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DESCRIPCION

Produccién de acido ascérbico en levaduras.
Antecedentes de la invencion
1. Campo de la invencion

La presente invencion hace referencia al campo de la produccién de 4cido ascorbico. En particular hace referencia
a un proceso de produccion de dcido ascérbico en levaduras, incluyendo levaduras recombinantes.

2. Descripcion del campo relacionado

El 4cido ascérbico (Vitamina C) es un potente antioxidante hidrosoluble vital para el crecimiento y el manteni-
miento de todos los tejidos en seres humanos (Padh H., 1990, Biochem. Cell Biol. 68, 1166-1173). El dcido ascérbico
juega un papel importante en la produccién de coldgeno, un componente celular esencial para los tejidos conectivos,
los miusculos, los tendones, los huesos, los dientes y la piel. El coldgeno también es necesario para la reparacion de
vasos sanguineos, hematomas y huesos rotos. El dcido ascérbico ayuda a regular la presién sanguinea, contribuye a
mantener bajos los niveles de colesterol, y ayuda a la eliminacién de depdsitos de colesterol de las paredes arteriales.
El 4cido ascérbico también ayuda a la metabolizacién del dcido félico, regula el transporte de hierro al interior de las
células y es necesario para la conversion de los aminodcidos L-tirosina y L-fenilalanina a noradrenalina. La conver-
sién de triptéfano a serotonina, la neurohormona responsable del suefio, del control del dolor y del bienestar, también
requiere un aporte adecuado de dcido ascorbico.

Una deficiencia en L-dcido ascérbico puede impedir la sintesis de coldgeno llevando a dolor en las articulaciones,
anemia, nerviosidad y retardo en el crecimiento. Otros efectos son una respuesta inmune reducida y un aumento de la
susceptibilidad a las infecciones. La mds severa de las deficiencias en dcido ascorbico es el escorbuto, una condicién
en la que se observa una inflamacidn de las articulaciones, sangrado de las encias y hemorragias en los capilares bajo
la superficie de la piel. De no ser tratado, el escorbuto es fatal.

A pesar de que el intestino absorbe facilmente el dcido ascérbico, éste es excretado en la orina dentro de las dos
horas después de su ingestion. Por tanto, no se puede almacenar en el organismo. El L-4cido ascérbico se produce en
todas las plantas superiores y en el higado o en el rifién de la mayorfa de animales superiores, pero no en los humanos,
los murciélagos, algunas aves y en una variedad de peces. Por lo tanto, los humanos deben tener acceso a suficientes
cantidades de acido ascérbico de fuentes alimenticias adecuadas o suplementos para mantener una salud éptima.

Los citricos, las patatas, los pimientos, los vegetales de hoja verde, los tomates y las frutas silvestres son fuentes de
acido ascorbico. El 4cido ascérbico también esta disponible comercialmente como suplemento en forma de pastillas,
tabletas, polvos, laminas y jarabes.

L-Acido ascérbico tiene aprobacién de la U.S. Food and Drug Administration para su uso como suplemento de la
dieta y como sustancia conservante; ademas estd en la lista de las sustancias generalmente reconocidas como seguras
de la FDA. El L-Acido ascérbico se puede utilizar en refrescos como antioxidante para ingredientes que aportan sabor,
en carnes y en productos que contienen carne, para la curacién y la conservacion, en harinas para aumentar la calidad de
la coccidn en el horno, como estabilizante en cervezas, como antioxidante en aceites y grasas y en una gran variedad de
alimentos para su enriquecimiento en dcido ascdrbico. El L-Acido ascérbico también puede ser util en los productos
quitamanchas, los productos de cuidado del cabello, la produccién de plasticos, la fotografia y el tratamiento del
agua.

Las enzimas de las vias biosintéticas que llevan al acido ascérbico no han sido completamente identificadas. El
conocimiento actual de las vias fisiol6gicas en plantas y animales se muestra en la Figura. 1.

En animales, la D-glucosa sirve como precursor inicial y el dltimo paso se cataliza por la L-gulono-1,4-lactona
oxidasa microsomal. El enzima se ha aislado y se ha caracterizado de diferentes fuentes. El gen de rata ha sido clonado
y secuenciado (Koshizaka T. y col., 1988, J. Biol. Chem. 263,1619-1621).

Se ha descrito en plantas dos vias discretas para la sintesis de 4cido ascérbico. En una via, el L-4acido ascérbico
se sintetiza a partir de D-glucosa via L-sorbosona (Loewus M.W. y col., 1990, Plant Physiol. 94, 1492-1495). Existen
evidencias que sugieren que la principal via fisiolgica va desde la D-glucosa via L-galactosa y L-galactono-1,4-
lactona a L-4cido ascérbico (Wheeler G.L. y col. 1998, Nature, 393, 365-369). Los ultimos dos pasos se catalizan
por las enzimas L-galactosa deshidrogenasa y L-galactono-1,4-lactona deshidrogenasa. También en este caso, se ha
aislado y caracterizado el dltimo enzima, y se ha clonado y secuenciado el gen de Brassica oleracea (Ostergaard J. y
col. 1997, J. Biol. Chem., 272, 30009-30016).

Para su uso como aditivo alimentario, el 4cido ascdrbico se puede aislar de fuentes naturales o se puede sintentizar
quimicamente por oxidacién de L-sorbosa como en las variaciones del proceso Reichstein (U.S. Pat. No. 2,265,121).
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Es deseable disponer de métodos para la produccién de 4cido ascérbico mediante procesos convenientes. Dos
requerimientos principales en la produccién de dcido ascérbico son que la sintesis debe ser enantio-selectiva, ya que
s6lo el L-enantiémero del dcido ascérbico es bioldgicamente activo y que el ambiente en los tltimos pasos del proceso
deben ser no-oxidantes, ya que el 4cido ascorbico se oxida muy facilmente.

Una posible aproximacion es la produccién de L-4cido ascOrbico en microorganismos. Los microorganismos se
pueden cultivar facilmente a escala industrial. A pesar de que la produccién de L-acido ascérbico en microorganismos
y hongos ha sido ya descrita en el pasado, evidencias recientes demuestran que se producen analogos del L-4cido
ascorbico, y no el propio L-4acido ascorbico (Hub W.K. y col. 1998, Mol. Microbiol. 30, 895-903) (Hancock R.D. y
col., 2000, FEMS Microbiol. Let. 186, 245-250) (Dumbrava V.A. y col. 1987, BBA 926, 331-338). En levaduras (las
especies Candida y Saccharomyces), se ha descrito la produccién de 4cido eritroascérbico (Huh W.K. y col., 1994,
Eur. J. Biochem, 225, 1073-1079) (Huh W.K. y col., 1998, Mol. Microbiol. 30, 4, 895-903). En tales levaduras, se
ha propuesto la existencia de una via fisioldgica a partir de la D-glucosa via D-arabinosa y D-arabinono-1,4-lactona
a 4cido eritroascérbico (Kim S.T. y col., 1996, BBA, 1297, 1-8). Se han caracterizado Las enzimas D-arabinosa
deshidrogenasa y D-arabinono-1,4-lactona oxidasa de Candida albicans asi como de S. cerevisiae. Interesantemente,
L-galactosa y L-galactono-1,4-lactona son substratos para estas actividades in vitro.

La produccién de L-dcido ascérbico in vivo se ha conseguido cultivando células de Candida salvaje con L-galac-
tono-1,4-lactona (International Patent Application WO85/01745). Recientemente se ha mostrado que las células de
S. cerevisiae salvaje acumulan L-4cido ascérbico intracelular cuando se incuban con L-galactosa, L-galactono-1,4-
lactona, o L-gulono-1,4-lactona (Hancock y col., 2000, FEMS Microbiol. Lett. 186, 245-250) (Spickett C.M. y col.,
2000, Free Rad. Biol. Med. 28, 183-192).

Las células salvajes de Candida incubadas con L-galactono-1,4-lactona acumulan L-dcido ascérbico en el medio,
sugiriendo que esta levadura tiene un mecanismo biolégico para la secrecién del L-4cido ascérbico acumulado en el
interior de la célula; de hecho, el L-acido ascérbico es una molécula compleja y es cientificamente razonable que su
acumulacién en el medio no esté relacionada con un proceso de simple difusién sino que dependa de un transporte
activo. Esta conclusion se basa en la identificacién y la caracterizacion de transportadores de L-4cido ascorbico en
células de organismos eucariotas mas complejos (mamiferos) (Daruwala R. y col., 1999, FEBS Letters. 460, 480-
484). A pesar de esto, los transportadores de L-ascorbato no se han descrito en géneros de levaduras. Sin embargo,
mientras que las células de Candida que crecen en un medio que contiene L-galactono-1,4-lactona acumulan L-4cido
ascorbico en el medio, la acumulacién en el medio de L-acido ascérbico utilizando células de S. cerevisiae incubadas
en presencia de precursores de dcido ascorbico no se ha descrito, sorprendentemente.

Un método deseable para la produccién a gran escala de dcido ascérbico comprende la utilizacién de microorga-
nismos ingeniados genéticamente (es decir, microorganismos recombinantes). Tanto los microorganismos eucariéticos
como los procaridticos estin siendo utilizados en la actualidad para la produccién de proteinas heter6logas asi como
para la produccién de metabolitos heterélogos. Entre los procariotas Escherichia coli y Bacillus subtilis se utilizan
frecuentemente. Entre los eucariotas, las levaduras S. cerevisiae y Kluyveromyces lactis se utilizan frecuentemente. A
pesar del gran éxito de estos huéspedes, tan sélo se ha descrito un ejemplo para la produccién de L-4cido ascérbico
a partir de células transformadas. Debido a que solamente las células eucariotas son productoras naturales de L-acido
ascoérbico, es todavia mas sorprendente que s6lo un huésped microbidtico procariético transformado haya sido descrito
que lleve a la acumulacién intracelular de L-dcido ascérbico. Lee y col. (Appl. Environment. Microbiol., 1999, 65,
4685-4687), mostraron que la clonacién del gen de S. cerevisiae que codifica para la D-arabinono-1,4-lactona oxidasa
en E. coli permite la produccién de L-dcido ascérbico en células de E. coli incubadas con L-galactono-1,4-lactona. La
acumulacion de L-4cido ascorbico sélo se observé a nivel intracelular.

No se ha descrito datos experimentales acerca de la produccién de L-4cido ascérbico a partir de microorganismos
eucaridticos transformados. Ostergaard y col. clonaron el gen que codifica para la L-galactono-1,4-lactona deshidro-
genasa de la coliflor en la levadura de S. cerevisiae (J. Biol. Chem., 1997, 272, 30009-30016). Mientras que los autores
encontraron actividad L-galactono-1,4-lactona deshidrogenasa en extractos de levadura in vitro (ensayo de citocromo
¢, ver Ostergaard y col.), no pudieron demostrar la produccién de L-dcido ascérbico in vivo.

Berry y col., solicitud de patente internacional. WO 99/64618 discuten el uso potencial de la via biosintética de
acido ascérbico en plantas; se da un énfasis especial a la actividad que cataliza la conversién de GDP-D-manosa a
GDP-L-galactosa. No obstante, la caracterizacion del enzima que cataliza este paso no se ha presentado en detalle. La
sobreexpresion de un homélogo de E. coli resulto ser inactiva.

Smirnoff y col.,, WO 99/33995, discuten el uso de la L-galactosa deshidrogenasa para la produccién de acido
ascorbico. El enzima fue purificado de semillas de guisante y se determiné la secuencia N-terminal de la proteina.
La secuencia completa se desconoce, todavia no se ha publicado. La secuencia parcial de la enzima L-galactosa
dehidrogenasa es el 72% idéntica en los aminodcidos 5-22 de una secuencia putativamente codificante de Arabidopsis
thaliana, nimero de acceso 3549669.

Roland y col., nimeros de patentes U.S. 4,595,659 y 4,916,068, discuten el uso de cepas de Candida no re-
combinantes para la conversién de sustratos L-galacténicos a L-acido ascérbico. Roland y col. describen el enzima
responsable como L-galactono-1,4-lactona oxidasa.
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Kumar, WO 00/34502, discute la produccién de L-acido ascérbico en Candida blankiiy Cryptococcus dimennae,
levadura capaz de utilizar dcido 2-ceto-L-gulénico como tnica fuente de carbono en la producciéon. Kumar excluye
especificamente la produccién en levadura por una via que implica a la L-galactonolactona oxidasa o por la conversién
de precursores L-galact6nicos.

Es deseable disponer de métodos para la produccion de dcido ascdrbico a través de procesos de fermentacion.
Resumen de la invencion

En una primera realizacion, esta invencién hace referencia a un método para generar acido ascérbico o una de sus
sales, como se define aqui en las reivindicaciones 1 a 33.

En una segunda realizacién, la presente invencion hace referencia a un método para estabilizar dcido ascérbico o
una sal del mismo en un medio, como se define aqui en las reivindicaciones 34 a 36.

Otras realizaciones estdn dirigidas a levaduras recombinantes como se define aqui en las reivindicaciones 37 a 39.
Descripcion de los dibujos

La Figura 1 proporciona una representacién esquemadtica del conocimiento actual sobre las vias biosintéticas fi-
sioldgicas que llevan de la D-glucosa al L-dcido ascérbico en plantas o animales, respectivamente. Los siguientes
enzimas estdn implicados: A, L-galactono-1,4-lactona deshidrogenasa (1.3.2.3); B, L-galactosa deshidrogenasa; C,
azucar fosfatasa (3.1.3.23, putativa); D, hidrolasa (putativa); E, GDP-manosa-3,5-epimerasa (5.1.3.18); F, manosa-1-
fosfato guanililtransferasa (2.7.7.22); G, fosfomanomutasa (5.4.2.8); H, manosa-6-fosfato isomerasa (5.3.1.8); I, glu-
cosa-6-fosfato isomerasa (5.3.1.9); J, hexoquinasa (2.7.1.1); 1, L-gulono-1,4-lactona oxidasa (1.1.3.8); 2, aldonolacto-
nasa (3.1.1.17); 2a, glucurono lactona reductasa (1.1.1.20); 3, D-glucuronato reductasa (1.1.1.19); 3a, uronolactonasa
(3.1.1.19) o espontaneo; 4, D-glucurono quinasa (2.7.1.43); 5, glucuronato- 1-fosfato uridililtransferasa (2.7.7.44); 6,
UDP-D-glucosa dehidrogenasa (1.1.122); 7, UTP-glucosa-1-fosfato uridililtransferasa (2.7.7.9); 8, fosfoglucomutasa
(5.4.2.2), 9, hexoquinasa (2.7.1.1). Sin embargo, se debe acentuar que en el 4ambito de la presente invencién para
producir L-4cido ascérbico, los enzimas ttiles no estdn limitados a los de vias fisioldgicas.

La Figura 2 muestra la estabilidad del 4cido ascérbico en las condiciones de cultivo. Se afiadié dcido ascérbico
al medio mineral (glucosa al 2%, YNBal 0.67%) y se incub6 en condiciones estandar durante 7 dias. El frascén del
panel A fue inoculado a tiempo cero con GRF18U de S. cerevisiae a una OD*® inicial de 0.05, mientras que el matraz
del panel B se mantuvo estéril. Se tomaron muestras a los tiempos indicados y se determind la concentracion de acido
ascorbico. A pesar de que el dcido ascérbico era estable en este medio, en presencia de levaduras viables se degradaba
completamente en 7 dias en medio estéril. Esto demuestra que la incubacion de levaduras viables en un medio con
acido ascérbico se puede utilizar como método para estabilizar acido ascérbico.

La Figura 3 muestra la habilidad endégena de las levaduras para convertir los precursores L-galactono-1,4-lactona
(Gal) o L-gulono-1,4-lactona (Gul) a acido ascérbico. Las células de levadura no transformadas (GRF18Ude S. ce-
revisiae, W3031B y ATCC 60483 de Z. bailii) fueron cultivadas en medio mineral (glucosa al 2%, YNB al 0.67%)
en presencia de L-galactono-1,4-lactona o L-gulono-1,4-lactona 100 mM, respectivamente, durante 72 hr. (la OD®®
inicial fue de 0.05); “-” significa que no se afladi6 ningtn precursor. Mientras el 4cido ascérbico se acumulaba en la
célula, no se detectd acido ascorbico en el caldo de cultivo.

La Figura 4 muestra la habilidad endégena de las levaduras para convertir la L-galactosa en dcido ascérbico. S.
cerevisiae no transformados (GRF18U y W3031B), Z. bailii ATCC 60483 y K. lactis PM6-A fueron cultivados en
medio mineral (glucosa al 2%, YNB al 0.67%) empezando con una OD®° de 0.05 durante toda la noche. Luego, se
afiadié 250 mg 1™' de L-galactosa y los cultivos se mantuvieron bajo condiciones estdndar otras 24 horas antes de
la determinacion del 4cido ascérbico. Todas las cepas acumularon acido ascérbico intracelularmente mientras que el
acido ascorbico fue indetectable en el caldo de cultivo excepto para Z. bailii, que acumulé un pequefia cantidad. (Se
cree que el alto fondo de particulas en K. lactis se debe al acido eritroascorbico, presente de manera natural en esta
especie de levadura a concentraciones mads altas que en S. cerevisiae).

La Figura 5 muestra la conversién de L-galactono-1,4-lactona a dcido ascorbico por levaduras recombinantes de
GRF18U de S. cerevisiae salvaje (control), o transformadas con una regién codificante para AGD o ALO, respecti-
vamente, se cultivaron en medio vegetal (glucosa al 2%, YNB al 0.67%) empezando a partir de una OD®® de 0.05
en presencia de L-galactono-1,4-lactona (Gal) 50 mM durante 72 horas. Mientras que las células control no acumu-
laron 4cido ascérbico en el medio de cultivo, las células transformadas con la regién codificante para AGD o ALO
inesperadamente acumularon cantidades considerables (es decir por encima de los niveles de ruido de fondo) de 4cido
ascorbico en el medio de cultivo. No se detectd dcido ascérbico en cultivos sin la adicién de L-galactono-1,4-lactona
(marcada -).

La Figura 6 muestra la conversion de L-galactosa en 4cido ascdrbico por levaduras recombinantes de GRF18U de
S. cerevisiae salvajes (control), transformadas con la regién que codifica para LGDH; AGD; ALO; AGD y LGDH;
ALO y LGDH; o ARA y ALO, respectivamente, fueron cultivadas en medio mineral (glucosa al 2%, YNB al 0.67%)
empezando a partir de una OD%° de 0.05 durante toda la noche. Luego se afiadieron 250 mg 1"! de L-galactosa y
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los cultivos se mantuvieron bajo condiciones estdndar durante otras 24 horas antes de la determinacién del acido
ascorbico. Las células control o las células transformadas con sélo una regién codificante que codifica LGDH no
acumularon 4cido ascérbico en el medio de cultivo. Las células transformadas con regiones codificantes que codifican
LGDH y cualquiera de las AGD o ALO, asi como las células transformadas con regiones codificantes que codifican
ARA y ALO, acumularon cantidades considerables (es decir superiores a los niveles del fondo de particulas) de acido
ascorbico en el medio.

La Figura 7 muestra la conversiéon de L-galactosa a dcido ascérbico en un cultivo de elevada densidad celular
de levadura recombinante de GRF18U de S. cerevisiae salvaje (control) o GRF18U transformada con una regién
codificante que codifica ALO, o regiones codificantes que codifican LGDH y ALO, respectivamente, creciendo en un
medio mineral (glucosa al 2%, YNB al 0.67%) empezando a partir de una DO*® de 0.05 toda la noche. A tiempo 0,
las células se concentraron 10 veces y se afiadieron 250 mg 17! de L-galactosa al cultivo, se mantuvo bajo condiciones
estdndar durante 6 dias. A los tiempos indicados, se tomaron las concentraciones de dcido ascorbico en el medio
de cultivo de las muestras. Mientras que las células control no acumularon 4dcido ascérbico en el medio de cultivo,
las células transformadas con una regién codificante que codifica ALO sola o con regiones codificantes que codifican
ALO y LGDH acumularon cantidades considerables (es decir superiores a los niveles del fondo de particulas) de 4cido
ascorbico en el medio.

La Figura 8 muestra la conversion de L-galactosa a 4cido ascérbico con la levadura recombinante de ATCC 36947
de Z. bailii (control), Z. bailii transformada con un vector vacio (pZ3); una region codificante que codifica LGDH; una
regién codificante que codifica ALO; o regiones codificantes que codifican ALO y LGDH; respectivamente, se hicieron
crecer en un medio mineral (glucosa al 2%, YNB al 0.67%) empezando a partir de una DO*® de 0.05 toda la noche
en presencia de antibidticos selectivos apropiados (G418 para pZ3, higromicina para pAG26TPI, o ambos). Después
se afiadieron a los cultivos 250 mg 1! de L-galactosa y se llevaron bajo condiciones estdndar durante otras 24 horas
antes de la determinacion del 4cido ascorbico. Las células salvajes de ATCC 36947 de Z. bailii acumularon menores
cantidades de dcido ascdrbico en el medio después de la incubacién con L-galactosa. Las células transformadas con
el vector vacio o el vector comprendiendo la regién codificante que codifica LGDH no acumularon 4cido ascérbico
en el medio de cultivo. Las células transformadas con sélo la regién codificante que codifica ALO, o con regiones
codificantes que codifican LGDH y ALO acumularon cantidades considerables (es decir mayores que los niveles del
fondo de particulas) de dcido ascérbico en el medio. La expresion de la resistencia a antibiético usada para la seleccion
del pldsmido o los antibidticos usados para esta seleccion pueden interferir con la acumulacién o la determinacién
de 4cido ascorbico en los cultivos. Esto correlaciona con los datos, en el hecho que las células que expresan ALO
sin expresar resistencia a higromicina sin higromicina en el medio, acumulan mds 4cido ascdrbico que las células
que expresan ALO asi como resistencia a higromicina, las cuales crecieron en un medio que contenia higromici-
na.

