccagtagaaa

gtacaaaaga

<210> 52

<211> 1511

< 212> ADN

gatttactgt
taggtttage
ttggaaaagc
aaatagaagc
catattcagt
ctactaaagt
gaatgatgag

tggttattte

< 213> Secuencia Artificial

<220>

agcaatgcat
agaaggegea
tctttacaaa
tgttaaacaa
ggaagctgca
tgttcaaate
agatgctaag

agcaaattta

ES 2803 208 T3

actcttgatg
ttagctgaag
ttccagggat
cttgtttata
agagctaaat
tttggtggat
ataactgaaa

tttaaataaa

< 223> fragmento de cat3 (corte con EcoRl y Kasl)

<400> 52

ggcgcctace
ctttataaaa
agcataattt
aataaggaaa
atatatactg
ggtacaaagg
ataccaaaat
aagcctgata
gtacagtctg
gacaatttta
gaattgactc
cttgtagaag
ttattcttga
gttgaattag
ataattatta
atggtagaag
aagatggtat

agtgtaggat

ccgtaggatc
gtaaaattgt
taggcaatgc
agtataagag
atccggaatc
aagcagttaa
tattaaaaca
gocatggata
caaagcttat
tacacattte
ctcctaaaat
atggttctac
aggataaaaa
ttgaagcagg
cattcttaat
gataccctgt
gtataaactc

ttaaacaaat

caggaggtta
tagtgcagac
ttgtggageca
tgtaaagata
agaaaagtat
ttgtaataga
aaagtatata
ctgtagettt
aattgcagaa
tgatatggat
aggagaagta
acttecagett
ggatttgggt
ggtaattaca
gggaactaag
agattatgta
ctgtgtagaa

aagcggtgta

gttagaatgg
gaagctgtat
taotcttacac
cacaatctta
attcatggaa
acagattata
aatgcagatg
ggagtatcaa
gtaaacgatc
tacatagtag
gagaagacaa
ggaataggag
atacatteag
aataagaaaa
aaattatatg
aatgatccta
gtggatttca

ggtggacaag

gaggaagaat
cacttaatta
tagcatggat
aagcagcagt
tagctgegge
atggattcac
tatatgaagg

tttaaatttt

tttttaaaaa
ctaaagtaag
ttttagatge
tacttaatta
atactttett
ctocatgett
tagettttat
ccgattatte
agatgccaag
aaagttcacg
taggaaaata
ctattccaga
aaatgatate
agtccoccttca
atttcataaa
aggttattat
caggacaagt

ttgattacat

90

tggtatagca
tatgaaagaa
ggttgcagaa
aaataaacaa
tactgtaget
taaggattat

aacttcacaa

aaggggcgcce

ttggcaggat
ctgtggagat
cttggctgea
taaaaatgat
tgtaagtgga
tttttatgaa
tcaagtaagt
acaggcaaktg
agttttagga
teoccaattcta
ctgtgcatct
tgcagtactt
cgatggtgtt
teoccaggaaaa
tgataatcct
gcaaaattct
gtgtgetgaa

gagaggagct

3660

3720

3780

3840

3800

3960

4020

4080

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

500

960

1020

1080



agcatggctg
atttcaagaa
gttcaatatg
agagctaagg
tttgaaaaaa
ttctagetet
tottaagtaa

tcatagaatt

<210> 53

< 211> 2927

< 212> ADN

atggaggaaa
tagttccotat
ttgttacaga
agcttataaa
gattcagttg
cacattettyg
taaaaataag

[ad

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> pATh-Syn4-03

<400> 53

ggatccagga
gtggcttcaa
aaagagatag
attactgggt
actgcagttg
aatttagaaa
ttgtcattgt
gttggtcttg
gttggtatgg
agaataggtt
ttagtagatg
aatcaaggac
gaatgttttg
aaggctttta
tgagtattaa
cttttgcaga
aaggtctage
aggaagatgc

ctgattgtga

ggttagttag
taacgttgaa
atgccgeaat
caggtaaagc
agggaagaaa
aaccagttat
cttgcgatat
gaattactcc
ctaaggaact
tggtaaataa
ctattattgt
ttcagtgtga
ctacagaaga
aaaataagta
aagtgtagcg
agcaggtata
agcagtaaag
tgataaaata

tcttataata

atcaattctt
tttaactgaa
atatggtatt
aattgcacat
taagctttaa
cagatataat

agttacectta

aatggaattt
tagacctaag
aaacgacatt
ttttgtagca
gttttcagtt
agcagctata
aagaatagct
agggtttgga
tatatatace
agtagttgag
taatgcacct
tatagataca
tagagtagaa
aggccggeea
gttttaggta
gatgtaatta
aaagcottatg
gttggaagag

gaagcagceat

ES 2803 208 T3

gctataccat
ggagegygogy
gcacttctca
cctaaattta
acttaatgat
attgectaga

aatggtaact

aaaaatatca
gcattaaatg
gctgaagatg
ggagcagata
cttggcaata
aatggatttg
tcatcaaagg
ggtactcaaa
ggaaaagtaa
ccagataaat
atagctgtta
ggtgtagctt
ggaatgacag
aagtattgtt
gtggaactat
tccgtggaag
ataaaaaagt
taagtacaac

cagaggatat

ctactgcagce
ttactactte
agggcaaatc
gggaagaatt
ttgccagtaa
getgaagtta

cttatttttt

ttcttgaaaa
cattaaatgc
ataacgtata
tagctgagat
aaatatttag
cactgggtgy
ctaagtttgg
gacttgcaag
ttaatgctga
tattggaaga
gaatgtgtaa
atgaagcaga
catttgtaga
aaaaagggag
gtctegtgga
aactgaaggt
atcaaagggg
aactgaactt

gaatataaag
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tggcggcaaa
aagatatgat
cataagagaa
aacagctcaa
aagagattgt
tatatgatta

taatgtegac

ggatggaaat
agcaacttta
tgectgtgata
gaaagatctt
aaaattagaa
tggetgtgaa
tcaaccagag
agcaataggc
agaggcatta
agctaaagct
ggctgectata
agtatttggg
aaaaagagac
gtctgtttaa
attgtgcagg
agtattggaa
aaaatttcce
gaaaaattgg

aaagactatt

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1511

60

120

180

240

300

360

420

430

540

600

660

720

780

840

S00

960

1020

1080

1140



ttggaaaatt
tatctataac
tctttaatcc
aagaaacttt
ttgcagaage
taggaatttt
gegotaatea
ttgcagttat
tacttagaaa
cttattaatt
tgtaataget
accagcagta
accagaggat
tccageaaga
taataaggtt
aggagatgct
agcgaataac
cactgacgga
agctgagaga
aaaagctgaa
taaaggcaga
tatagaagga
taatgcatca
taaagagctt
cdcagcaata
ttggacagtt
agcagtagca
tgecottggt
aatgcaaaaa

aacagcaata

<210> 54

<211> 1519

< 212> ADN

agaagaaata
tgaagtagca
agcaaatgtt
tgatattata
tccaggattt
ggcagaagga
cccaatgggt
ggatgtactt
atatgtaaga
aattaagttt
agtgcagtaa
gatttaggag
gttaatgaag
caggcatctt
tgtggttcag
gacgtaataa
gctagatggg
ttgtgggatyg
tggaacattt
gaagctataa
aagggagaaa
cttgcaaaat
ggattaaatg
ggagtaaaac
atgggatatg
gatgaattag
aaagatttaa
catccaattyg
agagatgcaa

ttgctagaaa

< 213> Secuencia Artificial

tgcaagectyg
acagctacaa
atgaaattag
aaagaagctt
gttgtaaaca
atagettcag
cctttageat
tatagtgaaa
gcaggatgge
acaagaatgg
gaacagcgat
ctacagctat
tecattttagg
ttaaagecagg
gacttagaac
tagcaggtgg
gatatagaat
catttaatga
caagagaaga
aatcaggtca
ctgtagttga
taaaacctgc
actgtgecagce
cacttgctaa
gaccttteta
atttaataga
aatttgatat
gageatcagyg
aaaaaggcett

agtgctagga

ES 2803 208 T3

aaacaatttt
agagaccaga
ttgaaatcat
ccattaaaat
agatattagt
cagaagatat
taggagatct
ctggagattec
ttggaagaaa
cgctttagga
tggatcttat
aaaggaagca
aaatgttectt
attaccagtt
agttagectta
tatggaaaat
gggaaacget
ttaccacatg
acaagatgag
atttaaagat
tacagatgag
cttcaaaaaa
agtacttgta
gatagtttct
tgcaacaaaa
atcaaatgaa
gaataaagta
tgcaagaata
agcaacttta

