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DESCRIPCION
Composiciones y métodos para la transformacion clostridial
Referencia cruzada a solicitud relacionada

Esta solicitud reivindica prioridad con respecto a la solicitud de patente provisional estadounidense n.° 61/838.224,
presentada el 21 de junio de 2013; cuyo contenido se incorpora en el presente documento como referencia en su
totalidad.

Campo de la invencion

La invencidon proporciona composiciones y métodos para la ingenieria genética de bacterias clostridiales para
producir y/o mejorar la eficacia de produccion de bioproductos industriales.

Antecedentes de la invencion

Los sistemas de restriccion/modificacion (R-M) bacterianos tienen una especificidad y estrategia diversas, pero su
funcién general es proteger a las bacterias del ADN foraneo, tal como el ADN de bacteriéfagos. Los sistemas de R-
M pueden consistir en una ADN metiliransferasa y una endonucleasa de restriccion. Las ADN metiltransferasas
catalizan la transferencia de un grupo metilo del donador S-adenosil-L-metionina (también conocido como “SAM” o
“AdoMet”) a residuos de adenina o citosina dentro de secuencias de ADN particulares de la bacteria huésped, que
se denominan secuencias de reconocimiento. Existen tres clases principales de ADN metiltransferasas, clasificadas
segun la naturaleza del producto que producen. La primera clase consiste en amino-metiltransferasas que catalizan
la metilacién del grupo amino exociclico de la adenina para formar el producto N6-metiladenina. La segunda clase
consiste en amino-metiltransferasas que catalizan la formacién del grupo amino exociclico de la citosina para formar
el producto N4-metilcitosina, mientras que la tercera clase consiste en metiliransferasas que metilan el atomo de
carbono-5 ciclico de la citosina para formar la 5-metilcitosina. Estas bases metiladas desempefian funciones
importantes en los sistemas de R-M bacterianos, ya que protegen el cromosoma huésped contra la accion, por lo
demas perjudicial, de la enzima de restriccion asociada, que escinde el ADN de la secuencia de reconocimiento no
metilado, pero ignora el ADN completamente metilado. Por tanto, es la accion combinada de la ADN metiltransferasa
y su endonucleasa de restriccion relacionada la que protege a la bacteria huésped de cualquier ADN foraneo no
modificado. Mientras que los sistemas de R-M realizan una importante funciéon protectora, también inhiben la
transferencia de plasmidos entre especies bacterianas e incluso entre cepas de la misma especie de bacterias, ya
que multiples sistemas de R-M dentro de una sola cepa bacteriana pueden participar en la barrera de restriccion. Por
lo tanto, los sistemas de R-M actuan como barrera para la manipulacion genética de muchas bacterias, incluyendo el
género de importancia biotecnoldgica Clostridium.

El género Clostridium consiste en un gran niumero de especies con una amplia gama de rasgos bioquimicos y
fisiolégicos. Véase Cato et al., 1986, Genus Clostridium, pags. 1141-1200, en P.H. Sneath et al. (eds.), Bergey’s
Manual of Systematic Bacteriology, vol. 2, Williams y Wilkins, Baltimore, MD. Existen cuatro criterios que es
necesario cumplir para que un aislado se asigne al género Clostridium: (1) la capacidad para formar endosporas, (2)
metabolismo energético anaerobio, (3) la incapacidad de reduccion de sulfato disimilatoria y (4) la posesion de una
pared celular Gram-positiva. Véase Andresson et al., 1989, Introduction to the physiology and biochemistry of the
genus Clostridium, pags. 27-62, en Minton y Clarke (eds.), Clostridia, Plenum Press, Nueva York. Las bacterias
acetogénicas del género Clostridium usan gas de sintesis (sintegas) como fuente de carbono y poder de reduccion
para el crecimiento en condiciones anaerobias. El sintegas se compone de una mezcla de Hz, CO y CO,, que se
produce mediante gasificacion de cualquier material organico, desde residuos municipales hasta residuos agricolas.
El uso de sintegas como materia prima para la produccion biolégica de productos quimicos y enzimas de mercancia
es atractivo debido a su bajo coste y la amplitud y flexibilidad de las fuentes de las que se deriva. Sin embargo, los
acetdgenos dentro del género Clostridium estan relativamente sin caracterizar, y la capacidad para manipular
genéticamente estos organismos, particularmente a través de la introduccion de acidos nucleicos heterélogos que
son estables y no se escinden por endonucleasas de restriccion clostridiales, esta en gran medida sin desarrollar. La
capacidad para transformar bacterias clostridiales es una primera etapa necesaria y fundamental para su uso eficaz
en la produccion de bioproductos industriales (por ejemplo, isopreno, butadieno y etanol).