La Figura 9 muestra la conversion de dcido L-gulénico y L-gulono-1,4-lactona a 4cido ascorbico con las GRF18U
recombinantes de S. cerevisiae. Las células GRF18U se transformaron con un plasmido vacio (pL, control); plasmidos
pL-RGLO; plasmidos pL y pH-AL; o plasmidos pL-RGLO (RGLO es una forma aislada de GLO de R. norvegicus)
y pH-AL, respectivamente. La levadura recombinante se crecié en un medio minimo (glucosa al 2%, YNB al 0.67%)
empezando por una DO de 0.05 toda la noche. Luego se afiadieron de dcido L-gulénico o L-gulono-1,4-lactona 66
mM. Después de 48 horas, las células se retiraron y se determiné la concentracién intracelular de dcido ascérbico. El
dcido ascérbico no se determind en el sobrenadante (no mostrado). Las células transformadas con la regién codificante
que codifica AL acumularon 4cido ascérbico con unos niveles mas altos que los del fondo de particulas con acido L-
gulénico presente como substrato. Las células transformadas con RGLO sélo acumularon unas tres veces la cantidad
de 4cido ascoérbico observadas en el control (por ejemplo, GRF18U/pL) con L-gulono-1,4-lactona presente como
substrato.

La Figura 10 muestra la conversién intracelular de L-gulono-1,4-lactona (por ejemplo, gul) a 4cido ascérbico en
el cultivo de Z. bailii. Recombinante, ATCC de 36947 Z. bailii y ATCC 60483 de Z. bailii se transformaron con
ambos pldsmidos, el pldsmido de expresién vacio pZ3 de Z. bailii o con pZ3-RGLO (RGLO es GLO aislado de R.
norvegicus). La levadura se crecié en un medio mineral (glucosa al 2%, YNB al 0.67%) a partir de una DO de
0.05 toda la noche en presencia de G418. Luego se afiadieron de acido L-gulonic-1,4-lactona 100 mM Yy el cultivo
se mantuvo a condiciones estdndar otras 48 horas antes de la determinacion de 4cido ascérbico. Ambas cepas de Z.
bailii que expresan RGLO produjeron niveles intracelulares relativamente altos de dcido ascérbico en presencia de L-
gulono-1,4-lactona.

Descripcion de los ejemplos de realizacién ilustrativos

El medio en el cual la levadura se cultiva puede ser cualquier medio conocido en el campo que sea ttil para este
proposito. Las técnicas de cultivo y el medio se conocen bien en el campo. Normalmente, pero no de forma limitada,
el cultivo se realiza mediante una fermentacién acuosa en un recipiente apropiado. Los ejemplos de recipientes tipicos
para la fermentacién de levadura incluyen un frasco agitado o un bioreactor.

El medio comprende cualquier compuesto que se necesite para el crecimiento de las levaduras y uno o mds pre-
cursores para la produccién de acido ascérbico. Los componentes para el crecimiento de la levadura y los precursores
para la produccién del dcido ascérbico pueden o no ser idénticos.
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El medio comprende una fuente de carbono, como la glucosa u otros carbohidratos (como la sacarosa, la fructosa,
la arabinosa, la lactosa, la galactosa, la maltosa, la rafinosa, etanol, metanol glicerol, o hidrolizados de materia vegetal,
entre otros). Normalmente, el medio también comprende una fuente de nitrégeno, ya sea orgdnica o inorgdnica, y
el medio debe también comprender componentes como aminodcidos; purinas; pirimidinas; licor de maiz empapado;
extracto de levadura; hidrolizados de proteina; vitaminas solubles en agua, como las vitaminas del complejo B; o sales
inorganicas como cloruros, hidrocloruros, fosfatos, o sulfatos de Ca, Mg, Na, K, Fe, Ni, Co, Cu, Mn, Mo, o Zn, entre
otros. También se pueden utilizar componentes adicionales conocidos por aquellos especialistas que puedan ser ttiles
en el campo del cultivo de la levadura o la fermentacion. El medio se puede tamponar o no.

El medio también comprende un precursor de acido ascérbico. El precursor de acido ascérbico es cualquier com-
puesto que, en la levadura, se puede convertir, ya sea de forma directa o a través de pasos intermedios, a L-dcido
ascorbico. Los precursores de 4cido ascorbico se pueden seleccionar del grupo que consiste en monosacaridos, oli-
gosacdridos, polisacdridos, alcoholes de C,-Cq, polioles de C,-Cg, dcidos orgédnicos incluyendo aminodcidos y dcidos
grasos, y lactonas de Cs-Cq. Los sacdridos y los dcidos orgédnicos pueden incluir sacéridos y dcidos orgdnicos que se
hayan fosforilados y/o modificado con UDP o GDP. Preferentemente el precursor del dcido ascérbico se selecciona del
grupo que consiste en trealosa; xilosa; xilulosa; rafinosa; etanol; maltosa; glicerol; fructosa; arabinosa; D-glucosa-6-P;
D-glucosa-1-P; UDP-D-glucosa; UDP-4dcido glucurénico; D-4cido glucurénico-1-P; D-dcido glucurénico; D-glucu-
rono lactona; L-acido gulénico; D-fructosa-6-P; D-manosa-6-P; D-manosa-1-P; GDP-D-manosa; GDP-L-galactosa;
L-galactosa-1-P; lactosa; sucrosa; almiddn; celulosa; citrato; metanol; formaldehido; formato; metilamina; alanina;
acido oleico; L-galactono-1,4-lactona; D-glucosa; L-gulono-1,4-lactona; L-galactosa; y L-acido gulénico, entre otros.
Es mas preferible que el precursor de dcido ascérbico se seleccione de entre L-galactono-1,4-lactona; D-glucosa; L-
gulono-1,4-lactona; L-galactosa; y L-dcido gulénico. Dos o mds precursores de dcido ascorbico también se pueden
utilizar. Ademds, en ciertas realizaciones, como precursor del dcido ascérbico también puede ser ttil una fuente de
carbono para cultivar la levadura.

Durante el curso de la fermentacidn, la levadura convierte el precursor del d4cido ascorbico a L-dcido ascérbico con
uno o mas pasos. Un medio preferido que comprenda glucosa, YNB (Base de nitrégeno de Levadura), y al menos uno
de L- 4cido gulénico; L-galactono-1,4-lactona; L-gulono-1,4-lactona; o L-galactosa.

Después que el cultivo haya progresado durante un tiempo suficiente para producir la concentracién deseada de
L-4cido ascérbico en el medio de cultivo, se aisla el L-acido ascérbico. “Aislamiento”, se utiliza aqui refiriéndose al
dcido ascoérbico, significa llevar el cultivo a un estado de mayor pureza mediante la separacion del dcido ascérbico
de otros componentes de la levadura o del medio que no sean dcido ascérbico. Se prefiere el aislamiento del acido
ascérbico como minimo a un 95% de pureza, y mas preferible a un 99% de pureza.

Para aislar el L-4cido ascorbico de la levadura, el primer paso del aislamiento, después que la levadura se haya
separado del medio, normalmente es mediante la lisis de la levadura con tratamientos quimicos o enzimadticos, con
cuentas de vidrio, sonicacion, ciclos de congelacién/descongelacién, u otras técnicas conocidas. El L-acido ascérbico
puede se puede purificar de entre membranas, proteinas, acidos nucleicos y otras fracciones de la levadura lisada
con técnicas apropiadas, como la centrifugacion, la filtracién, la microfiltracién, la ultrafiltracidn, la nanofiltracién, la
extraccidn liquido-liquido, la cristalizacion, los tratamientos enzimdticos con nucleasas o proteasas, o la cromatografia,
entre otros.

Para aislar el L-dcido ascérbico acumulado en el medio, el aislamiento comprende purificar el dcido ascérbico del
medio. La purificacién puede ser realizada con técnicas conocidas, como el uso de resinas de intercambio i6nico, car-
bén activado, microfiltracién, ultrafiltracion, nanofiltracion, extraccion liquido-liquido, cristalizacién, o cromatografia,
entre otros.

El L-4cido ascoérbico se puede aislar de la levadura y del medio.

La levadura acumula L-4cido ascérbico en el medio durante la etapa de cultivo, y preferentemente la concentracion
de L-4cido ascorbico se estabilizard o se le permitird incrementar. Es mds preferible que el L-4acido ascorbico en el
medio se estabilice con la presencia de levaduras variables.

En una realizacién, la presente invencidn relata un método para generar acido ascérbico, comprendiendo (i) el
cultivo de la levadura recombinante en un medio que comprenda como minimo un precursor de dcido ascérbico, que
en consecuencia forme acido ascorbico, y (ii) el aislamiento del dcido ascérbico.

Una levadura “recombinante” es una levadura que contiene una secuencia de dcido nucleico no natural de la
levadura o una o varias copias adicionales de una secuencia endégena de dcido nucleico, esta secuencia de dcido
nucleico se introduce dentro la levadura o de una célula ancestral mediante la accién del hombre. Las técnicas de
ADN recombinantes conocen bien, como en Sambrook y col., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, que aporta mas informacién respecto a varias técnicas conocidas en el campo y que se
discuten aqui. En esta realizacion, una region codificante de un gen homélogo y/o heterélogo se aisla de un organismo,
el cual posee el gen. El organismo puede ser una bacteria, un procariota, un eucariota, un microorganismo, un hongo,
una planta o un animal.
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El material genético que comprende la region codificante se puede extraer de células del organismo con cualquier
técnica conocida. A partir de entonces, la region codificante se puede aislar con cualquier técnica apropiada. En
una técnica conocida, la regién codificante se aisla con, primero, la preparacién de una librerfa gendmica de ADN
o una libreria de cADN, y segundo, la identificaciéon de la region codificante en la libreria de ADN o la libreria
de cADN, como con la prueba de la libreria con nucleétidos etiquetados, seleccionada por ser o presumir de ser
como minimo parcialmente homologa con la region codificante, determinando dénde la regién codificante imparte un
fenotipo detectable a un microorganismo de libreria que incluye la region codificante, o amplificando la secuencia
deseada con PCR. Otras técnicas conocidas para el aislamiento de la regién codificante también de pueden utilizar.

Las levaduras se describen en N. J. W. Kreger-van Rij, “Las Levaduras” Vol. 1 de Biology of Yeasts, Ch. 2, A. H.
Rose and J. S. Harrison, Eds. Academic Press, London, 1987. Las levaduras recombinantes utilizadas de acuerdo con
la invencion son S. cerevisiae y Z. Bailii. Preferiblemente se trata de la levadura de la cepa GRF18U o W3031B de S.
cerevisiae o ATCC 60483 de Z. bailii o ATCC 36947 de Z. bailii.

Preferentemente, una levadura recombinante de la presente invencién no es capaz de producir L-acido ascérbico a
partir del 4cido 2-ceto-L-gulénico.

Preferentemente, la levadura recombinante comprende como minimo una regién codificante que codifica una enzi-
ma, con lo cual la levadura recombinante, que ha sido funcionalmente transformada, es capaz de convertir un precursor
de 4cido ascorbico a ascorbato en uno o mas pasos.

El medio en el cual la levadura recombinante es cultivada puede ser cualquier medio conocido en el campo que sea
adecuado para este propdsito. Las técnicas de cultivo y el medio son bien conocidas en el campo. Normalmente, pero
sin limitarlo, el cultivo tiene lugar mediante una fermentacion acuosa en un recipiente apropiado. Ejemplos tipicos de
recipientes para la fermentacion de la levadura comprenden frascos agitados o un bioreactor.

El medio comprende cualquier compuesto requerido para el crecimiento de la levadura y uno o mas precursores
para la produccién de dcido ascérbico. Los componentes para el crecimiento de la levadura y los precursores para la
produccion de 4dcido ascorbico pueden o no ser idénticos, y los componentes adecuados del medio y los precursores de
acido ascérbico han sido descritos anteriormente. Durante el curso de la fermentacion, el precursor del dcido ascérbico
se internaliza por la levadura recombinante y se convierte, mediante uno o méas pasos, a L-acido ascérbico. El L-acido
ascérbico producido por la levadura recombinante puede ser contenido dentro de la levadura, o puede ser acumulado
en el medio en unos niveles similares a los del fondo de particulas.

Después que el cultivo haya progresado un tiempo suficiente para producir la concentracién deseada de L-4cido
ascorbico en el medio de cultivo, se aisla el L-4cido ascérbico, como se describe arriba. El L-dcido ascorbico puede ser
aislado de la levadura y del medio. Como se explica arriba, preferentemente la concentracién de L-acido ascérbico se
estabiliza o se le permite que incremente. Todavia es més preferible que el L-4acido ascdrbico en el medio se estabilice
con la presencia de una levadura viable.

En el método de la presente invencion, una regién codificante introducida dentro de una levadura recombinante
codifica como minimo un primer enzima D-arabinono-1,4-lactona oxidasa (ALO). En una realizacién preferida, la
region codificante de D-arabinono-1,4-lactona oxidasa (ALO) se aisla de S. cerevisiae. Debe notarse que el término
“aislado”, como se usa aqui en referencia a una secuencia de acido nucleico, hace referencia a la dltima fuente, no a la
fuente inmediata, de la region codificante. Asi, una region codificante “se afsla” de un organismo si este codifica una
secuencia de una proteina sustancialmente idéntica a la misma proteina purificada de las células del organismo.

En ciertas realizaciones, la levadura recombinante es capaz de convertir como minimo un 25% en el medio en
el que se cultiva la levadura a dcido ascérbico. Mds preferiblemente, la levadura recombinante cultivada es capaz de
convertir como minimo un 35% de al menos un precursor de dcido ascérbico del medio de cultivo a dcido ascérbico,
y es mas preferible que la levadura sea capaz de convertir como minimo un 40% del precursor de 4cido ascérbico a
dcido ascorbico.

Preferentemente el dcido ascérbico se acumula en el medio a la concentracién final de como minimo unos 20 mg
de 4cido ascorbico/l de medio de cultivo, es mds preferible si la concentracién final es como minimo unos 40 mg
de 4cido ascérbico/l medio de cultivo, y es todavia mds preferible si la concentracién final es de unos 70 mg 4cido
ascorbico/l medio de cultivo.

En ciertas realizaciones, la levadura recombinante se transforma funcionalmente con una regién codificante que
codifica un segundo enzima mds que un primer enzima, en el que el segundo enzima se selecciona del grupo que
consiste en L-galactosa deshidrogenasa (LGDH), L-galactono-1,4-lactona deshidrogenasa (AGD) y D-arabinono des-
hidrogenasa (ARA).

En una realizacién todavia mas preferida, las regiones codificantes que codifican LGDH y AGD se han aislado de
A. thaliana, y la regién codificante que codifica ARA se ha aislado de S. cerevisiae.

En una realizacion preferida, la levadura se transforma funcionalmente con la regién codificante que codifica una

proteina que presenta actividad D-arabinono-1,4-lactona oxidasa (ALO) y se transforma mads funcionalmente con una
region codificante que codifica una proteina que presenta actividad L-galactosa deshidrogenasa (LGDH).
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En otra realizacién ain mas preferida, la levadura se transforma funcionalmente con la regién codificante que
codifica una proteina que tiene actividad D-arabinono-1,4-lactona oxidasa (ALO) y la regién codificante que codifica
una proteina que presenta actividad D-arabinono deshidrogenasa (ARA).

En una realizacién mds preferida, la levadura recombinante ademds comprende como minimo una regién codi-
ficante que codifica una enzima asociada con la conversiéon de una fuente de carbono a L-galactosa. La enzima es
preferentemente seleccionada del grupo que consiste en hexoquinasas, glucosa-6-fosfato isomerasa, manosa-6-fosfa-
to isomerasa, fosfomanomutasa, manosa-1-fosfato guanililtransferasa, GDP-manosa-3,5-epimerasa, GDP-L-galactosa
hidrolasa, y L-galactosa fosfato fosfatasa.

En una realizacién mds preferida, la levadura recombinante ademds comprende como minimo una regién codifi-
cante que codifica una enzima asociada con la conversién de una fuente de carbono a dcido L-gulénico. El enzima
se selecciona preferiblemente del grupo que consiste en hexoquinasa, fosfoglucomutasa, UTP-glucosa-1-fosfato uri-
dililtransferasa, UDP-D-glucosa deshidrogenasa, glucuronato-1-fosfato uridililtransferasa, D-glucurono quinasa y D-
glucuronato reductasa.

En otra realizacion preferida, la levadura recombinante ademds comprende como minimo una regién codificante
que codifica una enzima asociada con la conversidon de una fuente de carbono a L-gulono-1,4-lactona. La enzima
es preferentemente seleccionada del grupo que consiste en hexol ADNsa, fosfoglucomutasa, UTP-glucosa-1-fosfato
uridililtransferasa, UDP-D-glucosa deshidrogenasa, glucuronato-1-fosfato uridililtransferasa, D-glucurono quinasa,
uronolactonasa, D-glucuronato reductasa y glucurono lactona reductasa.

En otra realizacién mas preferida, la secuencia de aminoacidos del enzima LGDH o una proteina que tiene actividad
LGDH tiene como minimo un 70%, més preferible un 80%, y méas preferible un 90% de similitud con SEQ ID NO:11;
la secuencia de aminodacidos del enzima AGD o una proteina que tenga actividad AGD tiene como minimo un 70%,
mds preferible un 80%, y mds preferible un 90% de similitud con la SEQ ID NO:1 o la SEQ ID NO:3; la secuencia de
aminodcidos del enzima ARA o una proteina que tenga actividad ARA tiene como minimo un 70%, mas preferible un
80%, y mds preferible un 90% de similitud con la SEQ ID NO:20; la secuencia de aminodcidos del enzima ALO o una
proteina que tenga actividad ALO tiene como minimo un 70%, mas preferible un 80%, y mds preferible un 90% de
similitud con la SEQ ID NO:5 o la SEQ ID NO:7; donde la “similitud” se determina con un alineamiento de secuencia
realizado con el programa CLUSTAL.

En otra realizacién mds preferida, la secuencia de aminodcidos del enzima LGDH o una proteina que tenga acti-
vidad LGDH tiene como minimo un 70%, m4s preferible un 80%, y mds preferible un 90% de identidad con la SEQ
ID NO:11; la secuencia de aminoacidos del enzima AGD o una proteina que tenga actividad AGD tiene como minimo
un 70%, mas preferible un 80%, y mds preferible un 90% de identidad con la SEQ ID NO:1 o la SEQ ID NO:3; la
secuencia de aminodcidos del enzima ARA o una proteina que tenga actividad ARA tiene como minimo un 70%, mas
preferiblemente un 80%, y mds preferiblemente un 90% de identidad con la SEQ ID NO:20; la secuencia de aminoa-
cidos del enzima ALO o una proteina que tenga actividad ALO tiene como minimo un 70%, mas preferible un 80%,
y mas preferible un 90% de identidad con la SEQ ID NO:5 o la SEQ ID NO:7; donde la “identidad” se determina
mediante el alineamiento de secuencia realizado con el programa CLUSTAL.

En otra realizacién mds preferida, la regién codificante que codifica el enzima LGDH o una proteina con actividad
LGDH tiene como minimo un 70%, mas preferible un 80%, y mas preferible un 90% de identidad con la SEQ ID
NO 12; la regién codificante que codifica la enzima AGD o una proteina con actividad AGD tiene como minimo un
70%, mas preferible un 80%, y mds preferible un 90% de identidad con la SEQ ID NO 2 o los nucleétidos entre el
56 al 1858 de 1a SEQ ID NO 4; la regién codificante codificando el enzima ARA o una proteina con actividad ARA
tiene como minimo un 70%, mds preferible un 80%, y mas preferible un 90% de identidad con los nucleétidos entre
el 285 al 1319 de la SEQ ID NO 21; la regién codificante codificando el enzima ALO o una proteina con actividad
ALO tiene como minimo un 70%, mds preferible un 80%, y mds preferible un 90% de identidad con la SEQ ID NO
6 o los nucleétidos entre el 4 al 1584 de la SEQ ID NO 8; donde la “identidad” se determina con un alineamiento de
secuencia realizado con el programa CLUSTAL.

La presente invencion también relata los polipéptidos que se codifican con secuencias de dcidos nucleicos que son
capaces de hibridar bajo condiciones estandar con un oligonucleétido prueba que hibrida bajo las mismas condiciones
con la secuencia de dcidos nucleicos explicados en la SEQ ID NO:12, Ia SEQ ID NO:2, nucleétidos del 56 al 1858
de la SEQ ID NO:4, nucleétidos del 285 al 1319 de la SEQ ID NO:21, la SEQ ID NO:6, y nucleétidos del 4 al 1584
de la SEQ ID NO:8, asi como la cadena complementaria de la misma o una subsecuencia de la misma (J. Sambrook,
E. F. Fritsch, and T. Maniatus, 1989, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2nd edition, Cold Spring Harbor,
New York). El oligonucleétido prueba puede consistir en la regién codificante en si misma o en una subsecuencia
de la misma. La hibridacién indica que existe una secuencia andloga de 4cidos nucleicos, en ambas la secuencia de
nucledtidos aportada se muestra en la SEQ ID NO:12, la SEQ ID NO:2, los nucleétidos del 56 al 1858 de la SEQ ID
NO:4, nucledtidos del 285 al 1319 de la SEQ ID NO:21, la SEQ ID NO:6, y los nucleétidos del 4 al 1584 de la SEQ
ID NO:8, o una subsecuencia de la misma.