ggtaagttta

tgctactaat
taaattcata
aagaggtatg
aggaaaaact
accaatgatc
cgatacaget
tattggactt
aaaatataga
atcaggaaaa
ggattagtca
ggaaagtcte
gttaaaaaag
caagcaggtt
gaaattccag
gcagcacaaa
atgtctagag
aaatttgttg
ggaataacag
tttgectettyg
gaaatagtte
caccctagat
gatggaacag

atcatgagtg

tatggttcag
gcagetattg
gcttttgecag
aatgtaaatg
ctegttacte
tgtataggtg

tggegee
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acttcttcat
ggaatgcatt
aatacttcac
cctgtagaag
aatgaagcag
atgaaattag
gatgtagtte
gctcatacat
ggattctteg
tgaaagaagt
ttaaggatgt
caggaataaa
taggacagaa
ctatgactat
ttataaaagec
ctocttactt
atgaaatgat
cagaaaacat
catcacaaaa
ctgtagtaat
ttggatcaac
ttacagctgg
cagaaaaagc
caggagttga
aaaaagcagyg
ctcaaagttt
gaggagctat
ttgtacacge

gcggacaagqg

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1520

1380

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2927



<220>

< 223> cat3 fragment

<400> 54

ggcgcctace
ctttataaaa
agcataattt
aataaggaaa
atatatactg
ggtacaaagg
ataccaaaat
aagcctgata
gtacagtctg
gacaatttta
gaattgacte
cttgtagaag
ttattecttga
gttgaattag
ataattatta
atggtagaag
aagatggtat
agtgtaggat
agcatggctg
atttcaagaa
gttcaatatg
agagctaagg
tttgaaaaaa
gagattgttt
tatgattatc

atgtcgacte

<210> 55

< 211> 4385

<212> ADN

ccgtaggatc
gtaaaattgt
taggcaatge
agtataagag
atccggaate
aagcagttaa
tattaaaaca
gcecatggata
caaagcttat
tacacattte
ctcctaaaat
atggttctac
aggataaaaa
ttgaagcagg
cattecttaat
gataccctgt
gtataaactc
ttaaacaaat
atggaggaaa
tagttectat
ttgttacaga
agcttataaa
gattcagttg
ctagctctca
ttaagtaata

atagaatte

< 213> Secuencia Artificial

<220>

caggaggtta
tagtgcagac
ttgtggagca
tgtaaagata
agaaaagtat
ttgtaataga
aaagtatata
ctgtagecttt
aattgcagaa
tgatatggat
aggagaagta
acttcagectt
ggatttgggt
ggtaattaca
gggaactaag
agattatgta
ctgtgtagaa
aagcggtgta
atcaattctt
tttaactgaa
atatggtatt
aattgcacat
taagctttaa
cattcttgca

aaaataagag

ES 2803 208 T3

gttagaatgg
gaagctgtat
tcetettacac
cacaatctta
attcatggaa
acagattata
aatgcagatg
ggagtatcaa
gtaaacgatc
tacatagtag
gagaagacaa
ggaataggag
atacattcag
aataagaaaa
aaattatatg
aatgatccta
gtggatttea
ggtggacaag
gctataccat
ggagcggggg
gcacttectea
cctaaattta
gegategeac
gatataatat

ttaccttaaa

tttttaaaaa
ctaaagtaag
ttttagatge
tacttaatta
atactttett
ctecatgett
tagcttttat
ccgattatte
agatgccaag
aaagttcacg
taggaaaata
ctattccaga
aaatgatatc
agtccecttca
atttcataaa
aggttattat
caggacaagt
ttgattacat
ctactgcage
ttactacttc
agggcaaatc
gggaagaatt
ttaatgattt
tgecctagage

tggtaactet
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ttggcaggat
ctgtggagat
cttggetgea
taaaaatgat
tgtaagtgga
tttttatgaa
tcaagtaagt
acaggcaatg
agttttagga
tccaatteta
ctgtgeatet
tgcagtactt
cgatggtgtt
tccaggaaaa
tgataatcct
gcaaaattct
gtgtgctgaa
gagaggagct
tggcggcaaa
aagatatgat
cataagagaa
aacagctcaa
gccagtaaaa
tgaagttata

tattttttta

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

300

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1519



< 223> vector pATh-LEM-15

<400> 55

gaaaagtgct
caagagaaca
ctatagcagec
gtcagtatgg
tattatctta
ttectttecage
aaaaacaaaa
ctgagccaaa
atcattatgt
ttgttatatt
tagaaaaagg
cttcatcaac
gtaaagaagg
tagcagctca
aggagagaaa
cagatatgga
aacaagcagyg
tagcaatgga
attatccagt
cagaagttca
ggatgaatat
cagttaaggg
acgcacttga
gtatgggacc
aagctgtact
caattgcage
tagatggaga

taacttatgt

aggaggtaag
agaattagta
agaaattgat
tatgatggga
tataatcgee
acatacatca
atatttagta
tgcaggaaca
aattaatggt
tgcaatgact
cttcaaaggt
aactgaactt
aaaaggette
agctttaggt
acaatttgga
tgtagctata
acttccatac
tgtaacaact
tgaaagaatg
gaaattagtt
agttgtttgt
aacacttata
ggaagcttta
tccacaaget
tttaacagat
aggaattaag
tacagcotcag

tgagaaagtt

tttatggege
agacagatgg
gaaacagaaa
attccatttt
gttgaggaat
ctttgtgett
cctttagcta
gattctggag
tcaaaaatat
gacagaacta
tteteotattg
gtatttgaag
cctatagcaa
atagctgaag
agaagccttg
gaatcagecta
acagttgatg
aaggcagtac
atgagagatg
atttcaggaa
ttaaaacaag
agagaaggag
gtattaaaag
aaaaatgctt
agagcatttg
aagctaaaat
gttggaccag

gaagttgatg

ES 2803 208 T3

cgaggtaagt
ttagagaatt
gatttececaat
caaaagagta
tatcaaaggt
cattaataaa
aaggtgaaaa
cacaacaaac
tcataactaa
aaggaacaaa
gtaaagttga
atatgatagt
tgaaaactcet
gtgctttcaa
acaaattcoca
gatatttagt
ctgcaagage
aattatttgy
ctaagataac
aaatttttag
ttccagatac
ttecatcaat
ataattatgg
tagtagaage
gaggagcaga
atgatatagt
aaatagcotga

gagatacttt

ttatatggat
tgctgaaaat
ggaaaatgta
tggtggcgca
ttgecggtact
tgaacatggt
aataggtgct
agtagctgta
tggaggagtt
aggtatatca
acaaaagctt
accagtagaa
tgatggagga
cgaagcaaga
aggtcttgca
atataaagca
taagcttcat
tggatacgga
tgaaatatat
ataatttaag
agcggaagtt
aataaatcca
tgcacatgta
tttggctatg
tacacttgeg
ttttgetgga
gcatcettgga

aaagattaga
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tttaatttaa
gaagttaaac
aagaaaatgg
ggtggagatg
acaggagtta
acagaagaac
tatggattga
cttgaaggag
gcagatactt
gecatttataa
ggaataagag
aacatgattg
agaattggta
gcttacatga
tggatgatgg
gcatatctta
gectgeaaatg
tatacazaag
gaaggaactt
gaggttaaga
agaatagatc
gatgataaaa
acagttataa
ggtgctgatg
acttcacata
aggcaggeta
atacctcaag

aaagcttggg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

260

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680



aagatggata
taaatgttce
aaatgtggac
caactaaagt
agcctgttaa
aagttaggag
aacaaagaga
tggctgagaa
tgtcaaagga
tagcacattt
agccagaaat
cagcaagact
atagagattt
gttcagacca
ttaatgatgc
cagacataag
gagaagctaa
aacttgaaga
aaaaagaatqg
atotttatat
cagattacat
tggctatagt
ctaataatta
aaattggcag
aagctgtgga
tgcecttgget
ttataaaaat
ctttgtaagt
ctttttttat
tattcaagta
ttcacaggca

aagagtttta

tgaagttgtt
aagatatatg
tgcecgatgat
taagaagtea
ggaagcagct
ggatttttea
cggagaatta
attaggegtt
tttattatct
ttcaacagat
attattcata
ttctactggt
attggctaca
cagaccacaa
aaatgtttct
aacaaaagtt
ggtattagtt
gttagcaagt
ggttgataag
tgeatgtggt
aattgctata
tggtgatgta
agcggecget
gatctttata
gatagcataa
gcaaataagg
gatatatata
ggaggtacaa
gaaataccaa
agtaagecetg
atggtacagt