Los esfuerzos para superar los sistemas de R-M en Clostridium han implicado normalmente la metilacién in vivo del
ADN heterdlogo antes de su transformacion para protegerlo de la degradacion por endonucleasas de restriccion en
las células huésped; por ejemplo, puede realizarse metilacion in vivo transformando plasmidos lanzadera dentro de
una cepa (por ejemplo, E. coli) que expresa una o mas metiltransferasas heterdlogas (por ejemplo, una
metiltransferasa del fago de Bacillus subtilis ® 3T). Después de aislar el ADN metilado, puede transformarse dentro
de células anaerobias huésped (por ejemplo, células de Clostridium aceticum) mediante electroporacion,
transformacion de protoplastos, transformacion conjugativa, pistola génica u otro método conocido en la técnica.

Otros métodos para superar los sistemas de R-M clostridiales implican la metilacion de ADN heterélogo in vitro
usando una o mas enzimas metiltransferasa purificadas disponibles para su adquisicién a proveedores comerciales
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(por ejemplo, New England BioLabs), o implican la creacion y el uso de células huésped clostridiales deficientes en
al menos un gen de endonucleasa de restriccion en su sistema de restriccion-modificacion. Véase, por ejemplo,
Dong et al., PLoS ONE 2010 5 (2): €9038. En Dong et al. (2010), una supuesta endonucleasa de restriccion de tipo Il
(Cac824l), identificada a partir del genoma disponible publicamente de Clostridium acetobutylicum ATCC 824, se
alteré usando el sistema de inactivacion génica basado en insercion de intrones del grupo Il de ClosTron. El sistema
ClosTron, similar a la mayoria de los enfoques de intrones del grupo Il, usa un elemento derivado del intrén LI.LtrB
de intervalo de huésped amplio de Lactococcus lactis. \Véase, por ejemplo, Kuehne et al., 2011, ClosTron-mediated
engineering of Clostridium. Methods in Molecular Biology, vol. 765: 389-407. Las células resultantes deficientes en
Cac824| podrian transformarse con ADN no metilado (por ejemplo, ADN plasmidico no metilado) a través de
electroporacion. Butkus et al (1985, Nucleic Acids Res., 13 (16): 5727-5746) describen una enzima de restriccion-
modificacion Mval.

Sin embargo, estos procesos para superar los sistemas de restriccion-modificacion en bacterias clostridiales
dependen de la identificacion de las metiltransferasas y endonucleasas de restriccion especificas presentes en las
bacterias clostridiales de interés. Por ejemplo, con el fin de transformar una especie bacteriana clostridial con un
plasmido de interés, tratar el plasmido deseado in vivo o in vitro con una metiltransferasa heteréloga (por ejemplo,
con la metiltransferasa del fago de Bacillus subtilis ®3T) solo protegera el plasmido de la escision si la endonucleasa
de restriccion dentro de la célula huésped tiene la misma secuencia de reconocimiento de ADN que la
metiltransferasa heteréloga. Para mejorar la efectividad de un enfoque de este tipo, pueden usarse muiltiples
metiltransferasas heterélogas, cada una con diferentes secuencias de reconocimiento de ADN; sin embargo, esto
aumenta el tiempo y el costo de cada intento de transformacion. Si las metiltransferasas usadas no reconocen la
misma secuencia que la endonucleasa de restriccion presente dentro de la célula clostridial de interés, el ADN
heterdlogo no estara protegido de la escision.

Por consiguiente, sigue existiendo la necesidad de identificar y evadir los sistemas de restriccion-modificacion en
bacterias clostridiales para facilitar su uso en la produccion de bioproductos industriales incluyendo, pero sin
limitarse a, isopreno, butadieno y etanol.

A lo largo de la memoria descriptiva, se divulgan diversas publicaciones (incluyendo secuencias), patentes y
solicitudes de patentes.

Breve sumario de la invencion

La presente divulgacion proporciona, entre otros, la dilucidaciéon de un sistema de restriccion-modificacion especifico
en bacterias clostridiales (por ejemplo, Clostridium aceticum) que escinde en el sitio CCWGG (W puede ser Ao T)y
metiltransferasas que pueden usarse para proteger frente a la escision, tal como se describe adicionalmente en el
presente documento. El conocimiento sobre este sistema de restriccion-modificacién permite modificar por ingenieria
genética bacterias clostridiales, lo que permite la produccion biolégica de diversos productos industriales (por
ejemplo, bioproductos).