Asi, en otra realizacién preferida, la levadura recombinante se transforma funcionalmente con una regién codifi-
cante que se selecciona de una region codificante que codifica una proteina que tiene actividad LGDH que hibrida con
una cadena complementaria al polinucleétido descrito en la SEQ ID NO:12; una regién codificante que codifica una
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proteina con actividad AGD que hibrida con la cadena complementaria del polinucleétido descrito en la SEQ ID NO:2
o los nucleétidos del 56 al 1858 de la SEQ ID NO:4; una regién codificante que codifica una proteina con actividad
ARA que hibrida con la cadena complementaria del polinucleétido descrito en los nucleétidos del 285 al 1319 de
la SEQ ID NO:21; y una regién codificante que codifica una proteina con actividad ALO que hibrida con la cadena
complementaria del polinucleétido descrito en la SEQ ID NO:6 o los nucledtidos del 4 al 1584 de 1a SEQ ID NO:S;
donde la region codificante hibrida con la cadena complementaria del polinucleétido bajo condiciones astringentes de
hibridacién. Las condiciones astringentes de hibridacion pueden ser del medio o de elevada astringencia. Bajo con-
diciones astringentes del medio, por ejemplo, ocurre prehibridacién y hibridacién a 42°C en 5X SSPE, SDS al 0.3%,
ADN de esperma de salmén cortado y desnaturalizada a 200 pg/ml, y formamida al 35%, seguido de unos procesos
de transferencia estindar de Southern. Bajo condiciones de alta astringencia, por ejemplo, ocurre prehibridacién y
hibridacién a 42°C en 5X SSPE, SDS al 0.3%, ADN de esperma de salmén cortado y desnaturalizada a 200 pg/ml, y
formamida al 50%.

Las secuencias de acido nucleico descritas en la SEQ ID NO:12, la SEQ ID NO:2, los nucledtidos del 56 al 1858
de la SEQ ID NO:4, los nucledtidos del 285 al 1319 de la SEQ ID NI:21, la SEQ ID NO:6, y los nucleétidos del 4
al 1584 de la SEQ ID NO:8, o una subsecuencia de la misma se pueden utilizar para identificar y clonar ADN que
codifica proteinas homologas de otras cepas de diferentes géneros o especies que se pueden utilizar para producir dcido
ascérbico de acuerdo con los métodos bien conocidos en el campo. Asi, una libreria genémica o de ADNc preparada
de otros organismos se puede investigar para ADN que hibrida con las SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:2, nucleétidos del
56 al 1858 de la SEQ ID NO:4, nucleétidos del 285 al 1319 de la SEQ ID NO: 21, 1a SEQ ID NO:6, y los nucleétidos
de la 4 al 1584 de la SEQ ID NO:8, o las subsecuencias de las mismas.

El ADN genémico u otro de otros organismos se puede separar con una electroforesis en gel de agarosa o polia-
crilamida, u otras técnicas de separacién. E1 ADN de librerias o el ADN aislado se puede transferir para inmovilizarlo
en nitrocelulosa u otro material transportador conveniente. Para la identificacién de clones o ADN que sea homélogo
con la SEQ ID NO:12, Ia SEQ ID NO:2, los nucleétidos del 56 al 1858 de la SEQ ID NO:4, los nucleétidos del 285
al 1319 de la SEQ ID NO:21, la SEQ ID NO:6, y los nucleétidos del 4 al 1584 de la SEQ ID NO:8, o subsecuencias
de las mismas, el ADN inmovilizado se hibrida con una prueba que hibrida con una de esas secuencias. Seguidamente
a la hibridacién, se lava el material transportador. Por ejemplo, un Southern blot que ha tenido una prueba hibridando
con un ADN inmovilizado sobre él, con un lavado en tres periodos de 30 minutos cada uno utilizando 0.2XSSC, SDS
al 0.1% a 40°C, mas preferiblemente no superior a 45°C, mds preferiblemente no superior a 50°C, mas preferiblemente
no superior a 55°C, atin mds preferiblemente no superior a 60°C, especialmente no superior a 65°C. Las moléculas con
las que hibrida la prueba bajo estas condiciones se detectan utilizando métodos conocidos en el campo. Estas molécu-
las se pueden clonar y se pueden transformar funcionalmente para determinar que presentan la actividad enzimética
deseada, y para determinar la secuencia de nucleétidos de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:12, la SEQ ID
NO:2, los nucleétidos del 56 al 1858 de la SEQ ID NO:4, los nucleétidos del 285 al 1319 de la SEQ ID NO:21, la
SEQ ID NO:6, y los nucleétidos del 4 al 1584 de la SEQ ID NO:8.

En otra realizacion preferida, las levaduras recombinantes se transforman funcionalmente con una regién codifican-
te que se selecciona de una regién codificante que codifica una proteina que presenta actividad LGDH y propiedades
inmunoldgicas de una enzima que presenta la SEQ. ID 11; las enzimas que presentan actividad AGD y propiedades
inmunoldgicas de un enzima que presenta la SEQ ID NO:1 o la SEQ ID NO:3; las enzimas que presentan actividad
ARA y propiedades inmunolédgicas de una enzima que presenta la SEQ ID NO:20; y enzimas que presentan actividad
ALO y propiedades inmunoldgicas de un enzima que presenta la SEQ ID NO:5 o la SEQ ID NO:7.

Asi, la presente invencion también relata un polipéptidos que presenta (1) actividad LGDH, AGD, ARA o ALO
e (2) identidad inmunoquimica o identidad inmunoquimica parcial a los polipéptidos que presentan las secuencias
aminoacidicas (a) SEQ. ID 11, SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:5 o SEQ ID NO:7 y (b)
actividad enzimdtica similar. Un polipéptido que presenta propiedades inmunolégicas de una enzima que presenta
una SEQ ID particular significa que un antisuero que contiene anticuerpos contra los antigenos del polipéptido na-
tivo que presenta el nimero de SEQ ID particular reacciona con los antigenos de la otra proteina que presenta una
actividad enzimadtica similar pero una secuencia aminoacidica diferente de una forma idéntica como la fusién total de
los precipitados, la morfologia de precipitado idéntica, y/o la mobilidad electroforética idéntica utilizando una téc-
nica inmunoquimica especifica. Una explicacién adicional de la identidad inmunoquimica se describe por Axelsen,
Bock, and Kroll, en N. H. Axelsen, J. Kroll, y B. Weeks, editores, A Manual of Quantitative Immunoelectrophoresis,
Blackwell Scientific Publications, 1973, Chapter 10.

La identidad inmunoquimica parcial significa que un antisuero que contiene anticuerpos contra los antigenos del
enzima nativo (por ejemplo, las enzimas que presentan secuencias aminoacidicas de SEQ. ID 11, SEQ ID NO:1,
SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:5 y SEQ ID NO:7) reacciona con los antigenos de un polipéptido que
presenta actividad enzimética similar al enzima nativo en una forma idéntica parcialmente como la fusién parcial de
los precipitados, la morfologia del precipitado idéntico, y/o la mobilidad electroforética idéntica parcial utilizando una
técnica inmunoquimica especifica. Una mayor explicacion de la identidad parcial de la inmunoquimica se describe por
Bock and Axelsen, en N. H. Axelsen, J. Kroll, y B. Weeks, editores, A Manual of Quantitative Immunoelectrophoresis,
Blackwell Scientific Publications, 1973, Chapter 11.

Las propiedades inmunoldgicas se determinan mediante pruebas de identidad de reaccién cruzada inmunolégicas
mediante el procedimiento de inmunodifusién doble Ouchterlon bien conocido. De forma especifica, un antisuero
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contra el polipéptido de la invencién se consigue mediante conejos que inmunizan (o los roedores de acuerdo con
el procedimiento descrito por Harboe and Ingild, en N. H. Axelsen, J. Kroll, and B. Weeks, editores, A Manual of
Quantitative Immunoelectrophoresis, Blackwell Scientific Publications, 1973, Chapter 23, o Johnstone and Thorpe,
Immunochemistry in Practice, Blackwell Scientific Publications, 1982 (de forma mds especifica las pdginas 27-31)).
Los anticuerpos monoclonales se pueden preparar, por ejemplo, de acuerdo con los métodos de E. Harlow and D.
Lane, editores, 1988, Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, New York.
Las inmunoglobulinas purificadas se pueden obtener del antisuero, por ejemplo, mediante precipitacion de sulfato
de amonio, seguido por didlisis y cromatografia de intercambio (por ejemplo, DEAE-Sephadex). Los polipéptidos
homdlogos y los polipéptidos que presentan propiedades inmunoldgicas idénticas o parcialmente idénticas se pueden
obtener de los microorganismos de cualquier género, preferiblemente de una fuente de planta, un animal o un hongo.

En otra realizacién preferida, en la que un segundo enzima ARA se codifica, el enzima ARA comprende el motivo
I y el motivo II de la superfamilia de la aldo-ceto reductasa (AKR), especificamente las secuencias de aminodcidos
GXRXXDXAXXXXXEXXXG (SEQ ID NO:13) y GXXN (SEQ ID NO:26), respectivamente (Kim S.T. y otros 1998,
BBA, 1429, 29-39).

Preferiblemente, una region codificante que codifica un enzima deseado se incorpora a la levadura de tal forma que
la enzima deseada se produce en la levadura y es sustancialmente funcional. Esta levadura se ha referido aqui como
que ha sido “transformada funcionalmente.”

Una vez se ha aislado la regién codificante, se puede preparar para la transformacion y la expresion en la levadura
itil de la presente invencién. Como minimo, esto implica la insercién de la regién codificante a un vector y la unién
operable a un promotor que se encuentra sobre el vector y que es activo en el organismo objetivo (es decir, en la
presente invencion, una levadura). Se puede utilizar cualquier vector (integrativo, cromosomal o episomal).

Se puede utilizar cualquier promotor activo en el objetivo huésped (homologo o heterolégo, constitutivo, inducible
o reprimible). Esta insercién a menudo implica el uso de endonucleasas de restriccién para “abrir” el vector en un
punto deseado donde es posible la unién operable al promotor, seguido por la ligacién de la region codificante en
el punto deseado. Si se desea, antes de la insercién al vector, se puede preparar la regién codificante para su uso
en el organismo objetivo. Esto puede implicar alterar los codones utilizados en la regién codificante a una mayor
correspondencia del uso del codén en el organismo objetivo; el cambio de las secuencias en la regioén codificante que
puede perjudicar la transcripcion o la traduccién de la region codificante o la estabilidad del transcrito de mRNA de la
region codificante; o la adicién o la eliminacién de porciones que codifican el péptido sefial (regiones de la proteina
codificados por la region codificante que dirige la proteina a localizaciones especificas (por ejemplo un orgédnulo, la
membrana de una célula o de un orgdnulo, o la secrecion extracelular)), entre otras posibles preparaciones conocidas
en el campo.

En una realizacién de la presente invenciodn, la proteina L-galactono-1,4-lactona deshidrogenasa (AGD) como
segundo enzima, comprende un péptido sefial y la region codificante que codifica la L-galactono-1,4-lactona deshi-
drogenasa también codifica el péptido sefial. En otra realizacién de la presente invencion, la proteina L-galactono-1,4-
lactona deshidrogenasa (AGD) como segundo enzima, no comprende un péptido sefial y la regién codificante que co-
difica L-galactono-1,4-lactona deshidrogenasa tampoco no codifica el péptido sefial. De forma especifica, la secuencia
AGD que se da en la SEQ ID NO:1 comprende un péptido sefial de 1-100 aminodcidos, y la secuencia AGD que se da
en la SEQ ID NO:2 comprende un péptido sefial de 1-90 aminodacidos. Tal y como aquellos especialistas en el campo
reconocerdn, la eliminacién de una secuencia de 4cido nucleico que codifica un péptido sefial de una secuencia mas
larga de acidos nucleicos que codifican una enzima deseada puede requerir la adicién de codones ATG en la pauta
para permitir la iniciacién correcta de la traduccién del enzima deseado.

Independientemente que se modifique la regidn codificante, cuando la region codificante se inserta a un vector, se
une de forma operable a un promotor activo en la levadura. Un promotor, tal y como se conoce, es una secuencia de
ADN que puede dirigir la transcripcién de una regién codificante cercana. Tal y como ya se ha descrito, el promotor
puede ser constitutivo, inducible o reprimible. Los promotores inducibles se pueden inducir mediante la adicion al
medio de un inductor de molécula apropiado o mediante un cambio apropiado de un entorno de crecimiento quimico o
fisico (como la temperatura, los valores de pH), que se determinard mediante la identidad del promotor. Los promotores
reprimibles se pueden reprimir mediante la adicién al medio de una molécula represora adecuada o mediante un cambio
apropiado de entorno de crecimiento quimico o fisico (como la temperatura, los valores de pH), que se determinardn
mediante la identidad del promotor. Se prefieren los promotores constitutivos, ya que el uso de una molécula inductora
o represora o un cambio en el entorno de crecimiento quimico o fisico no se requiere. Un promotor constitutivo
preferido en el promotor S. cerevisiae de triosefosfatoisomerasa (TPI).

El vector que comprende la regién codificante unido de forma operable al promotor puede ser un plasmido, un
c6smido, o un cromosoma artificial de levadura, entre otros que se conocen en el campo por ser apropiados para su
uso en el género de la levadura. Ademas de la regién codificante unida de forma operable al promotor, el vector también
puede comprender otros elementos genéticos. Por ejemplo, si el vector no se espera que se integre al genoma de la
levadura, el vector de forma deseable comprende un origen de replicacién, que permite que el vector se pase a células
descendientes de una levadura que comprende el vector. Si se desea la integracién del vector al genoma de la levadura,
el vector puede comprender secuencias homdlogas a las secuencias que se encuentran en el genoma de la levadura, y
también pueden comprender regiones codificantes que pueden facilitar la integracion. Para determinar qué células de
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levadura se transforman, el vector preferiblemente comprende un marcador que se selecciona que imparte un fenotipo
a la levadura que la distinga de la levadura no transformada, por ejemplo sobrevivir en un medio que comprende un
antibidtico fatal a la levadura no transformada o metabolizar un componente del medio a un producto que la levadura
no transformada no metaboliza, entre otros fenotipos. Ademds, el vector puede comprender otros elementos genéticos,
como sitios de endonucleasas de restriccion y otros que normalmente se encuentran en vectores.

Después que se haya preparado el vector, con la region codificante unida de forma operable al promotor, se trans-
forman la levadura con el vector (es decir se introduce el vector a al menos una de las células de una poblacién de
levadura). Las técnicas para la transformacion de levadura estdn bien establecidas, e incluyen electroporacién, bom-
bardeo de microproyectiles, y el método LiAc/ss ADN/PEG, entre otros. Las células de levadura, que se transforman,
después se pueden detectar mediante el uso de marcador que se selecciona sobre el vector. Se debe remarcar que
la frase “levadura transformada” tiene en esencia el mismo significado que “levadura recombinante”, tal y como se
ha definido anteriormente. La levadura transformada puede ser una que haya recibido el vector en una técnica de
transformacion, o puede ser un descendiente de esta levadura.

Ciertas realizaciones se dirigen a una levadura recombinante que se transforma funcionalmente con una regién co-
dificante que codifica una proteina que presenta una actividad ALO, y opcionalmente, ademads, una region codificante
que codifica la L-galactosa deshidrogenasa (LGDH), L-galactono-1,4-lactona deshidrogenasa (AGD), o D-arabinono
deshidrogenasa (ARA), tal y como se he descrito anteriormente.

Después de que se haya obtenido la levadura recombinante, la levadura se cultiva en un medio. El medio se ha
descrito anteriormente.

Un medio preferido comprende glucosa, YNB y L-galactosa. Una levadura transformada preferida en particular
que se puede cultivar en este medio es una cepa de S. cerevisiae (preferiblemente GRF18U) o una cepa de Z. bailii
(preferiblemente ATCC 36947) que comprende (i) un promotor TPI unido de forma operable a una regién codificante
que codifica D-arabinono-1,4-lactona oxidasa (ALO) de S. cerevisiae y (ii) un promotor TPI unido de forma operable
a una regién codificante que codifica L-galactosa deshidrogenasa (LGDH) de A. thaliana. Una segunda levadura
transformada preferida en particular que se puede cultivar en este medio es una cepa de S. cerevisiae (preferiblemente
GRF18U) o una cepa de Z. bailii (preferiblemente ATCC 36947) que comprende (i) un promotor TPI unido de forma
operable a una regién codificante que codifica D-arabinono-1,4-lactona oxidasa (ALO) de S. cerevisiae y (ii) un
promotor TPI unido de forma operable a una regién codificante que codifica D-arabinono deshidrogenasa (ARA) de
S. cerevisiae.

Tal y como se ha descrito para la levadura no-recombinante, anteriormente, durante el curso de la fermentacion, se
convierte el precursor del dcido ascérbico, a través de uno o més pasos, a L-acido ascoérbico.

Mientras que las células de levaduras no recombinantes (descritas anteriormente) incubadas en un medio similar
normalmente no acumulan dcido ascorbico por encima de niveles de fondo de particulas en el medio, sorprendente-
mente, las cepas recombinante descritas aqui son capaces de acumular cantidades considerables de L-acido ascérbico
por encima de niveles del fondo de particulas. Una levadura transformada con sélo LGDH no acumula L-4cido ascor-
bico por encima de los niveles del fondo de particulas. Una levadura transformadas con RGLO y/o AL no acumula
L-4cido ascérbico por encima de los niveles del fondo de particulas. La levadura recombinante utilizada de acuerdo a
la presente invencién acumula L-acido ascérbico en el medio por encima de niveles del fondo de particulas.

El aislamiento del 4cido ascérbico del medio es tal y como se ha descrito anteriormente. Se han observado ren-
dimientos de 4cido ascérbico superiores a alrededor del 25% y del 35%, tal y como se describird en los ejemplos
de mds adelante. As{ pues, en una realizacion preferida adicional, la levadura recombinante produce 4cido ascérbico
con un mayor rendimiento que el 25% del precursor. El término “rendimiento” se refiere a la cantidad de dcido as-
corbico (molar asi como peso/volumen) producido dividido por la cantidad de precursor consumido (molar asi como
peso/volumen) multiplicado por 100.

Las siguientes definiciones se proporcionan para ayudar a aquellos especialistas en el campo a comprender los
detalles de la descripcion detallada de la presente invencion. El término “acumulacion de dcido ascérbico por encima
del nivel del fondo de particulas” se refiere a la acumulacién de un dcido ascérbico por encima de niveles no detectables
tal y como se determina utilizando los procedimientos descritos aqui.

“Acido ascorbico” asi como “ascorbato” tal y como se utiliza aqui, se refiere a la vitamina C, a L-4cido ascérbico
y a sus sales o sus iones.

“Precursor de acido ascOrbico” es un compuesto que se puede convertir mediante una levadura de la presente
invencion, directamente o a través de uno o mds intermediarios, a L-dcido ascérbico o a una de sus sales.

“Amplificacion” se refiere a aumentar el nimero de copias de una molécula de dcido nucleico deseada o aumentar
la actividad de una enzima, de cualquier manera.
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“Fuente de carbono” se refiere a un compuesto organico utilizado por la levadura en el cultivo como fuente de
carbono para producir metabolismo celular de biomasa nueva.

“Codon” se refiere a una secuencia de tres nucleétidos que especifican un aminodcido particular.
“ADN ligasa” se refiere a una enzima que une de forma covalente dos piezas de DNA de doble cepa.

“Electroporacion” se refiere a un método que introduce ADN ajeno a las células que utilizan una carga de DC
corta, de alto voltaje para permeabilizar las células huéspedes, provocando que acepten ADN extra-cromosdmico.

“Endonucleasa” se refiere a una enzima que hidroliza un ADN de doble cadena a localizaciones internas.

La enzima 1.1.3.37, D-arabinono-1,4-lactona oxidasa, se refiere a una proteina que cataliza la conversién de D-
arabinono-1,4-lactona + O, a D-eritroascorbato + H,0,. El mismo enzima debido a la amplitud del rango de sustrato
cataliza la conversion de L-galactono-1,4-lactona + O, a L-4cido ascérbico + H,0,. De forma errénea, el mismo enzi-
ma se refiere como L-galactono-1,4-lactona oxidasa (enzima 1.1.3.24) (véase Huh, W.K. et al, 1998, Mol. Microbiol.
30, 895-903) (Nishikimi, M., y col., 1978, Arch. Biochem. Biophys. 191, 479-486) (Bleeg, H.S. and Christensen, F.,
1982, Eur. J. Biochem. 127, 391-96).

La enzima 1.3.2.3, L-galactono-1,4-lactona dehidrogenasa, se refiere a una proteina que cataliza la conversién de
L-galactono-1,4-lactona + 2 ferricitocromo C a L-acido ascérbico + 2 ferrocitocromo C.