ggagacaatt

gaagttaaga
agtgtagaaa
atagatgtag
tcaactaaag
gcatatgttg
atgaataaag
caaaaggtat
gaattaacag
catggagcag
ggatatgcta
ggagctactt
ttaactgectg
agaccagcgt
atggctacag
gatgataaaa
tcaaaagttg
getggtggta
ttacttggtg
gaccttcaag
atatcaggaqg
aataaagatg
aataaagttg
accccgtagg
aaagtaaaat
ttttaggcaa
aaaagtataa
ctgatcagga
aggaagcagt
aattattaaa
atageccatgg
ctgcaaaget

ttatacacat

ES 2803 208 T3

caccagttect
aaatattcgg
ataaggctaa
aagttaaagg
tctcaaaatt
cagattacaa
cattggaatt
ctgttttact
ataaggtttt
aagttatatg
tcataggaag
attgtacatc
ttggtggaaa
taagacctgg
tagaaaaagt
ttaagcttgco
gaggagttyg
gaacaatagc
taggtcaaac
ctatcocagea
tagaagcccc
taccagaatt
atccaggagg
tgttagtgea
tgcttgtgga
gagtgtaaag
atcagaaaag
taattgtaat
acaaaagtat
atactgtagce
tataattgea

ttctgatatg

tttaacagca
agcatttgat
tttaggtctt
acagggagaa
aaaagaagaa
gggcgtatgg
attaggtaaa
tggacataat
agcagcagat
tgatttagtt
agatttagga
acttgacata
tttgatagct
tgtgtttgaa
tgcaattaaa
taaagatatt
aagcaaagaa
cgcttcaaga
tggtaaaact
tttageaggt
aataatgaag
aatagctcaa
ttagttagaa
gacgaagctg
gcatctcotta
atacacaatc
tatattcatg
agaacagatt
ataaatgcag
tttggagtat
gaagtaaacg

gattacatag

95

attaaagaat
aaagaagtaa
aaaggttcac
gttattgata
cactatattt
gtgtttgcotg
ggtaaggaaa
actgaaaaaa
aatgaacttt
aatgaaagaa
ccaagaatag
gatgtagaaa
acaatagttt
aaattacctg
ttaacagcat
gcagatatcg
gactttgaaa
gcagcaatag
gtaagaccaa
atgoeaagatt
gtagcagatt
gttaaagctg
tggtttttaa
tatctaaagt
cacttttaga
ttatacttaa
gaaatacttt
atactccatg
atgtagcttt
caaccgatta
atcagatgee

tagaaagttc

1740

1800

1860

1920

1580

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600



10

acgtccaatt
atactgtgca
agatgcagta
atcegatggt
tcatccagga
aaatgataat
tatgcaaaat
agtgtgtget
catgagagga
agctggegge
ttcaagatat
atccataaga
attaacaget

gocag

<210> 56

<211> 4512

<212> ADN

ctagaattga
tectcttgtag
cttttattet
gttgttgaat
aaaataatta
cctatggtag
tectaagatgg
gaaagtgtag
gectagecatgg
azaatttcaa
gatgtteaat
gaaagagcta

caatttgaaa

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> vector pATh-LEM-16

<400> 56

gegectacee
aaaaatttgt
ctgaaataga
gaatgatggyg
atataatagc
cacatacttc
aatacttagt
atgcaggtac
tattaaatgg
ttgcaatgac
atttcectgg

ctacagaact

cgtaggatec
agaacaaatg
tgaaacagaa
tatgcotttt
agtagaagga
actttgtgca
tcctcttgea
tgatgctget
acaaaaaata
agacagaagc
tttcteocata

tatatttgag

ctcctectaa
aagatggttc
tgaaggataa
tagttgaage
ttacattett
aaggataccc
tatgtataaa
gatttaaaca
ctgatggagg
gaatagttece
atgttgttac
aggagcttat

aaagattcecag

aggaggttag
gtaagtgaat
aggtttecte
ccagttgaat
cttgcaaaga
gcacctattt
aagggagaaa
ggacagcaga
tttattacaa
aagggtacaa
ggaaaatctg

aattgcatag

ES 2803 208 T3

aataggagaa
tacacttcag
aaaggatttyg
aggggtaatt
aatgggaact
tgtagattat
ctectgtgta
aataagcggt
aaaatcaatt
tattttaact
agaatatggt
aaaaattgca

ttgtaagectt

ttagaatgga
ttactgaaaa
ttgagacagt
acggeggete
gttgtacttc
atgattgggg
aacttggagc
caacagctgt
atggtgcata
gaggaataac
aagataagtt

ttccaaaaga

gtagagaaga
cttggaatag
ggtatacatt
acaaataaga
aagaaattat
gtaaatgatc
gaagtggatt
gtaggtggac
cttgctatac
gaaggagcgg
attgecactte
catcctaaat

taagegecac

ttttacatta
tgaagttaaa
agaaaaattt
aggtacagat
atcatcaact
tacagaagaa
atttggttta
tttagaaggg
tgcagatact
agcatttata
gggaattaga

aaatatgtta

96

caataggaaa
gagctattce
cagaaatgat
aaaagtcecct
atgatttcat
ctaaggttat
tcacaggaca
aagttgatta
catctactge
gggttactac
tcaagggcaa
ttagggaaga

ttaatgattt

acaaacgagce
cotatagetg
gctaaatacg
tatttatcct
atattgtcag
cagaaacaaa
actgaaccta
gatcattatg
tttgtaatat
gttgaaaaag
gottectcaa

ggaaaagaag

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4385

60

120

180

240

300

360

420

430

540

600

660

720



gaaaaggatt
aagcgttagg
aacaatttgg
atactaaaat
gtcttccata
aaacaactac
tagaaagaat
aaaagatggt
gtagtttgct
acattaataa
gaatcaattg
ccacaggcag
gtttcagaca
gcacttaaaa
actgcacagg
gaaaaagttg
gaagtagcaa
agatatatga
gotgacgact
aagagatcac
gaagcagtag
ggggtttaga
tggagaacta
tttaggagta
attagttgca
tactacagat
attacttata
ttttacaggt
gatgatgaca
aagacctcaa
aagaactgga

agtgcttgaa

tactgtagea
tttagcagaa
aaaagctectt
agaagetgtt
ttcagtggaa
taaagttgtt
gatgagagat
tatttecagea
taaagcaagt
gagaaggcgt
atttaaaaga
tggatgcact
gagcttttgce
atttagaata
ttggacctca
atgtagatgg
aaattaaaac
acatgaagaa
tagatgtaga
atacaaaaga
catattcaat
atgaacttag
caaaaagtag
gaattaactg
tatggagcag
ggatacacta
ggagctacat
cttacagcag
agacctgecat
atgtcaacag
aaaatagaaa

gtagttaaat

atgcatacte
ggcgcattag
tacaaattcc
aaacaacttg
gctgcaagag
caaatctttyg
gctaagataa
aatttattta
accagataca
tccatcaata
aaaagtaggg
tagagaagct
aggagcagat
tgatttaata
aatagcagaa
agatacttta
tecatgeatg
catatttgaa
taaaaataaa
agoaaaagga
ttcaaaatta
cagaatacaa
cacttcaatt
ctgtattact
acaatgtttt
aagtaataga
ttatecggaag
actgtacagg
ttggtggaaa
taagaccagg
aaatagetge

ctgctggecga

ES 2803 208 T3

ttgatggagg
ctgaagcact
agggattagc
tttataaage
ctaaattagc
gtggatatgg
ctgaaatata
aataaatagg
actgaagtta
ataaacccag
ggtacagtta
ctagctatgg
actcaagcta
tttgcaggaa
zaattaggaa
acagttcaaa
ttaactgcta
gttttcaaga
cttggtcotta
goaggagaaa
agagaaaaac
aggcgtatgg
agttggaaaa
tggtagtgaa
atacgcagat
tgaacttata
agacttagga
acttgatata
cttaatggca
agtttttaat
aaatgttgeca

tacaatagat

aagaattggt
taattatatyg
atggatggtt
agcagtaaat
tgcggctact
attcactaag
tgaaggaact
aggagttcat
aaatagatcc
atgataaaaa
cagtagtaag
gagctgatga
cttcctatge
gacaagctat
tacctcagat
gagcttggga
taaaagagtt
aagaagttaa
atggtteoctg
togttaataa
atgtcattta
gtatttgectg
ggaagagaat
gtagatgatt
agtcctettt
aaagaaagaa
ccaagagttg
gatgaggcaa
actatagctt
gcgettecaa
aaagatgaca

atttcagaag

97

atagcagcac
aaagaaagaa
gcagaattag
aaacaaatgg
gtagctatgg
gattatccag
tcacaagtac
aatgaaaata
aaaaacagga
tgcacttgaa
catggggact
agcaatatta
attagcagga
agatggagat
aacatatgta
agatggatat
gaatcaacca
aatatggagt
cacaaaagtt
accaataaaa
atatatagga
aacaaaggga
tggcagacac
tggcaaaaga
taaaacatta
aaccagaaat
caggtagagt
caaaaaattt
gcgaaaaaac
gagatgctte
tcagaattga