La presente invencién proporciona:

[1]. Un polinucledtido aislado que tiene una identidad de secuencia de al menos el 90% con SEQ ID NO: 1, en el que
el polinucledtido codifica para un polipéptido con actividad metiltransferasa.

[2]. El polinucledtido de [1],

(a) en el que el polinucledtido es SEQ ID NO: 2; o

(b) en el que el polipéptido codificado metila un polinucledtido en una secuencia que comprende CCWGG, en el que
opcionalmente la secuencia que comprende CCWGG se selecciona del grupo que consiste en CCAGG (SEQ ID NO:
9) y/lo CCTGG (SEQ ID NO: 10); o

(c) en el que el polipéptido codificado metila un polinucleétido a SEQ ID NO: 9 y/o SEQ ID NO: 10.

[3]. Un plasmido que comprende el polinucleétido de uno cualquiera de [1]-[2], operativamente unido a una o mas
secuencias de control de manera que el polipéptido codificado es capaz de expresarse en un huésped de expresion.

[4]. El plasmido de [3],
(a) en el que el huésped de expresion es E. coli; y/lo
(b) en el que dicho plasmido comprende ademas SEQ ID NO: 14.

[5]. El plasmido de uno cualquiera de [3]-[4], en el que dicho plasmido se transforma dentro de una célula de E. coli
S17-1.
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[6]. Una célula huésped recombinante que comprende
(a) uno cualquiera de los polinucleétidos de uno cualquiera de [1]-[2] como &cido nucleico heterdlogo; o
(b) uno cualquiera de los plasmidos de uno cualquiera de [3]-[4].

[7]. Un polipéptido aislado que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de
al menos el 90% con SEQ ID NO: 3, en el que dicho polipéptido es capaz de metilar un polinucleétido en una
secuencia que comprende CCWGG.

[8]. El polipéptido de [7],

(a) en el que dicho polipéptido es capaz de metilar un polinucleétido en una secuencia que comprende SEQ ID NO:
9y/o SEQ ID NO: 10; o

(b) en el que dicho polipéptido es capaz de metilar un polinucleétido en SEQ ID NO: 9 y/o SEQ ID NO: 10; o
(c) en el que dicho polipéptido es SEQ ID NO 3.

[9]. Un polipéptido aislado producido por uno cualquiera de los polinucleétidos de uno cualquiera de [1]-[2], en el que
el polipéptido tiene actividad metiltransferasa.

[10]. Un método de produccion de una ADN metiltransferasa, que comprende: (a) cultivar una célula huésped
recombinante que comprende el polinucleétido de uno cualquiera de [1]-[2] en condiciones adecuadas para la
produccion de la ADN metiltransferasa codificada, y (b) recuperar la ADN metiltransferasa.

[11]. Un método de produccién de un transformante bacteriano de Clostridium recombinante, que comprende:

a) introducir el polinucledtido de uno cualquiera de [1]-[2] o el plasmido de uno cualquiera de [3]-[4] que codifica para
una ADN metiltransferasa en una célula huésped bacteriana de Escherichia,

b) cultivar la célula huésped bacteriana de Escherichia en condiciones adecuadas para la expresion de la ADN
metiltransferasa, y

c) transferir un polinucledtido metilado de la célula huésped bacteriana de Escherichia a una célula huésped
bacteriana de Clostridium, en el que las bacterias transformadas usando este método se seleccionan del grupo que
consiste en Clostridium aceticum, Clostridium ljungdahlii, Clostridium acetobutylicum 'y Clostridium
autoethanogenum.

[12]. El método de [11], en el que el polinucledtido metilado codifica para una enzima isopreno sintasa.

[13]. El método de uno cualquiera de [11]-[12], en el que el polinucleétido metilado comprende uno o mas
polinucledtidos heterélogos que codifican para una o mas enzimas de la ruta del isopreno expresadas en una
cantidad suficiente para producir isopreno, y en el que las bacterias clostridiales contienen una o mas rutas para la
produccién de isopreno.

[14]. El método de [12], en el que la célula huésped bacteriana de Clostridium se ha modificado por ingenieria
genética para producir isopreno a partir de sintegas y/o a partir de hidratos de carbono o mezclas de los mismos.