La enzima 1.1.3.8, L-gulono-1,4-lactona oxidasa, se refiere a una proteina que cataliza la oxidacién de L-gulono-
1,4-lactona a L-xilo-hexulonolactona, que de forma espontdnea isomeriza a L-dcido ascérbico.
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Otros enzimas de interés, y sus nimeros de clasificacion, son tal y como se muestran a continuacién:

Hexoquinasa 2.7.11
Glucosa-6-P isomerasa 5.3.1.9
Manosa-6-P isomerasa 5.3.1.8
Fosfomanomutasa 5428
Manosa-1-P guanililtransferasa 2.7.7.22
GDP-Manosa 3,5-epimerasa 5.1.3.18
Azicar fosfatasa 3.1.3.23
L-Galactosa-dehidrogenasa *)
L-Galactono-1,4-lactona dehidrogenasa 1.3.2.3
D-Manosa quinasa 27.11
Fosfoglucomutasa 5422
UTP-Glucosa-1-P uridilil transferasa 2.7.7.9
UDP-D-Glucosa dehidrogenasa 1.1.1.22
UDP-Glucuronato 4-epimerasa 5.1.3.6
Glucuronato-1-P uridililtransferasa 2.7.7.44
D-Glucuronoquinasa 2.7.143
D-Glucuronato reductasa 1.1.1.19
Aldonolactonasa 3.1.1.17
L-Gulono-1,4-lactona oxidasa 1.1.3.8
Uronolactonasa 3.1.1.19
Actividad Glucuronolactona reductasa 1.1.1.20
L-Galactono-1,4-lactona 3-epimerasa *)
Galacturonato-1-P uridililtransferasa *)
Galacturonoquinasa 2.7.1.44
Hexuronato (D-galacturonato) reductasa *)
Mioinositol 1-P sintasa 5514
Mioinositol 1-P monofosfatasa 3.1.3.25
Mioinositol oxigenasa 1.13.99.1
D-Galactoquinasa 2.7.1.6
UTP-Hexosa 1-P uridililtransferasa 2.7.7.10
UDP-Glucosa 4-epimerasa 5.1.3.2
Suc sintasa 2.4.1.13
Fructoquinasa 27.14

*) Numero de clasificacion no disponible en las bases de datos.
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El término “expresién” se refiere a la transcripcién de un gen para producir el mRNA correspondiente y la traduc-
cién de este mRNA para producir el producto génico correspondiente, es decir, un péptido, polipéptido, o proteina.

La frase “unido funcionalmente” o “unido de forma operable” se refiere a un promotor o una regién promotora y a
una secuencia que codifica o estructural en tal orientacién y distancia que la transcripcion de la secuencia que codifica
o estructural de puede dirigir por el promotor o la regién promotora.

El término “gen” se refiere a ADN cromosémico, ADN plasmido, cADN, ADN sintético, u otros ADN que codi-
fican un péptido, un polipéptido, una proteina, o una molécula de RNA, y las regiones que flanquean las secuencias
codificantes implicadas en la regulacién de la expresion.

El término “genoma” implica los cromosomas y los plasmidos dentro de una célula huésped. Los ADNs codi-
ficantes de la presente invencion introducidas en las células huésped pueden ser integrados cromosdémicamente o
localizados en plasmido.

“ADN Heter6logo” se refiere a ADN de una fuente distinta que el de la célula receptora.
“ADN Homdlogo” se refiere a ADN de la misma fuente que la célula receptora.

“Hibridizacién” se refiere a la habilidad de una cepa de dcido nucleico de unirse con una cadena complementaria
via el apareamiento de bases. La hibridizacién ocurre cuando las secuencias complementarias en las dos cadenas de
dcido nucleico se unen la una con la otra.

El término “medio” se refiere al entorno quimico de la levadura que comprende cualquier componente que se
requiere para el crecimiento de la levadura o de la levadura recombinante y uno o mas precursores para la produccién
de 4cido ascorbico. Los componentes para el crecimiento de la levadura y los precursores para la produccion de dcido
ascérbico pueden ser o no idénticos.

“Pauta de lectura abierta (ORF)” se refiere a una region de ADN o RNA que codifica un péptido, polipéptido, o
proteina.

“Plasmido” se refiere a una pieza de DNA circular, extra cromosémico, replicable.

“Reaccién en cadena por polimerasa (PCR)” se refiere a una técnica enzimdtica para crear copias multiples de una
secuencia de 4cido nucleico. Las copias de la secuencia de ADN entre dos amplimeros se amplifican mediante una
ADN polimerasa. La base de este método de amplificacién son los ciclos mdltiples de cambios de temperatura para
desnaturalizar, después re-hibridar los amplimeros, seguido por la extensién para sintetizar nuevas cadenas de ADN
en la region localizada entre los amplimeros.

El término “promotor” o “regién promotora” se refiere a una secuencia de ADN, que normalmente se encuentra en
la regién (5°) a una secuencia codificante, que controla la expresion de la secuencia codificante mediante el control de
la produccion de RNA mensajero (mRNA) mediante la proporcion del sitio de reconocimiento para la RNA polimerasa
y/o otros factores necesarios para que empiece la transcripcion al sitio correcto.

Una “célula recombinante” o “célula transformada” es una célula que contiene una secuencia de dcido nucleico de
origen no natural en la célula o una copia adicional o copias de una secuencia de dcido nucleico endégena, donde la
secuencia de dcido nucleico se introduce a la célula o su antecesor mediante la acciéon humana.

El término “vector recombinante” o “construccién de ADN o RNA recombinante” se refiere a cualquier agente
como un plasmido, c6smido, virus, secuencia que se replica de forma auténoma, fago, o secuencia de nucloeétido de
ADN o RNA lineal o circular de una cadena o de doble cadena, derivada de cualquier fuente, capaz de integracién
gendmica o replicacién auténoma, que comprende una molécula de 4cido nucleico en la que una o mds secuencias se
han unido de forma funcionalmente operativa. Estas construcciones recombinantes o vectores son capaces de introducir
una secuencia 5’ reguladora o una regién promotora y una secuencia de ADN para un producto de gen seleccionado a
una célula de tal forma que la secuencia de ADN se transcribe a mRNA funcional, que se pueden traducir o no y como
consecuencia expresar.

“Enzima de restriccion” se refiere a una enzima que reconoce una secuencia especifica de nucleétidos en ADN
de doble cadena y que corta ambas cadenas; también se llama una endonucleasa de restriccién. El corte normalmente
ocurre dentro del sitio de restriccidn o cerca de él.

“El marcador seleccionable” se refiere a una secuencia de acido nucleico la expresion de la cual confiere un fenoti-
po que facilita la identificacion de células que contienen la secuencia de dcido nucleico. Los marcadores seleccionables
incluyen aquellos que confieren resistencia a los quimicos téxicos (por ejemplo ampicilina, canamicina, G418, higro-
micina) o complementan una deficiencia nutricional (por ejemplo uracil, histidina, leucina).

“Los marcadores visuales” se refiere a una secuencia de 4cido nucleico la expresion de la cual imparte una carac-
teristica de distincion visual (por ejemplo cambios de color, fluorescencia).
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“Transcripcién” se refiere al proceso de producir una copia de RNA a partir del patrén de ADN.

“Transformacién” se refiere a un proceso de introduccién de una secuencia de dcido nucleico exdégena (por ejemplo,
un vector, un pldsmido, o una molécula de dcido nucleico recombinante) a una célula en la que el 4cido nucleico
exdgeno se incorpora a un cromosoma o es capaz de replicarse de forma auténoma. Una célula que ha experimentado
una transformacion, o un descendiente de este tipo de célula, es “transformada” o “recombinante.” Si el 4cido nucleico
exdgeno comprende una region codificante que codifica una proteina deseada, y la proteina deseada se produce en la
levadura transformada y es sustancialmente funcional, esta levadura transformada es “funcionalmente transformada”.

“Traduccién” se refiere a la produccién de proteina a partir de RNA mensajero. El término “rendimiento” se refiere
a la cantidad de 4cido ascérbico producida (molar o peso/volumen) dividido por la cantidad de precursor consumido
(molar o peso/volumen) multiplicado por 100.

“Unidad” de enzima se refiere a la actividad enzimadtica e indica la cantidad de micromoles de sustrato convertidos
por mg de proteinas totales de célula por minuto.

“Vector” se refiere a una molécula de ADN o RNA (como un pldsmido, césmido, bacteriofago, cromosoma artificial
de levadura, o virus, entre otros) que lleva las secuencias de 4cido nucleico a la célula huésped. El vector o una porcién
del vector se puede insertar al genoma de la célula huésped.

Lista de abreviaciones

Asc L-4cido ascérbico (vitamina C) o una de sus sales
AGD L-galactono-1,4-lactona deshidrogenasa

AL aldonolactonasa

ALO D-arabinono-1,4-lactona oxidasa

ARA D-arabinosa deshidrogenasa

Gal L-galactono-1,4-lactona

Gul L-gulono-1,4-lactona

LGDH L-galactosa deshidrogenasa

GLO L-gulono-1,4-lactona oxidasa

RGLO L-gulono-1,4-lactona oxidasa aislada de R. norvegicus
TCA acido tricloroacético

TPI triosefosfatoisomerasa

oD densidad 6ptica a 660 nm

Se debe apuntar que las abreviaciones para las actividades enzimadticas se refieren a las actividades respectivas y
no a una enzima especifica.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos se incluyen para evidenciar las realizaciones preferidas de la invencién. Se deberia apreciar
por aquellos especialistas en el campo que las técnicas divulgadas en los ejemplos que siguen representan las técnicas
descubiertas por aquellos inventores para funcionar bien en la practica de la invencidn, y asi se puede considerar que
constituyen los modos preferidos para su prictica. Sin embargo, aquellos especialistas en el campo, a la luz de la
presente divulgacién, deberfan apreciar que se pueden hacer varios cambios en las realizaciones especificas que se
divulgan y aun obtener resultados iguales o similares sin alejarse de la invencion.

Materiales y métodos
1. Determinacion de dcido ascorbico
Se determind 4cido ascérbico espectrofotométricamente siguiendo un método de Sullivan y col. (1955, Assoc. Off.

Agr. Chem., 38, 514-518). Se mezclaron 135 ul de muestra en una cubeta con 40 ul de H;PO, (85%). Después se
afiadieron 675 ul de a,a-Bipiridilo (0.5%)y 135 ul de FeCl; (1%). Después de 10 minutos se midié la absorbancia a
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525 nm. Se confirmé la identidad del 4cido ascérbico mediante HPLC (Columna de extrasilo trazas C8, 5 uM, 15 x
0.46 cm, Teknokroma, S. Coop. C. Ltda. # TR-016077; Eluente: bromuro de cetiltrimetilamonio 5 uM, KH,PO, 50
mM en H,0/Acetonitrilo al 95/5; velocidad de flujo: 1 ml min™', Deteccién de UV @ 254 nm) con L-4cido ascérbico
puro (Aldrich, A9,290-2) como patrén.

2. Determinacion de la concentracion de proteina

Se determinaron las concentraciones de proteina siguiendo el método de Lowry’s (Lowry O.H. y col., 1951, J.
Biol. Chem. 193, 265-275), utilizando el kit de ensayo de proteina Bio-Rad DC II (Cat. Nr. 500-0112) con BSA como
patron.
3. Amplificacion de la secuencia de gen especifico

Para amplificar las secuencias de gen especificas, se utilizé polimerasa de DNA PfuTurbo (Stratagene #600252)
sobre un Sistema de PCR de GeneAmp 9700 (PE Appl. Biosystems, Inc.). Se utilizaron condiciones estdndar donde:
dNTP 400 mM, primers 0.5 uM, MgCl, 0.5 uM (ademds del tampdn), y 3.75 U Pfu por 100 ml de reaccién.

Las secuencia de los genes utilizados se han comunicado publicamente mediante Genbank, tal y como se muestra.

Gen Numero(s) de acceso | Secuencia de | Secuencia de
al Genbank Nucleotidos que | aminoacidos SEQ ID
incluyen la regién | NO
codificante SEQ ID
NO
LGDH AL031394(Gen no. 12 11
T16L.160)
AGD AL049658(Gen no. 2 1
T17F15.200)
AGD homélogo de | Z97060 4 3
Brassica
AL X67189; S53050 30 29
ALO U40390; AB009401 6,8 5,7
RGLO J03536 10 9
ARA Y13134; 236018 21 20
(ORF YBR149w)

Se utiliz6 el siguiente programa para la amplificacion de AGD:

94°C 5 min

94°C 45s

53.5°C 30s }33 ciclos
72°C 1 min40s

72°C 7 min

4°C oy
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Se utiliz6 el siguiente programa para la amplificacion de AL:

94°C 5 min
94°C 45 s
53.5°C 30s }33 ciclos
72°C 1 min 40 s
72°C 7 min
4°C )
Se utiliz6 el siguiente programa para la amplificacién de ALO:
94°C 5 min
94°C 45 s
53.5°C 30s }33 ciclos
72°C 1 min40s
72°C 7 min
4°C 0
Se utiliz6 el siguiente programa para la amplificacion de ARA:
94°C 5 min
94°C 45 s
53.5°C 30s 133 ciclos
72°C 1 min 40 s
72°C 7 min
4°C o0
Se utilizé el siguiente programa para la amplificacién de LGDH:
94°C 5 min
94°C 45s
56°C 30s }33 ciclos
72°C 1 min40s
72°C 7 min
4°C 0
Se utiliz6 el siguiente programa para la amplificacion de RGLO:
94°C 30s
94°C 5s )
7900 4 min }33 ciclos
72°C S min
4°C o)
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Patrén de ADN para AGD y LGDH: 50 ng de plasmido de cADN de libreria pFL61 Arabidopsis (ATCC #77500
(Minet M. et al, 1992, Plant J., 2,417-422)). Patrén de ADN para RGLO: 0.5 ng de higado de rata de marathon-ready
cADN de libreria (Clontech #7471-1). Patrén de ADN para AL: 50 ng de ADN genémico de Zymomonas mobilis
(ATCC #10988), extraido utilizando un método estdndar. Patrén de ADN para ALO y ARA: 50 ng de ADN genémico
de S. cerevisiae GRF18U, extraido utilizando un método estandar. Los productos de la PCR se clonaron al sitio EcoORV
de pSTBlue-1 utilizando el kit de clonacién para extremos romos de Novagen Inc. (#70191-4).

Oligonucledtidos utilizados Gen amplificado
SEQ ID NO:14: caagaaggcctaaatgticegttacgetee
SEQ ID NO:15: atggpeectiaageagtggtgpagactggg AGD

SEQID NO:16: tgaggggtcageptgptitatitcea
SEQID NO:17: tpgaatcatggtccatgggtacaaapggg RGLO

SEQ ID NO:18: tttcaccatatgtctactatee
SEQID NO:19: aaggatcctagtcggacaactc ALO

SEQ ID NO:22: atpacgaaaatagagcttcgage

SEQ ID NO:23: ttagttctgatggaticcacttgg LGDH
SEQ ID NO:24: atgtettcttcagtagectcaace
SEQ ID NO:25: ttaatactttaaattgtccaagitigptc ARA

SEQ ID NO:27: atgaccactggtcgtatpteteg
SEQ ID NO:28: ttaccagaaaataagacccaagea AL

4. Construccion del pldasmido

El modo de nombramiento que se ha utilizado aqui es que pSTBlue-1 que contiene, por ejemplo, AGD en la direc-
cion sentido respeto el sitio de clonacién multiple (MCS) se designé pSTB AGD-1. En un ejemplo mds, el pSTBlue-
1 que contiene AGD en la direccién antisentido respeto su MCS se designd pSTB AGD-2, y asi sucesivamente.

Se utilizaron procedimientos estdndar para todas las proposiciones de clonacion (Sambrook J. y col., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press).
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Inserto Inserto cortado con Plasmido Plasmido Nombre del
derivado de Diana diana cortado | plasmido de
con expresion
resultante
pSTB AGD- | EcoRI pYX042 EcoRI | pL-AGD
1
pSTB EcoRI pYX022 EcoRI | pH-LGDH
LGDH-1
pSTB ALO-1 | EcoRI pYX042 EcoRI | pL-ALO
pSTB AL-1 EcoRI pY X022 EcoRI | pH-AL
pSTB ALO-1 | EcoRI pZ3 EcoRI | pZ3-ALO
pH-LGDH Aatll/Pvull/romo pAG26 Apal/romo pAG26TPI-
LGDH
pSTB ARA-2 | Sacl romo BamHI pY X022 EcoRI romo | pH-ARA
BamHI
pSTB Notl romo Kpnl romo pYX042 EcoRIromo | pL-RGLO
RGLO-1
pSTB Notl romo Kpnl romo pZ3 EcoRIromo | pZ3-RGLO
RGLO-1

Construccion del pldsmido de expresion

Los pldsmido pYX son unas series de vectores de expresion de levaduras disponibles comercialmente (R&D Sys-
tems, Inc.).

pAG26TPI:

El cassette de expresion (que consite en el promotor de TPI, sitio de clonacién muiiltiple y terminador) de pY X022
se cort6 con enzimas de restriccion Aatll/Pvull, extremos romos y se clonaron a pAG26 (Goldstein A.L. and McCusker
J.H., 1999, Yeast 15, 1541-1553) que se habia cortado con enzima de restriccién Apal y se habfan hecho extremos
romos.

pZ3:

Se cort6 la region ARS/CEN de YCplac33 (Gietz R.D. y Sugino A., 1988, Gene 74, 527-534) mediante el corte
con enzima de restriccion Clal, haciendo los extremos romos, y se corté con el enzima de restriccién Spel y se clond
apYXO022, que se habia cortado con el enzima de restriccidon Dralll, se trat6 para hacer los extremos romos, y se cortd
con el enzima de restriccion Spel. El pldsmido resultante se abrid con el enzima de restricciéon Kpnl y los extremos
romos, para recibir el cassette de resistencia G418, cortado de pFA6-KanMX4 (Wach y col., 1994, Yeast 10, 1793-
1808) con los enzimas de restriccién Sphl/Sacl y los extremos romos.
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5. Cultivo y examen de la Levadura

Se utilizaron las cepas de levadura de S. cerevisiae GRF18U, W3031B, Z. bailii ATCC 60483, Z. bailii ATCC
36947 y K. lactis PM6-7A (Wésolowski-Louvel, M. y col., 1992, Yeast 8, 711-719). Se ha depositado el GRF18U
con el Agricultural Research Service Culture Collection y presenta el siguiente nimero de catdlogo NRRL Y-30320.
Se cultivaron todas las cepas en frascos de agitacion en un medio minimo (YNB al 0.67% peso/volumen (Difco
Laboratories, Detroit, MI #919-15), glucosa al 2% peso/volumen, la adicién de los aminoacidos apropiados o adenina
o uracil, respectivamente, a 50 mg 1™") bajo condiciones estdndar (se agité a 30°C). La densidad Gptica inicial a 660
nm era de alrededor de 0.05.

Para la incubacién con L-galactosa, se crecieron las células toda la noche, después se anadi6 L-galactosa a 250 mg
1I"! y se incubaron las células durante 24 horas. Para la incubacién con sustratos distintos a L-galactosa, se crecieron
las células en presencia de los sustratos respectivos a 50 mM o 100 mM durante 72 horas si no se indica lo contrario.
Para la determinacién del dcido ascérbico intracelular, se trataron las células tal y como se indica a continuacién:
se recuperaron las células por centrifugacion a 4000 rpm durante 5 minutos a 4°C, se levaron una vez con H,O fria
destilada, se resuspendid en aproximadamente 3 veces el volumen del granulo en TCA al 10% frio, se agité de forma
vigurosa, se mantuvo en hielo durante 20 minutos, y después se aclar6 el sobrenadante de los restos de la célula por
centrifugacion.

6. Transformacion de la levadura
Se llevé a cabo la transformacién de las células de levadura siguiendo el método de LiAc/ss- ADN/PEG estandar

(Agatep, R., y col., 1998). Se depositaron GRF18U de S. cerevisiae y varias levaduras transformadas con NRRL. La
tabla de a continuacién lista las cepas y sus nimeros de NRRL.

Cepa Numero de NRRL Fecha de Depdsito

S.cerevisae GRF18U NRRL Y-30320 31 de julio del 2000
S.cerevisae GRF18U [pl-ALO] NRRL Y-30321 31 de julio del 2000
S.cerevisae GRF18U [pl-AGD] NRRL Y-30322 31 de julio del 2000
S.cerevisae GRF18U [pH-LGDH] NRRL Y-30323 31 de julio del 2000
S.cerevisae GRF18U [pH-LGDH][pl-ALO] NRRL Y-30324 31 de julio del 2000
S.cerevisae GRF18U [pl-AGD] NRRL Y-30325 31 de julio del 2000
S.cerevisae GRF18U [pH-ARA] [pL-ALO] NRRL Y-30326 31 de julio del 2000
S.cerevisae W3031B [pl-ALO] NRRL Y-30327 31 de julio del 2000
S.cerevisae W3031B [pH-LGDH] [pl-ALO] NRRL Y-30328 31 de julio del 2000
S.cerevisae W3031B [pH-ARA] [pl-ALO] NRRL Y-30329 31 de julio del 2000
S.cerevisae GRF18U [pL] NRRL Y-30490 20 de julio del 2001
S.cerevisae GRF18U [pL-RGLO] NRRL Y-30491 20 de julio del 2001
S.cerevisae GRF18U [pH-AL] [pL] NRRL Y-30492 20 de julio del 2001
S.cerevisae GRF18U [pH-AL] [pL-RGLO] NRRL Y-30493 20 de julio del 2001
Z. bailii ATCC 36947 [pZ3] NRRL Y-30494 20 de julio del 2001
Z. bailii ATCC 36947 [pZ3-RGLO] NRRL Y-30495 20 de julio del 2001
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Z. bailii ATCC 60483 [pZ3] NRRL Y-30496 20 de julio del 2001
Z. bailii ATCC 60483 [pZ3-RGLO] NRRL Y-30497 20 de julio del 2001
Z. bailii ATCC 36947 [pZ3-ALO] NRRL Y-30498 20 de julio del 2001
Z. bailii ATCC 36947 [pAG25TPI] [pZ3-ALO] | NRRL Y-30499 20 de julio del 2001
Z. bailii ATCC 36947 [pAG26TPI-LGDH] NRRL Y-30500 20 de julio del 2001
Z baili ATCC 36947 [pAG26TPI-LGDH] | NRRL Y-30501 20 de julio del 2001
[pZ3-ALO]

Se depositaron las cepas con el Agricultural Research Service Culture Collection, 1815 North University Street,
Peoria, Illinois 61604, USA. Se llevo a cabo este depdsito bajo la normativa del Tratado de Budapest sobre el re-
conocimiento internacional del depdsito de Microorganismos con el propdsito del Procedimiento de Patentes y sus
regulaciones (Tratado de Budapest). Las cepas de levadura estardn disponibles mediante el NRRL bajo los términos
del tratado de Budapest sobre la cuestion de una patente de E.E.U.U. con las reivindicaciones pertinentes. La disponi-
bilidad de las levaduras depositadas no se interpreta como una licencia para practicar la invencién en infraccion de los
derechos concedidos bajo la autoridad de cualquier gobierno de acuerdo con sus leyes de patentes.