cagatgtaat

780

840

00

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1580

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640



tgtatcaggt
agatttatta
taagagctat
cggaatatca
tatcaataaa
tttatataag
cgctaccecg
tataaaagta
ataattttag
aaggaaaagt
tatactgatc
acaaaggaag
ccaaaattat
cctgatagec
cagtctgecaa
aattttatac
ttgactecete
gtagaagatg
ttcttgaagg
gaattagttg
attattacat
gtagaaggat
atggtatgta
gtaggattta
atggctgatg
tcaagaatag
caatatgttg
gotaaggage
gaaaaaagat
gtttctaget

tatcttaagt

actcatagaa

<210> 57

<211> 1519

ggaagaggac
ggtggaacta
caggttggac
ggtcaaatac
gatgaaaacg
gttgttecag
taggatccag
aaattgttag
geaatgekbtyg
ataagagtgt
cggaatcaga
cagttaattg
taaaacaaaa
atggatactg
agcttataat
acatttetga
ctaaaatagg
gttctacact
ataaaaagga
aagcagygggt
tettaatggg
accctgtaga
taaactcctg
aacaaataag
gaggaaaatce
ttcetatttt
ttacagaata
ttataaaaat
tcagttgtaa
ctecacattet

aataaaaata

tt

ttggtggtce
taggtggatc
aaactggtaa
aacatttage
ctecaatgat
aatttgtaga
gaggttagtt
tgcagacgaa
tggagcatct
aaagatacac
aaagtatatt
taatagaaca
gtatataaat
tagctttgga
tgcagaagta
tatggattac
agaagtagag
tcagcttgga
tttgggtata
aattacaaat
aactaagaaa
ttatgtaaat
tgtagaagtg
cggtgtaggt
aattettget
aactgaagga
tggtattgeca
tgcacatect
gctttaagcg
tgcagatata

agagttacct

ES 2803 208 T3

agatggatte
ccgtgcaact
aacagtaaga
tggtatgcag
gcaagtageg
acaagttaaa
agaatggttt
gotgtateta
cttacacttt
aatcttatac
catggaaata
gattatactc
gcagatgtag
gtatcaaccg
aacgatcaga
atagtagaaa
aagacaatag
ataggagcta
cattcagaaa
aagaaaaagt
ttatatgatt
gatcctaagg
gatttcacag
ggacaagttg
ataccatcta
gcgggggtta
cttctecaagg
aaatttaggg
ccacttaatg
atattgecta

taaatggtaa

aaagttctta
atagatgctg
ccaggtcttt
gatagtggat
gatcttgeaa
gotttaaate
ttaaaaattg
aagtaagetg
tagatgeectt
ttaattataa
ctttetttgt
catgettttt
cttttattca
attattcaca
tgccaagagt
gttcacgtee
gaaaatactg
ttccagatge
tgatatccga
ccctteatec
tcataaatga
ttattatgca
gacaagtgtg
attacatgag
ctgcagetgg
ctacttcaag
gcaaatccecat
aagaattaac
atttgccagt
gagctgaagt

ctecttatttt

98

aagaattage
gctggataga
atattgcatg
ttatcgtage
ttgtaggaga
tttaagegge
gcaggatctt
tggagatage
ggctgcaaat
aaatgatata
aagtggaggt
ttatgaaata
agtaagtaag
ggcaatggta
tttaggagac
aattctagaa
tgcatctett
agtactttta
tggtgttgtt
aggaaaaata
taatecctatg
aaattctaag
tgotgaaagt
aggagctage
cggcaaaatt
atatgatgtt
aagagaaaga
agcteaattt
aaaagagatt
tatatatgat

tttaatgteg

2700

2760

2820

2880

2940

3000

30690

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4512



<212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> ADN fragment de cat3

<400> 57

ggcgcctace
ctttataaaa
agcataattt
aataaggaaa
atatatactg
ggtacaaagg
ataccaaaat
aagcctgata
gtacagtctg
gacaatttta
gaattgacte
cttgtagaag
ttattecttga
gttgaattag
ataattatta
atggtagaag
aagatggtat
agtgtaggat
agcatggctg
atttcaagaa
gttcaatatg
agagctaagg
tttgaaaaaa
gagattgttt
tatgattatc

atgtcgacte

<210> 58

<211>1210

<212> ADN

ccgtaggatc
gtaaaattgt
taggcaatgc
agtataagag
atccggaate
aagcagttaa
tattaaaaca
gcecatggata
caaagettat
tacacattte
ctcctaaaat
atggttectac
aggataaaaa
ttgaagcagg
cattcttaat
gataccctgt
gtataaactc
ttaaacaaat
atggaggaaa
tagttectat
ttgttacaga
agcttataaa
gattcagttg
ctagetatea
ttaagtaata

atagaatte

caggaggtta
tagtgcagac
ttgtggagca
tgtaaagata
agaaaagtat
ttgtaataga
aaagtatata
ctgtagecttt
aattgcagaa
tgatatggat
aggagaagta
acttcagett
ggatttgggt
ggtaattaca
gggaactaag
agattatgta
ctgtgtagaa
aagcggtgta
atcaattctt
tttaactgaa
atatggtatt
aattgcacat
taagctttaa
cattcttgea

aaaataagag

ES 2803 208 T3

gttagaatgg
gaagctgtat
tctecttacac
cacaatctta
attcatggaa
acagattata
aatgcagatg
ggagtatcaa
gtaaacgatce
tacatagtag
gagaagacaa
ggaataggag
atacattcag
aataagaaaa
aaattatatg
aatgatccta
gtggatttea
ggtggacaag
gctataccat
ggagcggggg
gcacttecteca
cctaaattta
gegategeac
gatataatat

ttaccttaaa

tttttaaaaa
ctaaagtaag
ttttagatge
tacttaatta
atactttett
ctecatgett
tagcttttat
ccgattatte
agatgccaag
aaagttcacg
taggaaaata
ctattccaga
aaatgatatc
agtccecttca
atttcataaa
aggttattat
caggacaagt
ttgattacat
ctactgcage
ttactacttc
agggcaaatc
gggaagaatt
ttaatgattt
tgectagage

tggtaactet

99

ttggcaggat
ctgtggagat
cttggctgea
taaaaatgat
tgtaagtgga
tttttatgaa
tcaagtaagt
acaggcaatg
agttttagga
tccaatteta
ctgtgeatet
tgcagtactt
cgatggtgtt
tccaggaaaa
tgataatcct
gcaaaattct
gtgtgctgaa
gagaggagct
tggcggcaaa
aagatatgat
cataagagaa
aacagctcaa
gccagtaaaa
tgaagttata

tattttttta

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

300

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1519



10

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> Butanol deshidrogenasa procedente del codon de E. coli optimizado para C. ljungdahlii (YghD_E(coCl))

<400> 58

gcgatcgeta
ccccaaccag
acgatgctag
atcaagttct
acceggetta
toctgetgge
ctaactatce
aaagcgccat
caggcgeggt
ttcagececggt
tggctaacgg
ttgatgccaa
gtcecgaaage
cgacteagge
tgetgggoca
tecetgectge
ctgaaagagt
ccgcaaccag
tggacggcag
tgggcgaaaa

aaggcgeges

<210> 59

< 211> 3658

<212> ADN

ccccgtagga
aattctgttt
agtattgatt
ggatgccectg
tgaaacgctyg
ggttggegge
ggaaaatatc
cccgatggge
gatctcecegt
atttgccgtg
cgtagtggac
aattcaggac
cetgaaagag
getgaacggt
cgaactgact
actgtggaat
ctggaacatc
aaatttcttt
ctcecateceg

tcatgacatt

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> pATh-LEM-17

<400> 59

tccaggaggt
ggtaaaggcg
acctacggeg
aaaggcatgg
atgaacgeeg
ggttotgtac
gatcegtgge
tgtgtgectga
aaaaccacag
ctcgatccgg
gecctttgtac
cgtttegeag
ccagaaaact
ttgattggeg
gecgatgeacg
gaaaaaagag
actgaaggtt
gagcaattag
gctttgetga

acgttggatg

ES 2803 208 T3

tagttagaat
caatcgctgg
gcggeagegt
acgtgctgga
tgaaactggt
tggacggcac
acattetgea
cgctgccage
gcgacaagcea
tttataccta
acaccgtgga
aaggcatttt
acgatgtgag
ctggegtace
gtetggatea
ataccaagag
ccgatgatga
gcgtgeccgac
aaaaactgga

tcagcagacg

gaacaacttt
tttaagagaa
gaaaaaaacc
atttggcggt
tagagaacag
caaatttate
aacgggcggt
aaccggttca
ggcgttecat
caccctgecg
acagtatgtt
gotgacgeta
agccaacgte
gcaggactgg
cgogcaaaca
agctaagetg
gcgtattgac
ccacctctec
agagcacggc