Resultados experimentales
1. Estabilidad del L-dcido ascorbico

Para determinar la estabilidad del 4cido ascérbico bajo condiciones de cultivo, se afladié dcido ascérbico a nuestro
medio estdndar (glucosa al 2%, YNB al 0.67%) y se incub6 la solucién en frascos en agitacién a 30°C. La Figura
2 muestra los resultados respectivos. En un medio estéril, el acido ascérbico se degrada rapidamente (véase el panel
B), mientras que es completamente estable si se encuentra presente levadura viable (véase el panel A). Este resultado
muestra que el cultivo de levadura en un medio es un método para estabilizar dcido ascérbico.

En consecuencia, el acido ascérbico potencialmente producido por la levadura se estabiliza mediante la presen-
cia de la levadura, haciendo que los métodos de la presente invencion sean adecuados para la produccién de acido
ascoérbico.

2. Produccion de dcido ascorbico a partir de levaduras no-transformadas

De acuerdo con la literatura, la levadura salvaje (wt) comprende una actividad D-arabinono-1,4-lactona oxidasa
con un amplia especificidad de sustrato (Huh W.K. y col., 1994, Eur. J. Biochem. 225, 1073-1079). Se ha demostrado
esta actividad in vitro. Para determinar si los sustratos o el producto puede atravesar la membrana celular, incubamos
tres tipos distintos de cepas de levadura (S. cerevisiae GRF18U y W3031B, asi como Z. bailii ATCC 60483) con
L-galactono-1,4-lactona (el dltimo precursor de la ruta de biosintesis de la planta que lleva a dcido ascérbico) o L-
gulono-1,4-lactona (el dltimo precursor de la ruta metabdlica animal). Tal y como se muestra en la Figura 3, ambas
sustancias se pueden internalizar a las células de levadura y se pueden convertir a dcido ascérbico. No se acumuld
acido ascdrbico en el cultivo (no se muestra) pero se midieron cantidades significativas en los extractos de la célula
entera.

El siguiente precursor anterior en la ruta de la planta es L-galactosa. La Figura 4 muestra los resultados de las
incubaciones de células de levadura con este sustrato. S. cerevisiae, Z. bailii, y K.lactis son capaces de producir dcido
ascorbico a partir de este compuesto, y en el caso de dcido ascorbico se acumula dentro de la célula en una cantidad
significativa (Fig. 4).

3. Produccion y Acumulacion de dcido ascorbico en el medio a partir de levaduras transformadas

Clonamos los genes que codifican para D-arabinono-1,4-lactona oxidasa (ALO), D-arabinosa deshidrogenasa
(ARA), L-galactono-1,4-lactona deshidrogenasa (AGD), L-galactosa deshidrogenasa (LGDH), L-gulono-1,4-lacto-
na oxidasa (RGLO) y aldonolactonasa (AL). Estos genes se clonaron a vectores de expresion de levaduras disponibles
tal y como ya se ha remarcado en los materiales y métodos. De forma resumida, el promotor de TPI, un promotor fuer-
temente natural y constitutivo de S. cerevisiae, deriva la expresion de los genes en cuestién. Después de la incubacién
de S. cerevisiae GRF18U transformada con AGD o ALO con L-galactono-1,4-lactona, las células no s6lo acumularon
acido ascorbico de forma intracelular (no se muestra), sino que también, de forma sorprendente, acumularon cantida-
des considerables de 4cido ascérbico en el extracto de cultivo (Figura 5). Esto también fue correcto para las mismas
células transformadas incubadas con L-galactosa (Figura 6). La cotransformacién de L-galactosa deshidrogenasa o D-
arabinosa deshidrogenasa increment6 de forma significativa la habilidad de la cepa de levadura respectiva de convertir
L-galactosa a acido ascérbico (Figura 6). Se observaron resultados similares a aquellos que se describen mds adelante
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para GRF18U recombinante que expresa (a) ALO; (b) LGDH y ALO; o (c) ARA y ALO, cultivado en un medio que
comprende L-galactosa, con W3031B de S.cerevisiae recombinante que expresa los enzimas correspondientes y culti-
vado en un medio que comprende L-galactosa. (resultados no mostrados). La Figura 7 muestra los datos de un cultivo
de alta densidad que convierte L-galactosa a dcido ascorbico. Las cepas de levaduras respectivas se crecieron toda la
noche en un medio minimo estdndar. El siguiente dia, se centrifugaron de forma aséptica las células y el granulo se
resuspendi6 en 1/10 del sobrenadante para concentrar las células 10 veces. Después, se afiadieron 250 mg 17! de L-
galactosa y los cultivos se incubaron bajo condiciones estdndar durante 6 dias. Después de 6 dias las cepas transfor-
madas con ALO y LGDH acumularon mas de 70 mg de acido ascérbico por litro de medio de cultivo. Se acumularon
de forma intracelular 30 mg 1! de 4cido ascérbico (no se muestra). Si se toman estos dos valores juntos corresponden
a la conversion de alrededor del 40% de la L-galactosa afiadida.

Para probar la habilidad de producir 4cido ascérbico a partir de una levadura distinta, se transformé Z. bailii ATCC
36947 con ALO y/o LGDH. Las células transformadas se incubaron con L-galactosa bajo las mismas condiciones que
se describen para S. cerevisiae transformado (Figura 8). Tal y como en los ejemplos referentes a S. cerevisiae, que se
han descrito anteriormente, se observé la acumulacién de ascorbato en el cultico. Las células de Z. bailii salvaje fueron
capaces de acumular una cantidad de 4cido ascérbico menor sobre la incubacién con L-galactosa. La transformacién
de las células con un pldsmido que confiere resistencia al antibitico G418 o higromicina y la incubacién de las
células con el antibitico respectivo parecen haber eliminado esta habilidad endégena. La expresidon funcional de
ALO, o ALO y LGDH resulta en una pronunciada acumulacién de dcido ascérbico en el cultivo. La acumulacién
inferior de ascorbato mediante las células que expresan ALO incubado con ambos antibidticos comparado con las
células que expresan ALO incubado con s6lo G418, indica que la presencia de higromicina o la expresién del gen
de resistencia a la higromicina interfieren significativamente con la acumulacién o deteccién de dcido ascérbico. La
mayor acumulacion de ascorbato en los cultivos de células que expresan ALO y LGDH comparado con los niveles de
ascorbato en los cultivos de células que s6lo expresan ALO, cuando las células en ambos casos se cultivan en presencia
de G418 e higromicina indica que LGDH se expresa funcionalmente en Z. bailii.

Con la incubacién de GRF18U de S. cerevisiae transformada con RGLO en presencia de L-gulono-1,4-lactona, las
células acumularon dcido ascérbico de forma intracelular (Figura 9), pero no en el cultivo (los datos no se muestran).
Las células no transformadas convirtieron una cierta cantidad de L-gulono-1,4-lactona debido a la reactividad cruzada
de ALO endégeno, tal y como se ha discutido anteriormente. Con la expresion de RGLO en las células la cantidad
de 4cido ascorbico acumulado aumenté de forma significativa. La expresion adicional de AL resulté en niveles mas
bajos de acumulacién de dcido ascérbico. Debido a la hidrélisis, L-gulono-1,4-lactona se encuentra en equilibrio con
dcido L-gulénico cuando se encuentra en un entorno acuoso. Este equilibrio favorece fuertemente los 4cidos libres,
pero se alcanza el equilibrio de forma muy lenta (dias).Las células incubadas con L-gulono-1,4-lactona son capaces de
internalizar el compuesto y convertirlo a dcido ascérbico. Con la co-expresion funcional de AL y las enzimas RGLO
y ALO, las tres enzimas compiten por el sustrato a partir de la misma reaccién de equilibrio entre L-gulono-1,4-
lactona y dcido L-guldnico. El equilibrio con dcido L-gulénico, que no es un sustrato para ALO o para RGLO, se
consigue de forma mucho més rdpida, asi la cantidad de lactona que se convierte por ALO/RGLO a 4cido ascérbico
se reduce. La reaccion inversa (la lactonizacién de 4dcido L-gulénico a L-gulono-1,4-lactona) apenas tiene lugar en un
entorno acuoso sin catalizacién por ningin enzima. Asi GRF18U de S. cerevisiae que no sobreexpresa una proteina o
GRF18U que expresa RGLO incubado con 4cido L-gulénico no acumulé 4cido ascérbico, ni intracelularmente (Figura
9) ni extracelularmente (los datos no se muestran). Con la expresién de AL en GRF18U de S. cerevisiae una pequefia
cantidad de dcido L-gulénico se convirti6 a L-gulono-1,4-lactona, que sirvié como sustrato para ALO o ALO y RGLO.
Asi estas células fueron capaces de convertir d4cido L-guldnico a dcido ascérbico. Esto dio el enzima AL ademds de
ALO y/o RGLO utilidad para la produccién de dcido ascérbico a partir de levaduras.

Con la incubacion de ATCC36947 o ATCC60483 de Z.bailii transformados con RGLO con L-gulono-1,4-lacto-
na, las células acumularon 4cido ascérbico de forma intracelular (Figura 10), pero no en el cultivo (los datos no se
muestran). Asi, los datos obtenidos a partir de estas cepas de levaduras de Z. bailii fueron comparables a las que se
observaron a partir de la levadura de S. cerevisiae.

La siguiente tabla resume los ejemplos descritos en esta invencién. Notese que “No determ.” en la tabla de mas
abajo pretende indicar “no determinado”.
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Ejemplos de | Ejemplos de | Ejemplos de precursores | Produccién de Acido ascérbico
Levadura Gen convertidos
sobreexpresado
intracelular extracelular
S. cerevisiae No L-galactono-1,4-lactona Si No
L-gulono-1,4-lactona Si No
L-galactosa Si No
Acido L-gulénico no No
K lactis No L-galactosa Si No
Z. bailii No L-galactono-1,4-lactona si No
L-gulono-1,4-lactona no no
L-galactosa si si
S. cerevisiae | AGD L-galactono-1,4-lactona Si Si
S. cerevisiae | LGDH L-galactosa Si No
S. cerevisiae LGDH +ALO o | L-galactosa Si Si
AGD
S. cerevisiae ARA L-galactosa Si Si
+ALO
S. cerevisiae RGLO L-gulono -1,4-lactona si no
Acido L-gulénico no no
S. cerevisiae | AL L-gulono -1,4-lactona si no
Acido L-gulénico si no
S. cerevisiae RGLO+ AL L-gulono-1,4-lactona si no
Acido L-gulénico si no
Z. bailii RGLO L-gulono -1,4-lactona Si No
Z. bailii LGDH L-galactosa No determ No
Z. bailii ALO L-galactosa No determ. Si
Z. bailii LGDH + ALO L-galactosa No determ. Si
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REIVINDICACIONES
1. Un método para generar 4cido ascorbico o una de sus sales, que comprende:

a) obtener una levadura de Saccharomyces cerevisiae o de Zygosaccharomyces bailii recombinante funcionalmente
transformada con una regién codificante que codifica un primer enzima D-arabinono-1,4-lactona oxidasa (ALO),
donde la levadura es capaz de convertir un precursor de dcido ascorbico a dcido ascérbico o a una de sus sales,

b) cultivar la levadura recombinante en un medio que comprenda un precursor de dcido ascérbico, por lo tanto que
forme 4cido ascdrbico o una de sus sales, donde la levadura acumula dcido ascérbico en el medio a niveles superiores
que en el fondo de particulas, y

¢) el aislamiento de ascorbico o de una de sus sales.

2. El método de la reivindicacién 1, donde la levadura se selecciona de la cepa de S. cerevisiae: NNRL Y-30321,
NRRL Y-30324, NRRL Y-30327, NRRL Y-30328, NRRL Y-30329, o de la cepa de Z. bailii: NRRL Y-30498, NRRL
Y-30499, NRRL Y-30501, donde NRRL se refiere al Northern Regional Research Laboratory, Agricultural Research
Service, Departamento de Agricultura de Estados Unidos.

3. El método de la reivindicacién 1, donde el enzima ALO presenta al menos el 70% de identidad con SEQ ID
NO: 5 0 SEQ ID NO:7 o al menos el 70% de identidad con SEQ ID NO: 6 o los nucleétidos del 4 al 1584 de SEQ ID
NO:S8.

4. El método de la reivindicacion 1, donde la levadura se transforma ademds funcionalmente con una regién
codificante que codifica a un segundo enzima seleccionado de L-galactosa deshidrogenasa (LGDH), L-galactono-
1,4-1actona deshidrogenasa (AGD) y D-arabinosa deshidrogenasa (ARA).

5. El método de la reivindicacién 4, donde el enzima LGDH presenta al menos un 70% de identidad con SEQ ID
NO: 11 o al menos un 70% de identidad con SEQ ID NO: 12.

6. El método de la reivindicacién 4, donde el enzima AGD presenta al menos un 70% de identidad con SEQ ID
NO: 1 0 SEQ ID NO: 3 o0 al menos un 70% de identidad con SEQ ID NO: 12 o los nucledtidos del 56 al 1858 de SEQ
ID NO:4.

7. El método de la reivindicacion 4, donde el enzima ARA presenta al menos un 70% de identidad con SEQ ID
NO: 20 o al menos un 70% de identidad con los nucledtidos del 285 al 1319 de SEQ ID NO:21.

8. El método de la reivindicacién 4, donde la regiéon codificante que codifica el segundo enzima estd unido al
promotor activo en la levadura.

9. El método de la reivindicacién 8, donde el promotor es el promotor de triosefosfatoisomerasa (TPI) de S. cere-
visiae.

10. El método de la reivindicacién 1, donde la regién codificante que codifica el enzima ALO se ha aislado de S.
cerevisiae.

11. El método de la reivindicacién 4, donde la regién codificante que codifica el enzima LGDH se ha aislado de A.
thaliana.

12. El método de la reivindicacién 4, donde la regién codificante que codifica el enzima AGD se ha aislado de A.
thaliana.

13. El método de la reivindicacién 4, donde la region codificante que codifica el enzima ARA se ha aislado de S.
cerevisiae.

14. El método de la reivindicacién 1, donde la regién codificante que codifica el primer enzima codifica un enzima
ALO que hibrida a una cadena complementaria del set de polinucledtido en la SEQ ID NO:6; y donde la regién
codificante hibrida a la cadena complementaria del polinucledtido bajo condiciones de hibridacién estrictas.

15. El método de la reivindicacion 1, donde la region codificante que codifica el primer enzima codifica una enzima
ALO que presenta las mismas propiedades inmunoldgicas de una enzima que presenta la SEQ. ID NO:5 o la SEQ. ID
NO: 7.

16. El método de la reivindicacién 4, donde la regién codificante que codifica el segundo enzima codifica un
enzima LGDH que hibrida a cadena complementaria del set de polinucleétidos en SEQ ID NO: 12; y donde la regién
codificante hibrida a la cadena complementaria del polinucledtido bajo condiciones de hibridacion estrictas.
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17. El método de la reivindicacién 4, donde la regién codificante que codifica el segundo enzima codifica un enzima
LGDH que presenta las mismas propiedades inmunoldgicas de un enzima que presenta SEQ ID NO: 11.

18. El método de la reivindicacién 4, donde la region codificante que codifica el segundo enzima codifica un enzima
AGD que hibrida a cadena complementaria del set de polinucleétidos en SEQ ID NO: 2; y donde la regién codificante
hibrida a la cadena complementaria del polinucleétido bajo condiciones de hibridacion estrictas.

19. El método de la reivindicacién 4, donde la regién codificante que codifica el segundo enzima codifica un enzima
AGD que presenta las mismas propiedades inmunoldgicas de un enzima que presenta SEQ ID NO:1 o SEQ ID NO:3.

20. El método de la reivindicaciéon 4, donde la regién codificante que codifica el segundo enzima codifica un
enzima ARA que hibrida a cadena complementaria del set de polinucleétidos en los nucleétidos del 285 al 1319 de
SEQ ID NO: 21; y donde la region codificante hibrida a la cadena complementaria del polinucle6tido bajo condiciones
de hibridacién estrictas.

21. El método de la reivindicacién 4, donde la region codificante que codifica el segundo enzima codifica un enzima
ARA que presenta las mismas propiedades inmunoldgicas de un enzima que presenta SEQ ID NO:20.

22. El método de la reivindicacién 1, donde el precursor de dcido ascérbico se selecciona del grupo que consiste
en monosacdridos, oligosacaridos, polisacaridos, alcoholes de C1-C6, polioles de C2-C6, 4cidos orgdnicos, y lactonas
de C5-Cé.

23. El método de la reivindicacion 1, donde el precursor del 4cido ascérbico se selecciona del grupo que consiste
en trehalosa; rafinosa; etanol; xilosa; xilulosa; maltosa; glicerol; fructosa; arabinosa; D-glucosa-6-P; D-glucosa-1-
P; UDP-D-glucosa; dcido UDP-glucurénico; acido 1-P-D-glucurénico; dcido D-glucurénico; D-glucurono lactona;
dcido L-guldnico; D-fructosa-6-P; D-manosa-6-P; D-manosa-1-P; GDP-D-manosa; GDP-L-galactosa; L-galactosa-1-
P; lactosa; sucrosa; almidon; celulosa; citrato; metanol; formaldehido; formato; metilamina; alanina; acido oleico; L-
galactono-1,4-lactona; D-glucosa; L-gulono-1,4-lactona; L-galactosa; y 4cido L-gulénico.

24. El método de la reivindicacion 1, donde el precursor de dcido ascérbico se selecciona de L-galactono-1,4-
lactona; D-glucosa; L-gulono-1,4-lactona; L-galactosa; y 4cido L-gulénico.

25. El método de la reivindicacidn 1, donde el precursor de dcido ascérbico también es una fuente de carbono para
la levadura recombinante.

26. El método de la reivindicacion 1, donde el paso de aislamiento comprende disolver la levadura.

27. El método de la reivindicacién 26, donde el paso de aislamiento ademds comprende la centrifugacion, fil-
tracioén, micro filtracién, ultra filtracidn, nano filtracién, extraccién liquido-liquido, carbono activado, cristalizacion,
tratamiento enzimatico con nucleasa o proteasa, o cromatografia.

28. El método de la reivindicacién 1, donde el paso de cultivo comprende acumular 4cido ascérbico en el medio a
una concentracion final de al menos 20 mg/1.

29. El método de la reivindicacién 1, donde el paso de cultivo comprende acumular 4cido ascérbico en el medio a
una concentracidn final de al menos 40 mg/1.

30. El método de la reivindicacién 1, donde el paso de cultivo comprende acumular 4cido ascérbico en el medio a
una concentracion final de al menos 70 mg/1.

31. El método de la reivindicacién 1, donde la levadura recombinante es capaz de convertir al menos el 25% del
precursor a 4cido ascdrbico.

32. El método de la reivindicacién 1, donde la levadura recombinante es capaz de convertir al menos el 35% del
precursor a acido ascérbico.

33. El método de la reivindicacién 1, donde la levadura recombinante es capaz de convertir al menos el 40% del
precursor a 4cido ascérbico.

34. Un método para estabilizar 4cido ascérbico o una de sus sales en un medio, que comprende: cultivar una le-
vadura de Saccharomyces cerevisiae o Zygosaccharomyces bailii recombinante funcionalmente transformada con una
region codificante que codifica un primer enzima D-arabinono-1,4-lactona oxidasa (ALO) en un medio que comprende
acido ascorbico o una de sus sales, donde el dcido ascérbico en el medio se produce mediante la levadura, la levadura
produce dcido ascérbico mediante la conversidn de al menos un precursor de dcido ascdrbico a dcido ascérbico, y el
medio comprende el precursor de dcido ascérbico.

35. El método de la reivindicacion 34, donde el acido ascorbico o una de sus sales se afiade al medio.
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36. El método de la reivindicacién 34, donde la levadura se transforma ademds funcionalmente con una regién
codificante que codifica a un segundo enzima seleccionado de L-galactosa deshidrogenasa (LGDH), L-galactono-1,4-
lactona deshidrogenasa (AGD) y D-arabinosa deshidrogenasa (ARA).