tatatacgaa

100

aatctgcaca
caaattcctce
ggcgtteteg
attgagccaa
aaagtgactt
gccgcagcegyg
aaagagatta
gaatccaacg
tetgeccatg
ccgegtcagg
accaaaccgyg
atcgaagatg
atgtgggegg
goaacgceata
ctggetateg
ctgeaatatg
gocogegattg
gactacggtc
atgacccaac

gcegecagat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

€600

660

720

780

840

300

960

1020

1080

1140

1200

1210



ggcgectace
caacaaatga
tttcaactag
tctattatgg
tatgetattg
gcacacacat
aaatatctag
aatgetggaa
gteataaatg
tttgcggtta
ggtatggatg
acagcagagc
aatgagggct
caggcacttg
gttcagtttg
getactaaaa
cataaaaatt
gaagttgtta
gtagagcgta
caaagactta
aataaagaaa
ataaaagaag
aatatagata
tgcagtatag
gatacagttg
ccacttgatc
attggtatat
gotataaaca
gatctatatg
aggaggttag

gtctttttat

ccgtaggatce
ttagagataa
atgagaaaaa
gtectteocata
cggtagaaga
ctottggaac
ttccactgge
gtgatgeegg
gttectaaggt
caactccagg
gatttacttt
ttttatttaa
ttaaaattgce
gaattgecca
gaaaacctat
ttogggegge
atggaatgga
atgatgcagt
tgtaccgtga
ttatctccaa
ataaagttaa
gctctccaaa
ttaataaaag
gactgggatt
gtgetgaact
gttatgtagg
caggacaagt
tagatgagga
aaattgtgcc
ttagaatggg

ttgeccatttg

caggaggtta
tgttcgaaag
tatatttcct
cccaaaagaa
actatcaagg
ttggcctatt
ctcgggeaag
caagacagaa
atttataaca
tttgggaacc
tggtactcat
aaatttgaag
catgcagacc
gggtgcatat
ttcaagacaa
tagatttatg
atceogetatg
gcaaatatat
tgctaagatc
tgatatttta
taaagcaaaa
agaaaaggtg
tgaagcttct
aaaggataaa
tggctgttec
catatcgggt
tcaacattta
tgetcactata
gctgcttatt
tggtaccgeg

tttgagagaa

ES 2803 208 T3

gttagaatga
tttgcagaag
gaagaaatag
tatggtggag
gtagatgcaqg
atggagtttyg
aaaattgetg
actacagegyg
aatgcggatt
aagggaataa
tataataaaa
gtaccaaaat
ctagaaggtg
gagaaagcac
caatccatag
gtatatagtyg
gogaaattgt
gggggctcag
tgtacaatat
ggtaaaccta
cctataacgg
gatgcatttt
aaaggaagta
aaagacttgce
agacctgtgg
cagaaattcg
aagggaattg
tttaagagtt
gaggctttaa
gcagacattt

aggaaagaag

actttgaact
caaaaatcga
ttaatgagat
cgggaaaaga
gtgtgggtgt
ggacaaaaga
cttttggtct
ttttagaagy
atgcagatac
gtgcectttat
tgggtatacg
ataatctttt
ggcgecatagg
taagctacte
catttaaact
cagetgtatt
atgcttctga
gatttattaa
atgaaggaac
azaaagaacc
gaaaccgtag
taaattatat
tagcagacge
ctttaataca
ctgaagaaag
gtggaacatt
aaaatgctgg
cagattatgg
aatagtaccc
cgocccageg

ctttaatgga
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caccaaagaa
gcctattgea
gggggatcta
tgtattgage
tatattatet
acaaaaagaa
tacagaacct
agatoattat
ttatgtaata
tattgagaag
ttctteooget
gggaaaagaa
tattgcggca
caaggaaaga
tgcggatatg
aaagcaggaa
tatttgeoett
aggatttcct
taatgagatt
tattgaggaa
gagggtcatt
taaaagtgaa
agataaagta
atcactageg
ggaatggetg
ttatcttgec
aattataact
tattgtagga
cgtaggatcc
aaataggtct

tattatagtt

60

120

180

2490

300

360

420

480

540

600

660

720

780

B840

800

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860



ttagttaaac
gatagaacat
gttcaaatag
acagaaagtg
gatagaaaat
aaaaagttgg
ggacaggttg
aaaattacag
tatttaaaaa
agattgcctt
cttgaggatt
aaagtaaaga
tcagatactg
gaggtgtagt
gacaaattca
taaatgctec
tatatagggg
aagtaaccta
tgattggtge
cgggacttac
taagaccgge
tggctacagt
atattttaaa
ttagatccca
tgaaaaaggc
ttggagccag
acagcggcaa
agecacettge
ctectatatt

atttgataac

<210> 60

<211>9316

< 212> ADN

aagttccgga
ctgccagtge
ctgaaaatat
cgttaaaaga
ttggaggttc
gagcectatga
gteccogaagt
aaatgaataa
gtataaaatt
cttttaaaaa
tagaagaatt
aaatagaaat
ttgaggcaga
agtgggtaag
taaagtcagt
ggtgtacagt
agcagataag
tacaattaac
cactaccctg
agcagattgt
ttttagcegaa
gagatataaa
ggtagagget
ggaaattaat
agaagatatg
cagggaaata
cagggtaaaa
aggaatgaaa
taatatageca

taagataaaa

< 213> Secuencia Artificial

<220>

tatggaaaaa
agaaatcaat
cgatgccaga
atgtattgea
agatacaaag
tetggtaate
tgcagaattt
ggacagcatg
tccatgtett
taagatgaaa
tttgaatgag
tcocccaaata
gaatgaatta
gaatatagtg
tatgaactte
gttgtgttag
gtattttata
ctgaagaatt
ggaagatcat
acaggtettg
aatatactgg
gaatttgacg
ttaagactecg
atatctgatg
gotatgttaa
gttgaagaag
cctaaattat
gaatcggggt
gactacggaa

gaaagcagtt
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gtaaaatttyg
ccttttgatt
gttactgctg
aggggtgctce
gogactteta
goetggagaaa
ttaaatatac
gaggtacatt
attacagtta
gccagaaaag
gataatgttg
gaaaaaagac
attaatatat
gtatattggt
tgggaaaage
gagcagatgg
tacaggatga
taattaaaga
tagcacctag
aaatcgatga
ctcatataaa
agggcacaag
aaaatgaact
caaatgtagt
aggagttage
ggtttatatc
atatagcttg
ttattgttage
tagttgatga

tagaaactat

acagagaaaa
taaatgcact
taagtatggg
atgaaggagt
aaatacttge
agactgtaga
ctecatgecaag
ctgaaatctyg
caaaggatat
cagagattaa
gctttaaggg
agggaaaaat
ttaaaaagat
atttgcagaa
aaggcagett
tatagaggcce
tatgtttaat
tatcaaacct
gctggecagey
agatagaaaa
aacatacaca
agatgctaaa
ggtaaaagtg
agtggcagcg
ggatttgetg
caaggacttt
tggaatttca
aatcaataca
tatgtataag

aaattgttaa
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gggagtagta
ggaaacagca
gcctccaaat
gettgtaagt
cagtgeocatt
tggagataca
ttatgtaagt
ggaaggaact
caatcatcca
gatattaaag
ttcacctaca
ttatagggag
taaggttttg
caaaaaaatg
teotgataaat
gaagaactta
ctaccagaag
gaaatttttt
tocttaaata
ttggttcaga
tatccccaga
aggcagggag
ataacacaac
ggtaaaggat
ggaggtgtag
caagtaggat
ggagcaccgce
gatcctteag
gtaatacctg

gcggccge

1320

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3658



< 223> vector pATh-LEM-22

<400> 60

ctcgagcgtce
tttatgcate
tgttcaaage
tgattttttg
tacttetgtt
ctattecactt
tcaacttectg
aacccgtatt
attatatceg
ggaaatttaa
ttatttictg
ctctgtacta
tgttcoattta
ttttgactgt
taaaattagt
aatttatact
ctttttttac
cggtttaacyg
taaggcatta
gaatggegtg
aaaaataata
ctatggaact
ttagttagaa
acgttgaata
gccgcaataa
ggtaaagett
ggaagaaagt

ccagttatag

gatccgattc
ccttaactta
taatattgtt
taaatatttt
tatctttgtg
taggtttagg
ccattaaaaa
ccacgattaa
tacttatgtt
actgcaatat
tagttttgeca
attcaagggt
atcttatatt
gttttatatt
ataattatag
gecaatctgat
aagaaaaaag
acttaattac
gtgcatttaa
tgtgttagee
atagtgggta
tatgaaatag
tggaatttaa
gacctaagge
acgacattge
ttgtagecagy
ttteocagttet

cagctataaa

acaaaaaata
cttattaaat
taaatcgtca
cttgtattct
tgatattectt
atgaaaatat
taatgccaat
ataaatctea
ataaggtata
atcecttgttt
taatttatgg
aaaatgccot
tgtcattatt
tttectegtte
cacgagctct
gcgattattg
aaagttctta
gaagtaaata
gcgtcagage
aaagcatectg
taattaagtt
attgaaatgg
aaatatcatt
attaaatgca
tgaagatgat
agcagatata
tggcaataaa

tggatttgca
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ggtacacgaa

aatttatagec
attcetgecat
ttgttaaccc
gatttttttc
toctecttggaa
gagcgttttg
tcagectatac
ttaccaaata
aaaacttgga
tetatttcaa
tttcectgage
ttatctatat
attataaccc
gataaatatg
aataaaagat
aaggttttat
agtctagtgt
atggctttat
caggtcgact
gttagagaaa
tttatectgtt
cttgaaaagg
ttaaatgcag
aacgtatatg
goetgagatga
atatttagaa

ctgggtggtyg

aaacaagtta
tattgaaaag
gttttaagga
atttcataac
tatttaatct
ccatacttaa
tatttaataa
tatcaaaaac
ttttatagga
aattategtyg
tggecagttac
cgatttcaaa
tatgttttga
tctttatttt
aacatgatga
atgagagatt
acttttggte
gttagacttt
gccgagaaaa
ttttaacaaa
acgtataaat
accecegtagg
atggaaatgt
caactttaaa
ctgtgataat
aagatcttac
aattagaaaa

getgtgaatt
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agggatgcag
agataagaat
attgttaaat
gaaataatta
gataagtgag
tatagaaata
tecttttagea
aattttgegt
ttggttttta
atcaacaagt
gaaattacac
gatattatca
agtaataaag
ttoctectta
gtgatcgtta
tatctagttt
gtagagcaca
aatgtttttt
ctattggttg
atatattgat
tagggataaa
atccaggagg
ggcttcaata
agagatagat
tactgggtca
tgcagttgag
tttagaaaaa

gtcattgtet

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

260

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680



tgcgatataa
attactccag
aaggaactta
gtaaataaag
attattgtta
cagtgtgata
acagaagata
aataagtaag
gtgtagcggt
caggtataga
cagtaaagaa
ataaaatagt
ttataataga
aagaaatatg
aagtagcaac
caaatgttat
atattataaa
caggatttgt
cagaaggaat
caatgggtee
atgtacttta
atgtaagagc
ttaagtttac
tgcagtaaga
tttaggagct
taatgaagtc
ggcatctttt
tggttcocagga
cgtaataata
tagatgggga
gtgggatgca

gaacatttca

gaatagctte
ggtttggagg
tatatacecgg
tagttgagec
atgcacctat
tagatacagyg
gagtagaagg
gocggeocaaa
tttaggtagt
tgtaattatc
agcttatgat
tggaagagta
agcagcatca
caagcctgaa
agctacaaag
gaaattagtt
agaagettece
tgtaaacaag
agettoagea
tttagoatta
tagtgaaact
aggatggctt
aagaatggoeg
acagcogattg
acagctataa
attttaggaa
aaagcaggat
cttagaacaqg
gcaggtggta
tatagaatgg
tttaatgatt

agagaagaac

atcaaaggct
tactcaaaga
aaaagtaatt
agataaatta
agctgttaga
tgtagcttat
aatgacagca
gtattgttaa
ggaactatgt
cgtggaagaa
aaaaaagtat
agtacaacaa
gaggatatga
acaatttttg
agaccagata
gaaatcataa
attaaaatag
atattagtac
gaagatatog
ggagatcotta
ggagattcaa
ggaagaaaat
ctttaggagg
gatcttatgg
aggaagcagt
atgttcttca
taccagttga
ttagettage
tggaaaatat
gaaacgctaa

accacatggg

aagatgagtt
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aagtttggtce
cttgcaagag
aatgctgaag
ttggaagaag
atgtgtaagg
gaagcagaag
tttgtagaaa
aaagggaggt
ctcgtggaat
ctgaaggtag
caaaggggaa
ctgaacttga
atataaagaa
ctactaatac
aattcatagg
gaggtatgaa
gaaaaactcce
caatgatcaa
atacagctat
ttggacttga
aatatagagc
caggaaaagg
attagtcatg
aaagtctcoctt
taaaaaagca
agcaggttta
aattccaget
agcacaaatt
gtctagagct
atttgttgat
aataacagca

tgctcttgea

aaccagaggt
caataggcgt
aggcattaag
ctaaagettt
ctgctataaa
tatttgggga
aaagagacaa
ctgtttaatg
tgtgcaggct
tattggaaaa
aattteocccag
aaaattggct
agactatttt
ttcttcatta
aatgcatttc
tacttcacaa
tgtagaagtt
tgaagcagta
gaaattagge
tgtagttott
tcatacatta
attcttegect
aaagaagttg
aaggatgtac
ggaataaaac
ggacagaatc
atgactatta
ataaaagcag
ccttacttag
gaaatgatca
gaaaacatag

tcacaaaaaa
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tggtettgga
tggtatgget
aataggtttg
agtagatget
tcaaggactt
atgttttget
ggcttttaaa
agtattaaaa
tttgcagaag
ggtctagcag
gaagatgatg
gattgtgatc
ggaaaattag
tctataactg
tttaatccag
gaaacttttg
gcagaagcte
ggaattttgg
gctaatcace
goagttatgg
cttagaaaat
tattaattaa
taatagctag
cagcagtaga
cagaggatgt
cagcaagaca
ataaggtttg
gagatgcetga
cgaataacgc
ctgacggatt
ctgagagatg

aagctgaaga

1740

1800

1860

1920

1580

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600



agctataaaa
gggagaaact
tgcaaaatta
attaaatgac
agtaaaacca
gggatatgga
tgaattagat
agatttaaaa
tccaattgga
agatgcaaaa
gctagaaaag
attgttteta
gattatctta
tegactecata
ttcttcccta
tttgceccttyg
agtagtaacc
tgcagtagat
gtaatcaact
ttgtectgtg
aataacctta
tatgaaatca
aagggacttt
tatcatttct
tggaataget
ttttcctatt
tgaactttct
tggecatctga
ataatcggtt
aaaagctaca

gcatggagta

tcaggtcaat
gtagttgata
aaacctgcct
tgtgcagcag
cttgetaaga
ccetttetatg
ttaatagaat
tttgatatga
geatcaggtyg
aaaggcttag
tgctaggagg
getetecacat
agtaataaaa
ggegegectt
aatttaggat
agaagtgcaa
ccogetectt
ggtatagcaa
tgtccaccta
aaatccactt
ggatcattta
tataatttct
ttcttatttg
gaatgtatac
cctattecaa
gtcttctcta
actatgtaat
taegtttactt
gatactccaa
tctgeattta

taatctgtte

ttaaagatga
cagatgagca
tcaaaaaaga
tacttgtaat
tagtttetta
caacaaaagc
caaatgaagec
ataaagtaaa
caagaatact
caactttatg
taagtttatg
tcttgeagat
ataagagtta
aaagcttaca
gtgcaatttt
taccatatte
cagttaaaat
gaattgattt
caccgcttat
ctacacagga
cataatctac
tagttcccat
taattaccce
ccaaatcctt
getgaagtgt
cttctcctat
ccatatcaga
ctgcoaattat
agctacagta
tatacttttg

tattacaatt
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aatagttcct
ccctagattt
tggaacagtt
catgagtgea
tggttcagea
agctattgaa
ttttgcaget
tgtaaatgga
cgtbtactett
tataggtggce
gogecactta
ataatattgc
ccttaaatgg
actgaatctt
tataagctcc
tgtaacaaca
aggaactatt
tcctccatca
ttgtttaaat
gtttatacat
agggtatcet
taagaatgta
tgecttcaact
tttatectte
agaaccatct
tttaggagga
aatgtgtata
aagctttgea
tccatggcta
ttttaataat

aactgcttee

gtagtaatta
ggatcaacta
acagctggta
gaaaaagcta
ggagttgace
aaagcaggtt
czaagtttag
ggagctatty
gtacacgcaa
ggacaaggaa
atgatttgee
ctagagectga
taactcttat
ttttcaaatt
ttagctettt
tattgaacat
cttgaaattt
gccatgctag
cctacacttt
accatcettag
tectaccatag
ataattattt
aattcaacaa
aagaataaaa
tectacaagag
gtcaattcta
aaattgtcte
gactgtacca
tcaggcttac
tttggtattt