37. Un Saccharomyces cerevisiae, donde el S. cerevisiae se transforma funcionalmente con una regién codificante
que codifica D-arabinono-1,4-lactona oxidasa (ALO), y una regién codificante que codifica L-galactosa deshidroge-
nasa (LGDH), L-galactono-1,4-lactona deshidrogenasa (AGD) o D-arabinosa deshidrogenasa (ARA).

38. Un Zygosaccharomyces. bailii, donde el Z. bailii se transforma funcionalmente con una region codificante que
codifica D-arabinono-1,4-lactona oxidasa (ALO).

39. Un Z. bailii, de acuerdo con la reivindicacion 38, donde el Z. bailii se transforma ademas funcionalmente

con una region codificante que codifica L-galactosa deshidrogenasa (LGDH), L-galactono-1,4-lactona deshidrogenasa
(AGD) o D-arabinosa deshidrogenasa (ARA).
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<110> BIOPOLO S.C.a.R.L.

ES 2285327 T3

LISTA DE SECUENCIAS

<120> Produccion de 4cido ascorbico en levaduras

<130> WPP84333

<140>
<141>

<150> US 09/630,983
<151> 2000-08-02

<160> 30

<170> Patentln Ver. 2.1

<210>1
<211> 610
<212> PRT

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 1

Met Leu Axg Serxr
1

Thr Leu Ser Pro
20

Arg Thxr Leu Cys
35

Prxo Pro Arg Pro
50

Phe Arg Lys TyY
6%

Ala Thx Tyr Phe
Ala Gln Ile Phe
100

Ser Asn Trp Ser
11s

Pro Glu Asn Leu
130

Lys Lys Leu Arg
145

Ser Ser

Thr Thr

Ala Gly
70

Sexr Phe

8s

Gly Thx

Ala Asp

Ile Arg
150

Leu

Ser

Gly

Pro
5%

YT

Pro

Ala

His

Leu

135

PXo

Axg Arg Serx

Thr

Gln

40

Ala

Phe

Pro

Glu

120

Glu

Val

Ile Axg
25

Thr Leu

Ala Leu

PYo Glu
90

Leu Pro
105
Val Gin

Ala Leu

Gly Ser

Val Gly

Ser Sex

Thr Pxo

Thr Ala
60

Ala Ile
75

Asn Ala

Glu asp

Thr Arg

Val Lys

140

Gly Leu
158

His

Phe

Pro

45

Ser

Fhe

Lys

Asn
125

Glu

Ser

Ser

Sex
30

Glu

Sex

His

His

110

Phe

Sex

Pro

Leu

15
Pro
Pro
Ala
Gly
Lys

95

Thr

His

Gly

Hig

Gln

Val

80

Lys

Val

Gln

Glu

Gly
160
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Ile

Val

Ile

Gln
225
Gln

Lev

Lys

305

Val

Lys

Pro
385

Glu

Asp

Gly Leu

Leu

Gln

210

val

val

Ser

Gly

His

290

Lys

Ser

Glu

370

Asp

Leu

Ala

Glu

Glu

Val

195

Asu

Gly

Ile

Arg

Gly

275

Glu

Asn

1le

Lys

Ala

355

Ile

Asp

Glu

Ile
435

Ser

val

180

Gln

Phe

Ala

Sex

Glu

260

Leu

Lieu

His

Pro

Txp

340

val

val

Gln

Pro

rhe

420

Leu

Arg

165

Gln

Ala

Ris

Met

245

Lys

Gly

Val

Lys

325

Ser

Gln

Gln

Glu

Leu
405

Trp

Gly

ES 2285327 T3

Sexr

Lys

Leu

Sex

Gly

230

Lys

val

Glu

Lys

310

Thrx

Gly

Ris

Asp

Leu

390

ASn

Lys

Phe

Gly Met Val Asn Leun Ala Leu

Glu

Val

Ile

215

Thr

Leu

Pro

Val

His

295

Leu

Asp

Pro

Val

Ser

375

Sex

Asp

Lys

Asp

Lys

Asp

200

Arg

Gly

val

Glu

Ala

280

Thr

Leun

Thr

Pro

360

Gly

val

Ser

Cys
440

Lys
18%
Ala

Glu

Ala

Leun
265

Glu

Ser

Val

Lys

345

Asp

Lys

Thr

His

Glu
425

170

Arg

Ile

Gln

Arg

Pro

250

Phe

val

val

Ala

Val

330

Rsp

Leu

LYs

Glu

val
410

Val Thr val

Lys Asp Tyr

Glan

235

Ala

Hig

Sexr

318

Vval

Lys

Sex

Lea
3588

Ala

1le
220
Pro

Lys

Asn
300

Lys

Val

Prxo

Arg

¥ro
380

Arg

Lys

205

Gly

Pro

Gly

Ala

Gln

285

Leu

Hig

Lys

Glu
365

val

Gly Tyt Arg Val

Gly Gly Gln Gln Trp

445

Met
Gln
190
Gly

Gly

Ile

2790

Cys

Gln

Val

Cys

350

Sexr

Ser

Lys

Gly
430

val

Asp
175
Ala

Leu

Ile

Ile

255

Val

Glu

Lys

335

Thr

lle

Ser

Leu

Lys

Gly

Thr

Ile

Glu

240

Glu

Gly

Ala

Ile

320

Val

Glu

400

Gln Ala

415

Sex

Sexr

Glu
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<210>2
<211> 1833
<212> ADN

Sex Cys

450

Glu
465

Ala Pro

Tle Ser
Gly Ile

Thr
530

Ile

545

Lys Asp

Phe Pra

Arg Ile

Thr Ala

610

<213> Secuencia Artificial

<220>

Phe Pra

Ile Glu Glu

Ile
485

Ala Pro

Ala
500

Pro Phe

Ile Met

515

Tyr

Glu Phe

Gln Phe Ser

Glu Glu

565

Lys

Val Asp Ala

580
Leu Ser
595

ES 2285327 T3

Ala Gly Thr Leun

455

Leu
470

Glu

Ser

Lys Lys

Gln Arg

Thr Ser

Prao Thr

Ala

Leu

Asn Pro

Ila Glu

Ser
460

Met

Lys Glu

475

480

Glun
505

Ala

520

fhe
635

Ala
550

Leu

Asn

His Tyx

Tyr Glu

Gla Ala

Asn Lys

Met Val

Arg

His

Thr Ala

Asp Asp

Asp Pro

His Leu

Trp Ala

Axg Sex

Ile Phe

Gln
525

Axg

Thr
540

Gln

Lys Ile

555

Leu
570

Ala
585

Glu

600

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: A. thaliana

<400> 2

atgctecggt
tctteateca
acattgacac
tcagaagcte
gctacctatt
cgttacgete
gtacagacta
gaatctcatg
attggtttagt
gataaagaga
gecattaaag

cacttcttct
ccatecgtte
caccacegec
aattccgtaa
teteatttee
ctttacctga
ggaactttaa
agaagaagtt
ctegetetgg
agaagagagt
actatggtcel

ccgacgetceo
ctcattttcg
gccaccgeca
atacgecgga
attccctgag
agatcttcac
tcaaccggag
aaggattegt
gatggtgaat
tacggtgcag
tactcttcag

gtcggecatt
cctcategta
cgtectocace
tacgcagceac
aatgctaaac
actgtctcta
aatcttgety
cecegttggat
ctggegatta
gctgggatta
aactttgccet

Gln Ala

Arg Axg

Lys Leu

Arg Ile

Glu Leu

Phe Pro
605

ctcteggaac
¢ctetetgeac
ctecgectee
tegetatett
acaagaaggc
attggagtgyg
atctcgaage
cgggtetete
tggataaagt
gggtccagca
ccattagaga

Lys Asp Leu

Ala Ile Pro

480

Lys Ser
495

Pxo

Ser Trp val

510

Axg Lys AsSp

Lys Gln Leu

Glu Ile Pro

560

Arg Lys Arg
575

Asp Pro Asn
90

val Ser Thr

cctatctceyg
caccggtcaa
ggccaccgec
ctotggagtt
tcaaatctte
tactcatgag
tcttgttaag
gcctaatggyg
tctagaggtg
attggttgac
gcagcagatt

120
180
240
300
360
420
480
540
€00
660
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<210>3
<211> 600
<212> PRT

ggtggtatta
caggtgatca
aaagatcegg
gaggtcacce
ttgcaagaaa
ctatatatte
agtgggccac
gatctctaca
gacagcagtg
geecttgate
tggaaaaaat
ggtggtcage
atgaaagacc
gcacctgcete
ttcagcactt
gcagaccctg
cagaaacaat
aaagacaaag
geatacaaca
gaaaagctet

<213> Brassica oleracea

<400> 3

Len

Pro

ttcaggttgg
gtatgaagct
agctctttca
tccaatgegt
tcaagaaaaa
cttataccga
ctaaggacaa
gagagageat
ageccagacat
ctctcaatga
cagaaggata
agtgggtgtc
ttgaatacat
caatagagca
cagaggatga
gecczgagaaa
tgtgggatca
aagaacttga
aagcacgtag
tcoecagtete

Ser

Pro
20

pPhe

Leu Leu Leu

Pro Lea Arg

ES 2285327 T3

ggcacatggg
ggttactcct
tctagctega
tgcaagacat
tcacaaaaaa
cacagtegtg
accaaagtac
tgtgaagtat
acaggagctt
cgttcacgtt
tagagtaggg
agaatcttgt
agaagagcetg
gegatggaca
tattttcetca
ggacatcaca
atttrcrgeg
agcct:.tacag
ggagctggac
caccactget

5

Axg

Thr

acaggtgeta
gcgaagggaa
tgtggcettg
gaacttgtgyg
ttgetetetg
gttgtaacat
actacagatg
agggtccagg
tcatttacag
gcaaaagtaa
tggagtgatg
trrcctgety
aaaaaactaa
gctcgaagta
tgggtrggta
gatgaatttt
tatgaacatt
gcaagaataa
ccaaatagaa
taa

Sexr
10

Axg

Leu
28

Cys

val

Ala
35

Pro Pro

Ala Glu

50

ser

Leu Phe Ser

Ala Lys His

His
100

Leu

Asp

Asn Phe

115

Axg

Lys Glu Ala
130

Pro Pro Pro
Lys Glu Phe
58

Gly Ala Ala
70

Lys Lys Ala
:1:1

Thy Val Ser

Asn Gln Pro

His Glu Lys
135

Pro
40

Arg

Thr

Gln

Asn

Glu

120

Lys

Pro

Lys

Ile

Trp
105

Pxo

Phe

Phe

20

Ser

Leu

Asn Arg Ile Arg

gattgcetee
caattgaact
gtggacttgg
aacacacata
caaacaagca
gcaatcctgt
aggctgtaca
actctggtaa
agttgagaga
atcaagctga
aaattctggg
gaaccctcge
tagaaaagga
agagecccceat
taatcatgta
tccactatay
gggctaaaat
gaaaacgttt
tecctetcecaa

Asn Ala Axg

Thr Ser Gly

Pro Pro Prxo

45

Gly

60
Sex Pro
75

Ala

Gly Thr His

Leu
125

Ala asp

Pro
140

tattgatgag
ttcaagagag
agttgttget
catetcaaac
tgttaagtac
atcaaaatgy
gcatgtecegt
gaagtctect
caaactactt
ggcagagttt
ctttgactgt
caaccetage
agcaatacca
tagtecctgea
cctocogaca
acatttgaca
tgagatacca
cccagtggat
caacatggtg

15

Glin
30

Thr

720

780

840

200

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1833

y

1le

Ala

Phe

Pro

Glu

110

Glu

Vval

Sex

Ala

Leu
85
Vval

Ala

Gly

Ser

Leu

Glu

80

Pro

Gln

Leu

Ser
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Gly
145
Leu
Val
Gln
Gln
Leu

225

Ala

Thy

Ser

Asn

305

Val

Lys

Tyx

Leu
388

Gly

Leu

Ala

Arg

Glu

Ile

230

Pro

Lys

Teu

Leu

Thr

290

Lys

Val

Pro

Arg

Pro

370

Arg

Lys

Ser

Ieu

Val

Tyr

195

Gly

Pro

Gly

Ala

Gln

275

Leu

His

Thx

Lys

Glu
35%
Asp

Asp

Val

Tyx Axrg Val

Pro

Met

Gln

180

Gly

Gly

Ile

Thx

Arg

260

Cys

Glu

val

Cys

Tyr

340

Ser

Sex

Lys

Agn

Gly
420

Asn

Asp

165

Ala

Leu

Ile

Asp

Ile
24%

Cys

val

Glu

Lys

Asn

325

Thx

Ile

Axg

Leu

Gly
150
Lys

Gly

Ile

Glu

230

Glu

Gly

Glu

Iie

310

Pro

Val

Glu

Ile
390

Gln Ala

405

ES 2285327 T3

Ile

val

Ile

Leu

Gln

215

Gln

Leu

L.eu

Lys

295

Leu

Val

Glu

Lys

Pro

375

Ala

Glu

Gly Leu Serx

Leu

Arg

Cln

200

Val

Val

Sar

Gly

Gln

280

Lys

TYr

Ser

Glu

Tyr
360

Asp

Leu

Ala

Trp Ser Asp Glu

Glu

Val

18Ss

Asn

Gly

Ile

Lys

Gly

268

Glu

Asn

Ile

Lys

Ala

345

Arg

Ile

Asp

Glu

Ile
425

val

170

Gln

Phe

Ala

Gly

Asp

250

Leu

Leu

Hig

Pro

330

Leu

Val

Asn

Pro

Phe

410

Leu

Arg

158

Asp

Gln

Ala

His

Met

235

Asn

Cly

ILeu

Lys

315

Sex

Lyse

Gln

Glu

Leu
33s

Trp

Gly

Ser Gly

Lys Glu

Leu Val

Ser Ile
205

Gly Thr
220

Lys Leu

Asp Pxo

Val val

Glu His

285

Lys Leu
300

Thx Asp
Gly Ala
Hisg val
Asp SBer

365

Leuy Ser
380

Asn Asp

Lys Lys

Phe Asp

Met

Lys

Asp

190

arg

Gly

Val

Glu

Ala

270

Thr

Leu

Thr

Pro

350

Serxr

Phe

val

Cys
430

Val

Lys
175
ala

Glu

Ala

Leu
255

Glu

Ser
val
Lys
335

AsSp

Lys

Hisg

Glu
418

Gly

160

1le

Gla

Pro

240

Phe

Val

val

Thy

Val

320

Aep

Leu

Lys

Glu

Val

400

Gly

Gly
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Glo

Pro

Gln

465

Gly

Leu

Gln

Sex
450

Lys

Ile

Thx

Trp Val
435

Met Lys

Glu Ala

Ser Lys

Phe Ser

500

Gln
515

Arq

Gln Ala

Ser

Asp

Ile

Ser
488

Trp

Lys

Lys

ES 2285327 T3

Glu Thr Cys
440

Glu
455

Leu

Tyx

Pro Ala Pro

4790
Met

Pro Serx

Val Gly lle

Thx
520

asp Ile

L.eu Trp Asp

Phe

Ile

Ser

Pro

Ile

505

Asop

Gln

Pro

Glu

Pro

Ala

490

Meat

Glu

<210> 4

530

Ala
545

Lys

Axrg

Glu

Leu Phe

<211> 2064
<212> ADN

<213> Brassica oleracea

<400> 4

aattcggcac
ccgatcactt
cecgeacketa
tecaccgeeg
agcactcegcet
caaacacaay
ctctaactgg
cgcegatcte
tggatceggt
gctecatggac
gattagggtt
tgcettecatt
tgctagattg

Ile Glu

Leu Axg

Ile

Lys

535

Pro
550

Lys

Arg Phe

565

T.eu Asp

580
Pro Val
595

gagetttege
ctecteecgece
tgcacttceg
atttcatcct
ctettetecy
aaggetcaga
agtggtacte
gaagctcteg
ctttecoccea
aaggrcectcy
cagcagetty
agagagcage
ccteectateg

Pro

Ser

Asn Axg

Lys Thr

Asp

Pro

Ile

Lys Glu

Val Asp

570

Leu
585

Ser

Ala

600

tggctcaggt
gctecaacge
gtcagacett
ccgectecaga
gcgecgeaac
tcttecgata
acgaggtceca
tcaaggaage
atgggategy
aggtggataa
ttgacgececat
agattggtgg
atgagcaagt

ttecagatege
cegttegett
gactceeagee
aaaggagttc
ttacttctce
cgcteoctete
gaccaggaac
tcatgagaag
tttgtectege
agagaagaag
tcaagagtat
catcattcag
gattggcatg

Glu
588

Rla

Ala Gly Thx

445
Glp Len
460

Lys

Ila
475

Glu Gin

Phe Ser

Leuw Pro

Phe Phe His

5285

Ala
540

Ser

Leu Giu

Asn

Mebt

ctgaactaaa
cgacecccat
cctecacege
¢gtaaatacy
ttceeettec
cccgaagatc
tttaaccage
aagaacagga
tcggggatgg
agagteegty
ggtctcacte
gttggggeac
aagcettgtea

Leu Ala Lys

Glu Leu Ile

Thx
480

Arg Trp

Ala Glu
495

Glu

Thx Ala
510

Asp

Tyx Arg Hia

Glu His

Ala Leu

Lys Ala
575

Val Glu
590

acaaaatgcet
ttceccectet
cgcctectee
ccggatacge
ccgagaacgce
tecacacegt
cggagactet
tccgaceegt
tgaatttgge
tgcaggctyg
tcecagaactt
atgggacagy
ctecotgetaa

Gln
S60

Arg

Lys

€0

120
180
240
300
360
420

480

540
600
660
720
780
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<210>5

<211> 526
<212> PRT

gggaactatt
ccttggtgga
tttggagcac
ctctacaaat
tacatgcaac
agaggaggct
ccaggactcet
tacagagttg
agtgaatcaa
tgatgaaatc
tgctggaact
gttgatacaa
aagtaagagc
tggtataatc
attttteceac
acattgggcet
actcagaaaa
cagaattctce
acattttcat
gcatctacaa
attgagtttt
tattccaaaa

gagetttceta
cttggagttg
acttacgtcet
aagcatgtca
cctgtatecaa
ttaaagcatg
agtaagaaga
agagataagc
getgaggctg
ctgggctttg
ctecgetaaac
aaagaagcaa
cctatgagtc
atgtatctece
tatagacatt
aaaattgaga
cgattccoegg
tcaaacaaca
caatagtttt
gtgtttgtaa
actactattt
aaaaaaaaaa

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 5

Met Ser

Gly Ile
Asp Glu

Val
50

Leu
Asp Glu
Val Glu

Arg

Ile Gln Asn Leu

Thr Ile

Tyr Sexr
20

Vval val Glu
35

Thr val Gly

Trp Leu Val

Glu
85

Tyr Pro

Leu Tyr Gln

100

Gly
115

Pro

Ala

ES 2285327 T3

aggataatga
tkgctgaggt
craccttgga
agtacctgta
aatggagtgg
teegtgacct
ctcectgacag
tgattgecoct
agttttggaa
actgtggtgg
ctagcatgaa
taccagcacce
ctgcattcag
cgacagcaga
tgacacagqyc
taccaaagga
tggatgcata
tggtggaaaa
tttgcteett
gaagagtgaa
tetttttoge
aaaa

Lys Pxo

Phe Arg Lys

Glu

teceggagetce
cacceteccag
agagatcaag
tattccatat
ggcacctaag
gtatagagag
tagggagceca
agatcctete
aaaatcagaa
tecaacagtgg
agaccttgag
ttcteccata
cactgcagag
ccctegecag
aaaattgtgy
taaagaggaa
caacaaagca
gcteteceet
gaagtaccac
gccgatatat
agttcccctg

Asn Tyx
10

Arg
25

Leu

Ser

Asn

70

Leu

lLeu

Sex

Vval
Gly
65

Lea

Eisg

Ile

Lys
40

His

Asp

Glu

Ser
120

Ser

Seyr

Arg

Phe
105

Glu

Ala

Pro

Leu

Asp

S0

Leu

Gln

tttcatcttyg
tgcgttgaaa
aaaaatcaca
actgacacgyg
gacaaaccaa
agcattgtta
gacattaacg
aatgacgttc
ggatacagag
gtatcagaaa
tacatagaac
gagcagegtt
gaggacattt
agaaaggaca
gaccagtatt
cttgaagcee
cgaagggage
gtctccaaga
ttttggaate
tggtcacaaa
aataaatata

val pPhe Lys

Phe Gln Pro

Arg lLeu Ala
45

Ser Asn Met
60

Asp Lys Val
75

Val Thr Val

Gly Ala Lys

Ser val Ala
12%

ctcgargtgg
gacaggagct
Qaaagttgct
tegtggttgt
agtacactac
agtatagggt
agcttteatt
acgttggaaa
tagggtggag
cttgttttec
agctgaaaga
ggacaggccg
tectecatgggt
tcacggatga
ctgcgtatga
tacaagaaayg
tggacccaaa
ctgcttaaaa
ctataacgtt
aaaagtttac
ctgttgttc