tttgtacctc

105

aaggcagaaa
tagaaggact
atgcatcagg
aagagecttgg
cagcaataat
ggacagttga
cagtagcaaa
accttggtta
tgcaaaaaag
cagcaatatt
agtaaaagag
agttatatat
ttttttaatg
gagctgttaa
ctcttatgga
catatcttga
tgoegecage
ctcctecteat
cagcacacac
aattttgeat
gattatcatt
ttcctggatg
caccatcgga
gtactgcatce
atgcacagta
gaattggacg
ctaaaactct
ttgoctgtga
ttacttgaat
cataaaaaaa

cacttacaaa

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

41490

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460



gaaagtattt
attaagtata
atctaaaagt
tactttagat
tttaaaaacc
aaagctttaa
agatccgeta
ctatecctgea
cctggtctta
tctatagttg
actttgaate
gaaatatcta
tcttttgeaa
agcgcattaa
atagttgcca
tcatctatat
cttggtecta
tcttttataa
ggactatotg
tatacttoac
cttectttte
aatacccata
gacatgtttt
aacgatttct
accattaaga
ttectttcttg
ttttatagea
agctetttga
aggtattecct
ttgtettect
ggaagtagct

agctcccata

ccatgaatat
agattgtgta
gtaagagatg
acagcttegt
attctaacta
cttgttctac
cttgcatcat
taccagctaa
ctgttttacc
cacgggatcc
catctggace
ttgtatecgece
catttgcagc
aaactcctgg
ttaagtttcc
caagtcctgt
agtctettece
gttcatctat
cgtataaaac
taccaagtaa
caactaattg
cgecctttgta
tctcttaatt
cctgoteoctt
ccaagtttat
aaaacttcaa
gttaacatgce
actgttaaaqg
aatttttctg
gcaaatatta
tgagtatctg

gctagagett

acttttetga
tctttacact
cteccacaage
ctgeactaac
acctecctgga
aaattctgga
tggagcgttt
atgttgtatt
agtttgtcca
acctatagtt
accaagteoct
agcagattta
tattttttct
tcttactgtt
accaaatgca
acagtctgct
gataaatgta
tactttagtg
attgtctget
tacageagtt
aagtgctact
ttctgctaag
ttgaaattga
ttgettettt
ttttatctac
atatgttctt
atggagtttt
tatcteccate
ctatttgagyg
aatcatatte
ctoctgeoaaa

ctetaagtge
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ttecggateca
cttatacttt
attgcctaaa
aattttactt
tcectacgggg
acaaccttat
tcatctttat
tgacctgata
acctgatagc
ccacctaata
cttocacctg
actacttcaa
atttttccag
gacatttgag
ggtcttgteca
gtaagacctg
gctectataa
tatccatctg
ccatatgcaa
aattotacte
ttttgtagtt
ttcattctaa
atatgctact
tgtatgtgat
atctaagteg
catgttcata
aatttttget
tacatcaact
tccaacctgt
taaattttta
agctctgtet

atccactgece

gtatatatat
tecttattty
attatgctat
ttataaagat
tagcggccge
ataaatctcc
tgatagctac
ttceogeoatge
tcttatctat
aatctgctaa
atacaattac
gcacttcaat
ttcttgaagc
gtcttgtttt
tcatcaaatt
taaaaactct
gtaatattte
tagtataatg
ctaatteottt
ctaaagtgte
ctccatcocct
acccctecta
gcttctttta
ctcttaactt
tcagcactcc
tatcttggtt
acttcatate
ttttctacat
gcagtatctc
agtgctectg
gaaactaata

tgtggaggcc
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catttttata
cagccaaggce
ctcecacaget
cectgeocaatt
ttaaagattt
tacaattgca
gataaatcca
aatataaaga
ccagccagca
ttctttaaga
atctgettet
tctgatgtca
atctocttgga
ttcgcaagct
ttttgttgee
acctgcaact
tggttttett
ttttaaaaga
tgccaaatca
tgacaattet
ttgttcagca
tatattaaat
ttggtttatt
ttgtgecagga
atattttaac
gatttaactc
catctteocea
atgttatctg
catctatage
ctaatgcata
ttgctteate

ccatgcttac

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5540

6000

6060

6120

6180

6240

€300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6500

6560

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380



tactgtaact
atcatctggg
tattttaact
ctectectat
cttcatatat
tgaatccata
ccgcagetaa
ctgotgettt
tccatgectaa
aattaagtgc
ttettectee
tattttettt
ttcccaactt
atgectgttat
ctgcatatge
ctaaaacage
caaatgctce
ctgtacccca
atgatgaagt
tacctgageoce
tttctactgt
cttcattttc
taaaatccat
acaaaattac
tcaaaaatat
tcaatacttt
tagatactct
ttteocacttag
ccctatactt
aatattttag

tttcacaatg

gtaatagcag

tgectgeagg

gtaccececta
tttattattg
tcagttgtat
ttatttaaat
ttecagttate
tecaccaaag
tttagctctt
ataaacaagt
tecetggaat
ttcagctaat
atcaagagta
tggaactatg
atcttcagat
tocctettgta
accatttgta
tgttgtetge
aagtttttcot
atcataaata
acaactcttt
gecgtattea
ctcaagagga
agtaaattca
tctaactaac
acacacttat
aacttttgat
actcaatatt
atttaaaaat
gcattttaaa
tgtacttata
aaaggaaaat

gacataaata

ttatgagtgg taacttegtg caaagaggtt caccatctat agttgacaaa

gaattc

ctttttettt
atggaacgcc
ctggtacttg
aaatttgetg
ttagcatete
atttgaacaa
gcagcttcca
tgtttaacag
ttgtaaagag
gcgccttetg
tgcattgeta
caattctcaa
tttecctatgg
cccttgette
ataaatattt
tgtecageag
ccctttgeaa
ggtgctgcac
gcaagtcctt
actggaaaag
aacctttetg
cttaccattt
ctcoctggate
actataatce
aagaaattte
atataatgta
cctacactaa
ataaataate
gttctttaat
ttectatgaac

tcatattgaa
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taaagcaatt
ttctcttatt
ctttaagcaa
aaataaccat
tcatcattet
ctttagtagt
ctgaatatgyg
cttetatttt
cttttccaaa
ctaaacctaa
cagtaaatcc
atataagttc
agaaaccagg
tgtctgtecat
tttgteecatt
catcagtace
gaggaactaa
aaagtgaagt
ctactgctat
gecataccocat
tttecatetat
gttctacaaa
ctacggggta
tttttagttyg
acaaattaaa
aatcaaataa
tacttatttt
aatcaatata
gaaataaaca
gtaactggaa

agtgctegtt

gattctteaa
aatgttcctg
actactattt
cttttgtact
ttetacktgga
tgtttecata
aagacccatt
agtatetaat
ttgttttett
cgcttgtget
tttteoettet
tgtagttgag
gaaatcktttt
tgcaaatatt
taatacataa
tgcattaggt
gtatttttgt
atgtgctgac
tatataggat
catteocegtat
ttecageaget
tttttgctcg
gcgategett
tatttttecaa
gtatcaaaaa
gcaaaaattt
attgttataa
ctagectatt
gagttcttga
taatagttga

ctgctacaaa
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gtgecattttt
tttttggatc
tcattatgaa
tgtgaagtte
taatecettag
getacagtag
tgtttattta
tetgeoaacca
tettteatat
gctataccaa
tttectaaca
gaagctctaa
tcaactataa
acaaaagtat
tgatccecett
tcagttaaac
ttotgttett
aatatagttg
aaataatctg
ttagcaaatt
ataggtttaa
tttgttaatg
taaatttaac
taaaaatcat
attttgetag
aatctgaaaa
tatgtatata
tttteaaatg
catggaataa
atataatcce

atgtgatgcet

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7580

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000
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REIVINDICACIONES

1. Una célula microbiana acetogénica que es capaz de producir al menos un alcohol superior a partir de una fuente de
carbono, en donde la célula microbiana acetogénica esta genéticamente modificada para comprender una expresién
incrementada con relacion a su célula silvestre de al menos una enzima, Es, butiril-CoA: acetato CoA transferasa
(cat3), y en donde el alcohol superior comprende la férmula | posterior y tiene de 4 a 10 atomos de carbono

R

OH

R Formula |

R=H, CHs,

n=1-6
y en donde el incremento en la actividad enzimatica se consigue mediante
- una expresion de una enzima Es heteréloga,
- un incremento en el niumero de copias del gen que expresa la enzima Es,
- una expresion de la enzima Es con un promotor heterélogo, o
- sus combinaciones.