Asn Txp

is5

Sex
30

Ser
Glu Lys
Cys Val

Gln Lys

840

900

960

1020
1080
11490
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2064

Ala

Ile

Ser

Phe

80

Asp Ala
9s

Gly Tyr
110

Gly Ile

Gly

Ser

Ile
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Ser Thr Gly
130

Gln Tyr val
145

Leu Asp Ala
val Gly Lys
Gly Phe Asn

195

Ieu Lys Gln
210

Trp Trp Tyr
225

Thr Thr Asp
Leu Gly Arg
Tyx Ala Pro

275

Tyr Gly Lys
290

Ser Ile Ser
305

Glu Trp Gly
Asp His Ser
Val Pro Met

355

Leu Asp Thr
370

Asn Val Cys
38s

Ala Pro Leu

Ser

Asn

Glu

Ile

180

Ile

Trp

Pro

Ala

Phe

260

Leu

Leu

Gly

Cys

Ile

340

Glu

Ser

hxg

Glu

His

Leu

Asn

165

Gly

Lys

Asp

Gln

245

Phe

Thx

Glu

Phe

Pro

325

Ala

val

Lys

Pro

405

ES 2285327 T3

Gly
Thr
150
Agp

Ile

Ser

Thr
230

i

Lys

Asn
310

Met

Gln

Phe
390

val

Ser
135

Xle

Pro

Ile

Thr

Leu

215

Arg

Gly

Glu

Phe

Sex

298

Met

Ala

Cys

Thy
a?s

Leu

Ser

Val

Glu

Val

Gln
200

Lys

Pro

Thx

Val

280

Ser

Asp

Ran

Ala

Ser

360

Acn

Asp

Pxo

val
Serx
185
Glu
Thr
Cys
Ala
Leu
268
Glu
Thx
Cys
Gly
Ile

3435

Asn

Asn

Ser

Tyx

Gly

Phe

170

Ala

val

Ser

Val

Lys

250

Leu

Lya

Gly

Leu

Leu
330

Ser

Thr

Gin
410

Rig

Lys

155

Lys

Thr

Tla

Ser

Leu

235

Sex

Trp

Phe

Phe
315

Glu

Lys

Thr

Pro
385

Leun

Gly Leu
140

Gly Glu

Ala Ala

Ile Arg

Thr rhe
205

Glu Phe
220

Trp Txp

Ile Serx

val rhe
285

val asn
300

Ser Gln

val Leu

Glu rhe

Leu Pro

365

Gly Pro
380

Ser His

Thr Leu

Ile Ser

Leu Lys

Leu Leu
175

Val val
190

Glu Asn

Ile Arg

Gly Asn

Gly Thr

255

Thr Lys

270

Val Thr

Phe val

Arg Serxr

335

Tyr Val
350

Ser Glu

Val Tyr

Cys Arg

Tyxr Ile
415

Ser

Phe
160

Sex

Pro

Val

Lys

240

Lys

Ile

Gln

Asp

320

Leu

His

Pro

Gly

Phe
400
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<210> 6

<211> 1581

Ala

Phe

Ala
450

Txp

Lys
465

Lys

val

Lys

Lys

aAla Ile

<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 6

<210>7

<211> 526
<212> PRT

atgtotacta
gcaaaaccag
agtgoccagge
atgtgegtta
gttgaatatc
caattgaatg
gaacaaagtyg
ttgatttete
ttggatgcca
ggtatcatty
gaagtgatta
tttatcagag
actacagatg
ttctacgaaa
gaaaagtteg
aatgtrtaccq
gaatgggagt
gcgeaggetg
aatactacat
ccegtttatg
gctecgttgg
aggcegtttyg
atggtagegd
gctggaccag
aggttgaag
gatceccgata

cctagigagt

Ile Tyr

420

Leu
43%

Phe

Asn

Lys

Asp

Glu Glu

Axrg Pro Fhe

Glu Asn Thr

Phe Leu Gly

Agp Tyr Asp

Trp Tyr Gly

ES 2285327 T3

Gly Cys Asn

Met Met

425

Val

440

455

4770

485

Glu Gln

500

Ile
518

Asn

tcccatttag
aacgttactt
tagctgaaaa
ctgatgaatg
ctgagttaca
aatttttggg
ttgctggcat
cteaatacgt
aaaacgatce
tctctgetac
cttttgaaaa
tttggtggta
cccaaaatgg
cterattatg
ttttcaacag
akttctatcag
geectatgga
ccataaacaa
taccttetga
geaatgtgty
aaaatgttac
gotgtaatac
gaggtaagcc
tgaaaaagga
aatggtatgg
atgtatectt

tgtecgacta

<213> Saccharomyces cerevisiae

Asp Pro Asp

Gly lle Ile

Ser Thr

Asp Phe

Glu Asp

Asm Val

Asp Pro

Thr

Glu

Thr Pro Ile

Ala Gly Gly

445

Leu Ala Ala

460

Met Arg Gly

475

Leu
4580

Phe
505

Ser

520

aaagaactat
ccaaccaagt
aagcttagtt
gettgttaac
ttatgccgat
tgcgaaaggt
aatctetact
aaacttgact
agaagtcttt
tatcagggtt
cetttigaag
ccettatact
tccagceaayg
gatetctace
gcaatatggy
cggattraat
taatggtttg
agaattttat
accettggat
ccgceceatic
caacagteag
tccaattcat
acattgggcee
tactgattac
cgaggatttg
ggcaaacaaa

)

gtgttcaaaa
tcaattgatg
actgttggtt
ttagacagat
gtcacagttyg
tactctatce
ggtagtcatg
attgtraatyg
aaagctgett
gttcecegget
caatgggata
agaaaatgtg
tcatggtggyg
aaaatcratg
aaattggaga
atggactgtt
gaagtcttac
gtccacgtge
actagcaaga
ctggataaca
ttgacgttgt
aaatggttta
aagaacttcece
gatgactttyg
aaaaagttece
cagtgggeta

Lys Lys Phe

Leua Ala Asn

Glu Leu Ser

8525

actgggcegg
aggtrgtega
cgggeecatee
tggacaaagt
atgecggtat
aaaatttagg
gttecteocace
gtaagggega
tacttteagt
tcaatattaa
cectatggac
ttctatggag
gtaccaaget
cgccattaac
agagctctac
tgttttecaca
gttcattgga
ctatggaagt
gaacaaacac
caccatccca
acataaatgce
ceetttttga
taggctcaac
aaatgagggg
ggaaaataag
tcataaatqg

His Lys
430
Lys Pro

Gly Pro

Met Ala

Txp

Val

Leu

480

Axg Lys
495

Lys Gln
510

Asp

aatttattct
gttagtaaag
tectagtaac
acaaaagttt
gaggcectttac
ctetatctea
ttatcacggt
attgaagtte
tggaaaaatt
atccactcaa
ttcatctgaa
gggtaacaaa
gggtagattt
cecatergtg
tggtgatgtt
atttgttgat
tcattctatt
ccgttgcteca
cagteecggt
ttgcagatrt
taccatttat
aaataetatyg
cactctaget
gatggcattg
aaaggagcaa
tattatagat

Ile

Trp

60
120
180
240
300
360
420
480
S40
600
660
720
780
840
200
9560
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
2440
1500
1560

is81
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<400> 7

Gly

Asp

Asp

65

val

Meat

Ile

Ser

Gln

145

Val

Gly

Trp
225

Ser

Ile

Glu

val

50

Glu

Glu

Arg

Gln

Thx

130

Tyr

Asp

Cly

Phe

Lys
210

Txp

Tyx
vVal
35

Thx

Tyr

Leu

115

Gly

Val

Ala

Lys

Asn

195

Gln

Tyr

Ile Pro

Sex Ala
20

Val Glu

val Gly

Leu Val

Pro Glu
85

Tyr Gln
100

Leu Gly

Ser His

Asn Leu

Glu Asn

165
Ile Gly
180
Ile Lys

Trp Asp

Pro Tyr

ES 2285327 T3

Phe

Lys

Leu

Sex

70

Leu

Leu

Ser

Gly

Thr

150

Ile

Sex

Thx

Thr
230

Arg

Pro

val

Gly

55

His

Asn

Ile

Ser

135

Ile

Ile

Thr

Leu
215

Lys
Glu
Lys

40

His

Asp

Glu

Ser

120

Sexr

val

Glu

Val

Gln
200

Trp

Lys

Asn

Arg

25

Ser

Ser

Arg

Ala

Phe

105

Glu

Pro

Asn

Val

Ser

185

Glu

Cys

10

Tyr

10

Ala

Pro

Leu

Asp

90

Leu

Gln

Tyr

Gly

Phe

170

Ala

val

Sex

val

Val

Phe

Arg

Sexr

75

Val

Gly

Ser

His

Lys

155

Lys

Thr

Ile

Ser

Leu
235

Phe

Cln

Leu

Asn

60

Lys

Ala

val

Gly

140

Gly

Ala

Ile

Glu
220

Lys

Pro

Ala

45

Met

Val

Val

Lys

Ala

128

Len

Glu

Ala

Phe
205

Phe

15

Ser Sexr
30

Glu Lys

Cys Val

Gln Lys

Agp Ala
95

Gly Tyr
110

Gly Ile
Ile Ser
Leu Lys
Leu Leu

17s
Val Val
190
Glu Asn

Ile Arg

Gly Asn

Ala

Jle

Ser

Thr

Phe

80

Ser

Xle

Ser

Phe

160

Ser

Pro

Leu

Val

Lyse
240
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Thy

Tyr
Ser
305

Glu

Val

Pro

Phe

Trp

Lys

465

Lys

Ala

<210> 8
<211> 2138
<212> ADN

Thr

Gly

Ala

Gly

290

Ile

Trp

His

Pro

370

Val

Pro

Thr

Thx

Ala

450

Lys

Val

Lys

Ile

Asp

Arg

Pro

275

Lys

Ser

Gly

Sex

Met
355

Leu

Ile

Leu

435

Lys

Asp

Glu

Glu

Ile
515

Ala

Phe
260
Leu

Leu

Gly

Ile

340

Glu

Ser

Arg

Glu

Tyx

420

Phe

Asn

Thr

Glu

Gln
500

Asn

<213> Saccharomyces cerevisiae

Gln

245

Phe

Thx

Glu

Phe

Pro

325

Ala

Val

Lys

Pra

405

Glu

Phe

hsp

Txp

485

Asp

Gly

ES 2285327 T3

Asn

Tyx

Pro

Lys

Asn

310

Met

Gln

Phe
390
val
Pro

Asn

Leu

470

Tyr

Pro

Ile

Gly

Glu

Phe

Ser

295

Met

Aep

Ala

Thr
375

Leu

Phe

Thr

Gly

455

Asp

Gly

Asp

Ile

Pro
Thr
Val
280

Ser

2ep

Ala
Sex
360

Asn

Asp

Gly
Met
440
Ser

Asp

Glu

Asp
520

11

Ala

Leu
265

Glu

Thr

Cys

Gly

Ile

345

Asn

Thx

Asn

Sex

Cysa

425

Met

Phe

Asp

Val

505

Pro

Lys
250

Leu

Lys

Gly

Leu

Len

330

Asn

Thx

Ser

Thy

Gln

410

Asn

Val

Thr

Glu

Leu

490

Phe

Ser

Ser Trp Txp

Trp

Phe

Phe

315

Glu

Lys

Thr

Pro

Pro

398

Leu

Thr

Ala

Leu

Met
475

Lys

Glu

Ile

val

Val

300

Ser

Val

Glu

Leu

Gly

380

Sex

Pro

Gly

Ala

460

A&xg

Lys

Len

Ser

Phe

285

Asn

Gln

Leu

Phe

365

Pro

His

Ile

Gly

445

Ala

Gly

Phe

Asn

Ser
525

Gly
Thr
270
Agn

Val

Phe

350

Ser

Val

His
430
Lys
Gly
Met
Arg
Lys

510

Asp

Thr
255

Lys

val
Ser
335

Val

Glu

Ile

415

Lys

Pro

Pro

Ala

Lys
495

Gin

Lys

Ile

Gln

Asp

320

Leu

Ris

Pro

Gly

Phe

400

Asn

Trp

His

Val

Leun

480

Ile

Trp
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<400> 8

<210>9
<211> 440
<212> PRT

<213> Rattus norvegicus

<400> 9

cecatgtceta
tct.gcaaaac
aagagtgecca
aacatgtgeg
tttgttgaat
taccaattga
tcagaacaaa
ggtttgattt
ttettggatg
atcggtatca
caagaagtga
gaatttatca
aaaactacag
tttttctacg
gtggaaaagt
gttaatgtta
gatgaatggg
attgcgcagg
tcaaatacta
ggteecgtet
tttgctcegt
tataggcegt
atgatggtag
getgctggac
ttgaaggttg
caagatcccg
gatcctagtg
aaaagaatat
aataactatt
atgggaccct
cggtaatgat
tctacaggga
gtactttttt
tttgtaaaaa
cgacaaatce
rttacttteyg

ctatcecatt
cagaacgtta
ggctagctga
ttactgatga
atcctgagtt
atgaattete
gtgttgetgg
cttctecaata
ccgaaaacga
ttgtctetge
ttacttttga
gagtrtggtg
atgcccaaaa
aaactctatt
tcgttttcaa
ccgattetat
ggtgcecctat
ctgccataaa
cattacctte
atggcaatgt
tggaaaatgt
ttggctgtaa
cgggaggtaa
cagtgaaaaa
aagaatggta
ataatgtatt
agttgtccga
atatatatat
cctagetgee
ttttteettt
tggtcgtata
agtttttaga
tetetctagg
gcaaccattc
gttttatcea
gaaaacgcaa

ES 2285327 T3

tagaaagaac
cttccaacca
aaaaagctta
atggettgtt
acattatgee
gggtgcgaaa
cataatctct
cgtaaacttyg
tccagaagtc
tactatcagy
aaacettttg
gtacccttat
tggtccagec
atggatctct
caggcaatac
tagcggattet
ggataatggt
caaagaattt
tgaaocccettg
grgecegeeea
taccaacagt
tactccaatt
gccacattgg
ggatactgat
tggcgaggat
cttggcaaac
ctagtetatt
atttatatat
tatcaaagac
cattatcctt
agcaaaaacg
aatcagatag
actttaagtat
gcaacaatgt
ttttatactg
aatggtagaa

tatgtgttca
agttcaattg
gttactgttg
aacttagaca
gatgtcacag
ggttactcta
actggtagte
actattgtta
tttaaagetg
gttgttcceg
aagcaatqggg
actagaaaat
aagtcatggt
accaaaatct
gggaaattgg
aatatggact
ttggaagtct
tatgtccacg
gatactagcea
ttcetggata
cagttgacgt
cataaatggt
gccaagaact
tacgatgact
ttgaaaaagt
aaacagtggg
tetgtetcaa
agcagtgtga
ttrttttga
actatagttt
aaacatcgge
aaatgtattt
gtttagtatt
cgatagtaga
gattgcttct
togtggte

aaaactgggc
atgaggttgt
gttcgggeca
gattggacaa
ttgatgccgg
teccaaaattt
atggttcectce
atggtaagqgg
ctttacttte
gcttcaatat
ataccctatyg
gtgttctatyg
ggggtaccaa
atgcgecatt
agaagagctce
gtttgtttte
tacgttcatt
tgcctatgga
agagaacaaa
acacaccate
tgtacataaa
ttaccectttt
tectaggete
ttgaaatgag
teccggaaaat
ctatcataaa
taatctctat
tgactgttca
attagagctt
ttetteggaa
atggcataac
tgagtgetgt
aactcatatc
gacatgcata
gaattgtgtg

cggaatttat
cgagttagta
ttctcetagt
agtacaaaay
tatgagqgett
aggectctate
accttatcac
cgaattgaag
agttggaaaa
taaatccact
gacttcatet
gaggggtaac
gctgggtaga
aaccccattt
tactggtgat
acaatttgtt
ggatcattet
agtcegttge
cacecagtecee
ccattgcaga
tcctaceatt
tgaaaatact
aaccactcta
ggggatggca
aagaaaggay
tggtattata
attttactaa
tgtacattot
tttagtaate
aagcegaacyg
gtagatccta
atatattgea
acacttttte
tegtttgttt
gttacacege

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
%560
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2138

Met Val His Gly Tyr Lys Gly Val Gln Phe Gln Asn Txp Ala Lys Thr

1

5

10

12

15
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Tyx

val

val

Phe

65

Glu

Val

Thr

Leu

145

Ala

Ile

Thy

Glu
225

Glu

Ile

Ser

Gly Cys

Arg Glu

val

50

Met

Lys

Pro

Ser

Gly

130

Met.

Asp

Leu

Ser

Leu

210

Asn

Ala

Phe

35

Gly

Ile

Lys

115

Ile

val

Thr

Phe

198

Lys

Val

Ser

Leun

Asn Arg

Asn
290

275

Leu

Ser
20

Val

Gly

Bis

Gln

Leuv

100

val

Lys

Ala

Phe

val

180

Pro

Serx
Asn
Leu
260

Fhe

Ser

Pxo

Gly

Met

1le
as

Asp

‘Thr

Gln

165

Ser

Ser

Ile

Trp
248
Trp

Phe

His

Glu

Ala

His

Gly

70

Thy

Glu

val

Gly

Gly

150

Ala

Thy
Glu
Ile

230

Phe

Phe

Lys

ES 2285327 T3

Val

Leu

Sex

55

Lys

val

His

Ile
135
Glu
Ala

Gln

Leu

215

Txp

Ser

Trp

ITle
28%

Ala

40
Pro
Met
Glu
Gly
Gly
120

Leuw

Val

Cys
Lys
200
Phe
Gln
Asp
T™hr
Met

280

Phe

Arg

Sex

Asn

Ala

Leu

105

Val

Ala

Leu

Val

Val

185

Glu

Asp

Tyr

Tyr

268

Leu

Gln

Glu

Asp

Gly
90
Ala

Ile

Glu
His
170

Pro

val

- Phe

His

Ala

250

Leu

Phe

Pro

Gln

Ile

Val

75

Ile

Met

Gly

Gln

Cyes

1585

Leu

Gln

Leu

Len

Thx

235

Ile

Pro

Asn

Thx Tyr Glu

13

Lys

Ala

60

Leu

Leu

Sexr

Sex

Val

140

Sex

Gly

Phe

220

Asn

Gly

Ccys

Cys

cys
300

Sex

Lys

45
Cys
Gln
Leu
Asn
Gly
125
val
Glu
Cys
Gln
205
Phe
Lys
Phe

Leu

Lys
285

Val
3qQ

Lys

Thr

Val

Ala

Leu

110

Thr

Ala

Serxr

Leu

Leun

190

Ireu

Pro

Ala

Val
270

Lys

Phe

Glu

Val

Asp

Asp

Asp

9s

Gly

His

Leu

Gly
175
Gln
Asp
His
Pro
Leu
255

Gly

Glu

Lys

Glu

Lys

Gly

Lys

80

Leu

Ala

Asn

Thr

Asn

160

Ile

Glu

Sex

Sex
240

Leu

Trp

Ser

Gln
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His Val

305

Leu Glu

Pro

Pro Cys
370

Thr Ile

385
tys

Phe

Ser

Gln Asp

Leu Lys

Txp Ala

Ala Met

ES 2285327 T3

Ile
310

Liew

325

Glu
340

Val

Phe Gln

155

Gly Lys

Met Lya

Val Arg

Arg Asp

Asp Val

Lys Phe

Lys Asp

Phe

Ser

Pro

375

Gly
390

Phe

405

Ile
420

Asp

Leu Glu

435

Arg Glu

Lys Val

Lys

Phe

Pro Arg Glu

Glu Ala His
330

Lys Thr
315

Prxo Lys

Thr Avrg Gly Asp Asp

345

Cys Tyx Met
360

Arg Leu Asp

Gly arg Pro

Glu Glu Met
410

Leu Asp Pro
425

Tyr
440

aAen Ile
Tyr Trp
380

His Trp
395

Tyr Pro

Thr Gly

Lys Glu Ala Leu
320

Val Val Aala Bis

335

Ile Leu
350

Ile Met
365

Leuv Ala

ala Lys

Leu Serx

Tyx Avg

Tyr Glu

Ala Hia

400

Thy Phe
415

Met Phe
430

His Lys

Leu Asn

<210> 10
<211> 2120
<212> ADN

<213> Rattus norvegicus

<400> 10

40

45

50

55

60

65

ggatcctect
gggcaaagac
tcagagaqgt
gcecactegee
accgyggttet
tggctgacct
tgtctgatgt
acggcatcet
tggaatgttc
gcetgggcat
catccttece
ctgagtactt
accacaccaz
tctacctact
tcaaccgctt
acaagatctt
gggagaagac
tggtagccca
cectgettoca
acgtgecteyg

gatcactgga
ctatggttge
getggecetg
ttcagacatt
ccaggtggac
gecacccacag
gacagttgcet
ggecactcag
tgagtcaaga
catcctcacc
ttcgacccte
ccgettectce
caaggcoeccee
ggagttcttg
cttettetgg
cacetacgag
caaggaggco
ctaccecgta
gagggacagc
gctagactac

atcatggtce
agtccagagg
gcecgggage
gectgeactyg
aaggagaaga
ctggatgagce
ggtgtcattg
gtggtggcce
aatgcagatyg
gtcaccetge
aaagaggtec
tggtttecetce
tcctekgeat
ctctggacca
atgctgtteca
tgtcgettea
ctactggage
gaggtgcget
tgectacatga
tggctggect

atgggtacaa
tgtactacca
agaagaagaa
acggtttcat
agcagataac
atggcctgge
gatccggaac
tgaccctgat
tgttecagge
agtgtgtgee
ttgacaacct
acactgagaa
ctaactggtt
gcacctacct
actgcaagaa
agcagcatgt
taaaggceat
tcaccegagg
acatecattat
atgagaccat