2. La célula segun la reivindicacion 1, en donde la célula estd genéticamente modificada para comprender una
expresion incrementada con relacion a su célula silvestre de al menos una enzima adicional seleccionada del grupo
que consiste en E1 a E7 y Eo a E11, en donde E1 es una alcohol deshidrogenasa (adh), E2 es una acetaldehido
deshidrogenasa (ald), Es es una acetoacetil-CoA tiolasa (thl), E4 es una 3-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa (hbd), Es
es una 3-hidroxibutiril-CoA deshidratasa (crt), Es es una butiril-CoA deshidrogenasa (bcd), E7 es una subunidad
flavoproteinica de transferencia electrénica (etf), E9 es una acetato cinasa (ack), E11 es una transhidrogenasa y E12 es
una trans-2-enoil-CoA reductasa o crotonil-CoA reductasa, y en donde el incremento en la actividad enziméatica de una
cualquiera de las enzimas E1 a E7 y Eg, E11 y E12 se consigue mediante

- una expresion de una enzima heteréloga de una cualquiera de las enzimas E1 a E7 y Eg, E11y E12,

- un incremento en el niumero de copias del gen que expresa una cualquiera de las enzimas E1 a Ez y Eg, E11y Eq12,
- una expresion de una cualquiera de las enzimas E1 a E7 y Eg, E11 y E12 con un promotor heterologo, o

- sus combinaciones.

3. La célula segun cualquier reivindicacion 1 o 2, en donde Es comprende 60% de identidad de secuencia con SEQ ID
NO: 1.

4. La célula segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde Eg procede de Clostridium kluyveri.
5. La célula segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la célula esta genéticamente
modificada para comprender una expresion incrementada con relacion a su célula silvestre de las enzimas Es, una
acetoacetil-CoA tiolasa (thl), E4, una 3-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa (hbd), Es, una 3-hidroxibutiril-CoA

deshidratasa (crt), y Es, una butiril-CoA deshidrogenasa (bcd), y en donde el incremento en la actividad enzimatica de
una cualquiera de las enzimas Es a Es se consigue mediante

- una expresion de una enzima heteréloga de una cualquiera de las enzimas Es a Es,

- un incremento en el niumero de copias del gen que expresa una cualquiera de las enzimas E3 a Eg,
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- una expresion de una cualquiera de las enzimas Es a Es con un promotor heterdlogo, o
- sus combinaciones.

6. La célula segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde la célula esta genéticamente modificada
para comprender una expresién incrementada con relacion a su célula silvestre de las enzimas Es, una acetoacetil-
CoA tiolasa (thl), E4, una 3-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa (hbd), y Es, una 3-hidroxibutiril-CoA deshidratasa (crt), y
en donde el incremento en la actividad enzimatica de una cualquiera de las enzimas Ez a Es se consigue mediante

- una expresion de una enzima heter6loga de una cualquiera de las enzimas Es a Es,

- un incremento en el niumero de copias del gen que expresa una cualquiera de las enzimas Es a Es,
- una expresion de una cualquiera de las enzimas E3 a Es con un promotor heterélogo, o

- sus combinaciones.

7. La célula segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde la célula esta genéticamente modificada
para comprender una expresién incrementada con relacion a su célula silvestre de las enzimas Es, una acetoacetil-
CoA tiolasa (thl), E4, una 3-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa (hbd), Es, una 3-hidroxibutiril-CoA deshidratasa (crt), Es,
una butiril-CoA deshidrogenasa (bcd), y E7 es una subunidad flavoproteinica de transferencia electronica (etf), y en
donde el incremento en la actividad enzimatica de una cualquiera de las enzimas Es a E7 se consigue mediante

- una expresion de una enzima heteréloga de una cualquiera de las enzimas Ez a Ez,

- un incremento en el niumero de copias del gen que expresa una cualquiera de las enzimas Es a E7,
- una expresion de una cualquiera de las enzimas E3 a E7 con un promotor heterélogo, o

- sus combinaciones.

8. La célula segun una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, en donde la célula esta genéticamente modificada
adicionalmente para comprender una expresién incrementada con relacion a su célula silvestre de al menos una de
las enzimas seleccionadas del grupo que consiste en E1, una alcohol deshidrogenasa (adh), y la enzima Ei2, trans-2-
enoil-CoA reductasa o crotonil-CoA reductasa, y en donde el incremento en la actividad enzimatica de una cualquiera
de las enzimas E1 y E12 se consigue mediante

- una expresion de una enzima heteréloga de una cualquiera de las enzimas E1 y E1z,

- un incremento en el nimero de copias del gen que expresa una cualquiera de las enzimas E1 y E1z,
- una expresion de una cualquiera de las enzimas E1 y E12 con un promotor heter6logo, o

- sus combinaciones.

9. La célula segun una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 8, en donde las enzimas

- E1 se selecciona del grupo que consiste en C. acetobutylicum y E. coli y/o E1 comprende 60% de identidad de
secuencia con SEQ ID NO: 18 o SEQ ID NO: 19;

- Es procede de C. acetobutylicum y/o Es comprende 60% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 2;
- E4 procede de Clostridium kluyveri y/o E4 comprende 60% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 3;

- Es procede de Clostridium kluyveri y/o Es comprende 60% de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 4;
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- Es se selecciona del grupo que consiste en Clostridium kluyveri'y C. acetobutylicum y/o Es comprende 60% de
identidad de secuencia con al menos una secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID
NOs: 5- 7;

- E7 se selecciona del grupo que consiste en Clostridium kluyveri'y C. acetobutylicum y/o Ez comprende 60% de
identidad de secuencia con una secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 8-
13;

- E12 se selecciona del grupo que consiste en Treponema denticola, Euglena gracilis, Caenorhabditis elegans y
Streptomyces collinus y/o Ei2 comprende 60% de identidad de secuencia con una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 15- 17.

10. La célula segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la célula microbiana acetogénica
se selecciona del grupo que consiste en Acetoanaerobium notera (ATCC 35199), Acetonema longum (DSM 6540),
Acetobacterium carbinolicum (DSM 2925), Acetobacterium malicum (DSM 4132), la especie de Acetobacterium n®
446, Acetobacterium wieringae (DSM 1911), Acetobacterium woodii (DSM 1030), Alkalibaculum bacchi (DSM 22112),
Archaeoglobus fulgidus (DSM 4304), Blautia producta (DSM 2950), Butyribacterium methylotrophicum (DSM 3468),
Clostridium aceticum (DSM 1496), Clostridium autoethanogenum (DSM 10061, DSM 19630 y DSM 23693), Clostridium
carboxidivorans (DSM 15243), Clostridium coskatii (ATCC no. PTA-10522), Clostridium drakei (ATCC BA-623),
Clostridium formicoaceticum (DSM 92), Clostridium glycolicum (DSM 1288), Clostridium ljungdahlii (DSM 13528),
Clostridium ljungdahlii C-01 (ATCC 55988), Clostridium ljungdahlii ERI-2 (ATCC 55380), Clostridium ljungdahlii O-52
(ATCC 55989), Clostridium mayombei (DSM 6539), Clostridium methoxybenzovorans (DSM 12182), Clostridium
neopropionicum sp, Clostridium ragsdalei (DSM 15248), Clostridium scatologenes (DSM 757), Clostridium species
ATCC 29797, Desulfotomaculum kuznetsovii (DSM 6115), Desulfotomaculum thermobezoicum subesp.
thermosyntrophicum (DSM 14055), Eubacterium limosum (DSM 20543), Methanosarcina acetivorans C2A (DSM
2834), Moorella sp. HUC22-1, Moorella thermoacetica (DSM 521), Moorella thermoautotrophica (DSM 1974),
Oxobacter pfennigii (DSM 322), Sporomusa aerivorans (DSM 13326), Sporomusa ovata (DSM 2662), Sporomusa
silvacetica (DSM 10669), Sporomusa sphaeroides (DSM 2875), Sporomusa termitida (DSM 4440) y
Thermoanaerobacter kivui (DSM 2030).

11. La célula seguin una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la célula microbiana acetogénica
es Clostridium ljungdahlii o Clostridium autothenogenum.

12. La célula segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el alcohol superior se selecciona
del grupo que consiste en 1-butanol, 2-metil-1-butanol, isobutanol, 3-metil-1-butanol, 1-hexanol, 1-octanol, 1-pentanol,
1-heptanol, 3-metil-1-pentanol, 4-metil-1-hexanol, 5-metil-1-heptanol, 4-metil-1-pentanol, 5-metil-1-hexanol, 6-metil-1-
heptanol y sus combinaciones.

13. Un método para producir al menos un alcohol superior, comprendiendo el método

- poner en contacto una célula microbiana recombinante segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12 con un
medio que comprende una fuente de carbono.

14. El método segun la reivindicacion 13, en donde la fuente de carbono comprende CO y/o COs.

15. Uso de la célula segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12 para la produccién de al menos un alcohol
superior.
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