14

aggggtecag
gecccacctee
agtgaaggtyg
gatccacatg
agtggaagce
catgtccaat
acataacaca
gacagctgat
tgcacgagtg
tcagtttcag
agacagccac
cgtcagcate
ttgggactat
gccatgecteo
ggagagcagce
acaagactgg
getggaggee
cgatgacatt
gtacaggccc
catgaagaag

ttCcaaaate
gtggaggagg
gtgggtggtg
ggcaagatga
ggtatcctee
ctgggagcag
gggatcaage
ggagaagttce
cacctgggte
cttcaggaga
ctgaagaqggt
atctaccaag
gecatcgggt
gtgggctgga
aacctcagte
gccatcecta
caccccaaag
ctgctgagee
tatggaaagg
tttggaggaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
260
1020
1080
11490
1200
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gaccccacty
cctttcacaa
cgtacctgga
cacttetget
ctgacctcte
cggcatcatt
atttccatgy
catatctate
agagattcct
gagtttggct
cggatgccea
gectteotgte
actcgecttca
actactcttyg
tcetettcac
accaagatgt

ggcaaaggcce
gttctgtgac
gaaagtcttce
gcceoegggg
ctoctgacca
tcecttacat
gtcacacata
cagactaagg
ggggcctgcea
cagaggtggc
gagatgtctg
tgccatggcece
acctcttaac
gagggggatc
aaatatgatt
tccagctacce

ES 2285327 T3

cacaattgca
atccgtgaga
tactaaagca
gtctggggag
caaagaaagg
ccaggegaag
aactgcaatc
atgtggttet
gttctccate
atgaagcatg
ctggtectgg
tgaccctcge
cagttgectga
ccaccatgte
tcagtttgat

¢ccagaagga
agctggaccc
ggagtggaaa
cagagaagtg
ctgggctcetg
aagtggcctce
ctctcaggag
tectagatte
cctecttcaga
ctetgetcte
gcaagecatc
agtgtctert
tcectgtgtt
cttggctttce
ttgtggectt

ctttgaggaa
cactggaatg
caaaccacce
cctcacaagce
ggceggygtee
tcactcaaat
aagggggatc
tatggcteca
agggagggat
tcttacectt
attcaaacgg
ccagaggtgt
tctecbecett
cctgggtatte
tctggagtge

<210> 11

<211> 319

<212> PRT

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 11

Met Thr Lys Yle Glu Leu Leu

1 S

Arg Ala Gly

10

Asn Thr Gly

Ala val Ala Pro Leu

28

Gly Phe Serx

20

Gly Gly Ser Val

Ala Val Ala

40

val Ala Glu

35

Asp Asp Val Glu Ala

45
Phe Phe Thr
55

Gly lle Ser Pro

SO

Asnp Asp Gly

60

Gly

Glu
65

Lys Met Leu Gly Lys Gly Leu Ala

70

Lys Leu

75

Gln Val

Ile Val Ala

85

Thr Lys Cys Gly Lys Glu

90

Ala val Sexr Ile

108

Sex Glu Axrg

100

Lys Asp Glu Ser

Gln val Ile

120

Leu
115

Asp Tyr Asp Leu Cys His Asp

128

Ile Val

13%

Ser Leu Ser

130

Gly Asp Gln Glu Thr Ile Pro

140

Ala

Leu Thr

145

Lys Gla Glu 6ly Lys

150

Arg Phe Ile Gly

155

Ile Thr

15

Leu

atgtacceca
ttcttgaate
tgaccecteca
acaatgggaa
tctctgectt
tcetgttage
cctgatacat
ccaggtatag
cccttggega
gaaggtccett
gtccaacctg
ttagagtgga
ctecttggag
gttctectet
tccttggaga

Lys Val

15

Phe
30

Gly Pro

Phe Arg Leu

Thr Ser

Prc Arg Ser

80
Gly Phe
95

Asp

Glu Axg

110

Ile Glu Phe

Leu Gln Lys

Cly lLeu Pro

160

1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1380
2040
2100
2120
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ES 2 285 327 T3

Ile Phe Thr Tyr Val

165

Leu Asp Arxrg Val

170

Pro Pro

Val Ile Leu

180

Ser Tyr His Tyr Gly Val Asn

185

Cys Asp

Leu
195

Asp Leun Pro Tyr Leu Lys Sex val

200

Lys Gly Gly

205

Leu Ala Met Gly Leu Leu Thr

218

Glu Gln

2290

Ser Pro

210

Ala Gly

His Pro Ala Glu Leu Ala

235

Sexr Pra Sex Serx

230

Lys Lys

225
His Ile
250

Ala Ser Lys

245

Cys Lys Gly Lys Lys Lys Leu

Ala
260

Glu Ile Ser Ser Val

265

Ser Leu Asn Lys Leu Val

Val Gln Val Glu Glu Asn Val Ala

280

Ser Ala val

275

Sex
285
Met Asp Gln

Glu Thy

295

Sex Gly Leu Ser Glu val

300

Glu

290

val Asn Leu
310

Glu Pro Thr Ser

305

Lys Trp Gly 1Ile His

318

<210> 12

<211> 960

<212> ADN

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 12

atgacgaaaa
tttggtgect
accgtgegeg
ggaacactgt
gactacattg
agagtaagaa
cttecattgece
gectcttcecaga
ttagatattt
tcatactgte
agcaaaggtg
ggtcectcoetg
gctcactgea
aacaaggaga
gttgcagecag
gaagctattc

tagagcttceg
ctececgetegg

aggcrttceg
ctgagaaaat

tggctactaa
agagtattga
atgacattga
aactgaaaca
tcacttatgt
attacggcgt
tgggtgtgat
aatggcaccee
aatcaaaggag
tttcgtecggt
ttacagagct
tcgagectgt

agctttggag
aagtgtctte
tctecggtatce
gcttggtaag
gtgtggtaga
cgagagcettg
gttcgggtct
agaggggaag
tcttgatcega
taatgattcg
aagtgcttct
tgetteeccct
caagaagatc
gttggttggy
tgaaagtctg
aaagaatctg

aacacagggce
ggtccagtceg
aacttctteg
ggactaaagg
tataaagaag
gagaggcette
cttgatcaga
acceggttca
gtgectecag
acgttgetgg
ccattagcaa
gagctcaagt
acaaagttag
atgagctctg
gggatggatce
acatggccaa

ttaaggttag
ccgaagatga
acacctecce
ctttgcaagt
gttttgattt
agcttgatta
ttgtgagtga
ttggtatcac
ggactgtcga
atttactacc
tgggcctect
ctgcaagcaa
ctctgcaata
tctcacaggt
aagaaactet
gtggaatcca

<210> 13

<211>18

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

16

Gly Thr

17s
Ser Thr
180

vVal Ile

Pro Pro

Ala Ala

Ala Leu

258

Gly
270

Met

Glu Leu

Ala Ile

Gln Asn

cgecegttggt
tgcegtegee
gtattatgga
cectagaagt
cagtgctgag
tgttgacata
aacaattecct
tggtcettcceg
tgtgatattyg
ttacttgaag
tacagaacaa
agccygcagtt
Cagtttageca
agaagaaaat
gtetgagget
tcagaactaa

val

Glu

Val
240

Leu

Sex

Gln

Sex

Glu

Leu

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
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<220>

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: motivo I de la superfamilia de la aldo-ceto reductasa

<220> VARIANTE

<221>

<222>(2)

<223> Xaa = Cualquier aminodcido

<220> VARIANTE

<221>

<222> (4)..(5)

<223> Xaa = Cualquier aminoacido

<220> VARIANTE

<221>

<222>(7)

<223> Xaa = Cualquier aminoacido

<220> VARIANTE

<221>

<222> (9)..(13)

<223> Xaa = Cualquier aminodcido

<220> VARIANTE

<221>

<222> (15)..(17)

<223> Xaa = Cualquier aminoacido

<400> 13

Gly Xaa Arg Xaa Xaa Asp Xaa Ala Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Glu Xaa Xaa

1

Xaa Gly

<210> 14

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Primero PCR avanzado para la L-galactono-1,4-lactona deshidrogenasa

de A. thaliana

<400> 14

caagaaggcc taaatgttcc gttacgctce

<210> 15

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

ES 2285327 T3

10

17
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ES 2 285 327 T3

<220>

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Primero PCR reverso para la L-galactono-1,4-lactona deshidrogenasa
de A. thaliana

<400> 15

atgggccctt aagcagtggt ggagactggg 30

<210> 16

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Primero PCR avanzado para la L-gulono-1,4-lactona oxidasa de R.
norvegicus

<400> 16

tgaggggtca gggtggtttg tttcca 26

<210> 17

<211>28

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Primero PCR reverso para la L-gulono-1,4-lactona oxidasa de R. nor-
vegicus

<400> 17
tggaatcatg gtccatgggt acaaaggg 28

<210> 18

<211>22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Primero PCR avanzado para la D-arabinono-1,4-lactona oxidasa de S.
cerevisiae

<400> 18
tttcaccata tgtctactat cc 22

<210> 19

<211>22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

18



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<220>

ES 2285327 T3

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Primero PCR reverso para la D-arabinono-1,4-lactona oxidasa de S.
cerevisiae

<400> 19

aaggatccta gtcggacaac tc

<210> 20
<211> 344
<212> PRT

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 20

His

Ile

Glu

Ile

65

Ile

Ile

Leu

Ile
145

Ser Ser

Pro Lys

Pro Ala
38

Thr Lys
50

Asp Thr

Lys Glu

Thy Thr

Asn Glu
115

Gln His
130

Ser Gly

Sex
‘Thr

20
Leu
Gln
Ala
Leun
Lys

100

Sex

Trp

Leu

val

Thr

Gly

Ala

Trp

Leu

8s

val

Leu

Pro

val

Ala

Glu

Leu

val

Ala

70

Glu

Lys

Leu

Lys
150

Sex

Tle

Gly

Lys

55

Tyr

Asp

Ala

Cys
138

Thr

Thr Glu

Tyr Phe
25

Thr ala
40

Ala Ala

Glu Thr

Gly Ser

Val Ieu

108

Leu Gly
120
Phe Glu

Pro Val

19

Asn

10

Sexr

Asn

Ile

Glu

Ile
30

Trp

Leu

Lys

Asp

Ile

Leu

Pro

Lys

Pxro

75

Lys

Asp

Glu

Ile

Asp
185

val

Asn

His

Ala

&0

Phe

Arg

Glu

Lys
140

Ser

Glu Asn Met
1S

Asn Gly Val
30

Glu Lys Leu
45

Gly Tyr Arg
Val Gly Glu
Glu Asp Leu

95

Val Asp arg
310

Val Asp Leu
125

Asp Pro Lys

Gly Lys Thr

Leu

Axg

Ala

Hig

Ala

80

Phe

Ser

Leu

Gly

Met
160

22
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<210> 21

Tyx Ala
ile Tyx

Phe

Pro
210

Lys

Glu
225

Leu
Ser Pro
Lys Lys

Ser

val
290

Pro

Glu
305

Leu
Ile asp

Pro Asn

<211> 1509
<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 21

taacaatttc
tcaataaaaa
aagcegetct
tacaggggta
gecttcaatt
ceteaaccga
cactcaacaa
agttagctga
atactgcettg
aagatggatc

ES 2285327 T3

Ala Bsp Gly Asp Tyr

165
Pro Asn

Leu Asp

180

Asp

Ser Ile Glu Tyr Leu

195
Asn Gln

Val Val

215
Phe Cys Phe
230

aArg Lys

Sex His
245

Leu Gly Gly

Ala
260

Glu Lys

His Tle

275

Axg 61n Gly

Ile Sex

295

Sexr Sexr

Gln Leu Asn

310

Glu ASp

Phe Ala
32§

Glu Pro Ala

Leu Asp Asn Leu

340

Lys

gtttactgaa aatgctacta
tattatagat cgcttaaaaa
acccttacet ccgcctggaa
aaaaggaaag agggggatat
gataaaagcyg tcttgattee
aaactatagtc gaasaatatgt
tggtgttegt atcccagcac
aacaaaacaa gccgtaaaag
ggectacgag acagagecat
tatcaaaagg gaggatcttt

Leu Glu Thr

His Arg

Glu Arxg
200

Glu Thr

Ala

Thr
280
Ile

Phe

Ile

170

Val
18s

Leu

His

Bis Aap

Tyx Lys

Arg Ala

Ile

Pro

Ile

Gln

Ile

Leu Glu Lys

175

Gly Val Ser

180

Glu
205

Lys

His
220

Leu

Leu Leu

235

Pro Asn

250

Val
265

Thr
Ile Val
Glu Phe

Gly Glu

Lieu

Gly

Ile

Ala

Lys

Lys Ile

Agan Asp

Cys Arg Val

Pro Gln Met

Thr Ala Tyr

240

Pro Leu Val

255

Leu Lieu Ile

270

Pro
285

Sex
300

Leu

Pro

315

Leu Pro

330

Tyx

gtatataate
ctcgtttatt
aaattataat
caagcatctg
aatcaactge
tgcatccaaa
tggytttggg
ctgraatcaa
tcgtaggtga
tcataaccac

20

Glu

Phe

attaagtatc
geegattata
atataaaqtg
gacttatttg
tatcatgtct
gactacagaa
gacagcaaat
agctggatac
agccatcaag
aaaagtgtgg

Ser Leu Asn

Thr Lys Asp

Val Arg Phe

320

Thr Gly Asn Gly

335

taactatcac
agtccaccaa
agcctegtaa
cactatctce
tcttcagtag
atatactttt
cctcacgaaa
aggcacattg
gagttattag
ceggttetat

60

120
180
240
300
360
420
480
540
6§00
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<210> 22
<211>23

gggacgaagt
acttgctctt
geggactggt
actatttaga
tgagagccat
gcagagttaa
taagaaagtt
atggcgcace
caggaaatga
ccttgaatec
tacaagagtt
cagccatcet
acaacgactt
tgtgtaatey
ctgaaataca
ataatatta

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

ggacagatca
graacattgg
gaagactcecg
aacttacaag
tggtgtctea
gccaacggtyg
crgetttatg
aaacttgaaa
cttgctaatt
agttaggatt
gaacgacttc
tecagagtet
tattttcact
cctcaagtaa
tacgcgegey

ES 2285327 T3

ttgaatgaat
ccgctatgtt
gttgatgatt
caattggaaa
aatttttcca
aaccaagtgg
cacgacatte
atcccactag
tcttaccata
tcctegagta
ggtgaaaaat
actggtaacyg
ttatttagtt
acaatatgtt
tatgecatatyg

ctttgaaage
ttgaaaagat
ctggaaaaac
adaatttaccet
ttgagtattt
aaactcacee
tgttaacage
tgaaaaagct
ttagacaagy
ttgaattcgce
acccagtgag
gaccaaactt
cgcttcettaa
ttrcatacgt
tattagttaa

tttaggcttg
taaggacecet
aatgtatgcet
tgatectaac
ggaacgtcte
tcacttacca
atactcacca
tgocgaaaag
cactatcegta
atetttgaca
attcatcgat
ggacaattta
tcttgtcaaa
gatttgaagt
attactcgaa

gaatacgtcyg
aaggggatca
gceegacggtg
gatcatcgtg
attaaggaalk
caaatggaac

taggttcce
tacaatgtca
attccogagat
aaggatgaat
gagccatttyg
aagtattaag
aacaagatat
tttraagtat
tgtcetetat

660
720
780
840
9500
260
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1509

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Primero PCR avanzado para la L-galactosa deshidrogenasa de A. tha-
liana

<400> 22

atgacgaaaa tagagcttcg agc

<210> 23
<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

23

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: Primero PCR reverso para la L-galactosa deshidrogenasa de A. thaliana

<400> 23

ttagttctga tggattccac ttgg

<210> 24
<211>24

<212> ADN
<223> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Saccharomyces cerevisiae

<400> 24

atgtcttctt cagtagcatc aacc

<210> 25
<211>29

21

24

24
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ES 2 285 327 T3

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Primero PCR reverso para la D-arabinosa deshidrogenasa de S. cerevi-
siae

<400> 25
ttaatacttt aaattgtcca agtttggtc 29

<210> 26

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> VARIANTE

<222> (2)..(3)

<223> Xaa = Cualquier aminoacido

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Motivo II de la Superfamilia de la aldo-ceto reductasa

<404> 26

Gly Xaa Xaa Asn
1

<210> 27

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Primero PCR avanzado para la aldonolactonasa de Z. mobilis
<400> 27
atgaccactg gtcgtatgtc tcg 23

<210> 28

<211>24

<222> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: Primero PCR reverso para la aldonolactonasa de Z. mobilis

<400> 28
ttaccagaaa ataagaccca agca 24
<210> 29

22
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<211> 320
<212> PRT

<213> Zymomonas mobilis

<400> 29

Met Val

Ala Glu

50

Ile Glu
65

Val Lys

Met Arg

Ser Gly

Sex Asn
130

Ser Gly
145

Ser Val

Leu Phe

Thr Gly Arg Met
S
Pro Ile Ala ala
2Q

Ala Ala Lys Asn
35

Phe Ser Pro Arg
val Ile Ala Ser
70

Asn Gly RAsn Phe
85

Lye Trp Thr Pro
100

His Ala Glu Pro
115

Gly Met Lys Val
Thr Axg Ala Ile
150

Val Asp Asn Tyx
165

Phe Ser liys Ser
180

Gly Leu Thr Asn Leu Asp

195

ES 2285327 T3

Ser

Met

Asn

Leu
55

Leu

Ile

Gly

135

Met

Lys

Gly

Glu

Arg

Thx

Met

40

Rep

1le

Leu

Ala

Pro

120

Pro

Lys

Gly

Ala

Ser
200

Arg

Ala

25
Asn
ala
Gln
Phe
Gly

105

Ala

Asp

Val

Lys

Yal
185

23

Glu

10
Thy
Gly
Ile
Trp
Sex

S0
val
Gly

Gly

Asp

170

Tyr

Ile

Cys

Ala

Ser

TLen

Ser

75

Sex

Gln

Lys

Pro

155

Phe

Phe

Lys

Leu

Thr

Thr

60

Glu

Pro

Tle

Ile
140

Val

Thy

Glu

8er
Ile
Ile

4S

Val

Gly

Phe
Arg
128

Trp

Ser

Asp

tiet
205

Ala Ala val

Thr

30
Gly
Ser
Pro
Ala
Leu
110
Glu
val
Arg
Pro
Pro

1380

asn

15

Gly Ser

Lys Ile

Thr Pro

Val Trp
80

asm Ile
=21

Lys Pro

Pro Gly

Ala Asp

Gln Axg
160

Asn Agp
175

Prxo Tyr

Tyx Asn



ES 2285327 T3

Gly Val Phe Axrg Leu Sex Pro Asp Gly Arg Leu
210 215

Asp Leu
220

Ile Glu ala

Leu Ser Arg Pro Asn Gly Leu Ala
230

Leu Ser
23%

Gly Pro Asp Glu

225

Thr Lys
240

Ser Pro Asn Ile
250

Leu Tyxr Val Ser Asn Sex Asp Arg Ala

245

Txp Val Tyrx

255

Ser Leu Asp Ser Asn Gly Leu Pro Thr Thr Leu

260 265

Ser Arg Leu Axg Asm

274a
Phe Arg Lys Glu Tyr Phe Asp Gln Gly Leu Ala
275 280

Gly Ieu
285

PBro Asp Gly

Asn Ile Asp Lys Gln Gly Asn Leu Phe Ala

290 295

Sexr Ala
300

Pro Gly Gly

Ile
305

Tyr Ile Phe Ala Pro Asp Gly Glu
310

Cys Leu
318

Gly Leu Ile Phe Trp

320

<210> 30
<211> 963
<212> ADN

<213> Zymomonas mobilis

<400> 30

35

40

45
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55

60

65

atgaccacty
geccgctratga
aacggatcta
gtcretaccee
gtcaaaaatg
acgcctgatg
gcoggteagt
tgggttgcag
agtgttgtceg
aagtcaggeg
gacatcaaag
ttgatcgaag
ctttatgtte
aatggcttge
ggtctegeeg
getecgggeg
taa

gtegtatgte
cagcaaccge
ccatcggtaa
caattgaggt
gcaatttcet
ccggtgtecag
tccgtgaace
acagtggcac
ataactataa
ctgtttattt
agatgaacta
ctggtcttag
ctaactcaga
caacecagccyg
gtcttectga
gtatctatat

tcgtcgagaa
cactattaca
gattaccaaa
cattgcatet
gctgtttagt
catctrectg
gggttccaac
gegegegate
aggcaaacgce
caccgatceg
caatggtgtyg
ccgeccgaat
ccgogecage
gactttgetg
tggtatgaat
ttttgcacca

tgcecteteeg
ggatcagctg
ttttcaccte
gatattcaat
gatccgeeeg
aaaccttcag
ggtatgaaag
atgaaagtgg
tttaacageo
ccctatggte
ttecgteret
ggtttggcte
ccgaatatct
cggaacttcc
atcgacaaac

gatggcgaat

24

cagetgttat
aggctgcaaa
gecttgatge
ggtcagaagg
ccaatattat
gtcatgcega
ttggcececega
atcecggtceac
cgaatgacct
tgaccaatct
ctececegatgy
tgtcceoegga
gagtttattc
gcaaggaata
agggcaatct
gcttgggtct

ggtgcctate
gaataatatg
tatttcagat
ccetgtatygy
gcgtaaatgyg
acccattceg
tggcaaaate
ccgtoagege
cttekcteteg
tgatgaatce
tegtttagat
tgaaacgaaa
tttggatage
tttegateag
ttctgettcek
tattttetgg

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
963
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