Por consiguiente, en un aspecto, la invencion proporciona polinucleétidos aislados que tienen una identidad de
secuencia de al menos el 90% con SEQ ID NO: 1, en la que los polinucleétidos codifican para un polipéptido con
actividad metiltransferasa. En cualquiera de las realizaciones descritas en el presente documento, el polinucleétido
es SEQ ID NO: 2. En cualquiera de las realizaciones descritas en el presente documento, el polipéptido codificado
metila un polinucleétido en una secuencia que comprende CCWGG. En cualquiera de las realizaciones descritas en
el presente documento, la secuencia que comprende CCWGG se selecciona del grupo que consiste en CCAGG
(SEQ ID NO: 9) y/o CCTGG (SEQ ID NO: 10). En cualquiera de las realizaciones descritas en el presente
documento, el polipéptido codificado metila un polinucleétido en SEQ ID NO: 9 y/o SEQ ID NO: 10.

En otro aspecto, la invencién proporciona plasmidos que comprenden uno o mas polinucleétidos aislados que tienen
una identidad de secuencia de al menos el 90% con SEQ ID NO: 1, operativamente unidos a una o mas secuencias
de control de manera que el polipéptido codificado puede expresarse en un huésped de expresion. En cualquiera de
las realizaciones descritas en el presente documento, el huésped de expresiéon es E. coli. En cualquiera de las
realizaciones descritas en el presente documento, el plasmido comprende ademas SEQ ID NO: 14. En cualquiera de
las realizaciones descritas en el presente documento, el plasmido se transforma en una células de E. coli S17-1.
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En otro aspecto, la invencién proporciona células huésped recombinantes que comprenden polinucleétidos aislados
que tienen una identidad de secuencia de al menos el 90% con SEQ ID NO: 1, en la que los polinucleétidos
heterdlogos codifican para un polipéptido con actividad metiltransferasa.

En otro aspecto, la invenciéon proporciona células huésped recombinantes que comprenden plasmidos que
comprenden uno o mas polinucleétidos aislados que tienen una identidad de secuencia de al menos el 90% con
SEQ ID NO: 1, operativamente unidos a una o mas secuencias de control de manera que el polipéptido codificado
puede expresarse en un huésped de expresion.

En otro aspecto, la invencién proporciona polipéptidos aislados que comprenden una secuencia de aminoacidos que
tiene una identidad de secuencia de al menos el 90% con SEQ ID NO: 3, en la que dicho polipéptido es capaz de
metilar un polinucledétido en una secuencia que comprende CCWGG. En cualquiera de las realizaciones descritas en
el presente documento, el polipéptido es capaz de metilar un polinucleétido en una secuencia que comprende SEQ
ID NO: 9 y/o SEQ ID NO: 10. En cualquiera de las realizaciones descritas en el presente documento, el polipéptido
es capaz de metilar un polinucleétido en SEQ ID NO: 9 y/o SEQ ID NO: 10.

En otro aspecto, la invencién proporciona polipéptidos aislados que comprenden una secuencia de aminoacidos que
tiene una identidad de secuencia de al menos el 90% con SEQ ID NO: 3, en la que dicho polipéptido es capaz de
metilar un polinucledétido en una secuencia que comprende CCWGG. En cualquiera de las realizaciones descritas en
el presente documento, el polipéptido es capaz de metilar un polinucleétido en una secuencia que comprende SEQ
ID NO: 9 y/o SEQ ID NO: 10. En cualquiera de las realizaciones descritas en el presente documento, el polipéptido
es capaz de metilar un polinucleétido en SEQ ID NO: 9 y/o SEQ ID NO: 10. En cualquiera de las realizaciones
descritas en el presente documento, el polipéptido es SEQ ID NO: 3.

En otro aspecto, la invencidén proporciona polipéptidos aislados producidos por polinucleétidos que tienen una
identidad de secuencia de al menos el 90% con SEQ ID NO: 1, en la que el polipéptido tiene actividad
metiltransferasa.

En otro aspecto, la invencion proporciona métodos de produccion de una ADN metiltransferasa, que comprende: (a)
cultivar una célula huésped recombinante que comprende polinucleétidos aislados que tienen una identidad de
secuencia de al menos el 90% con SEQ ID NO: 1, en los que los polinucleétidos codifican para un polipéptido con
actividad metiltransferasa, en los que la célula huésped se cultiva en condiciones adecuadas para la produccién de
la ADN metiltransferasa codificada, y (b) recuperar la ADN metiltransferasa.

En otro aspecto, la invencién proporciona métodos de produccion de un transformante bacteriano de Clostridium
recombinante, que comprende: introducir un polinucleétido que codifica para una ADN metiltransferasa en una célula
huésped bacteriana de Escherichia, (a) cultivar la célula huésped bacteriana de Escherichia en condiciones
adecuadas para la expresion de la ADN metiltransferasa, (b) transferir el polinucleétido metilado desde la célula
huésped bacteriana de Escherichia hasta una célula huésped bacteriana de Clostridium, en los que las bacterias
transformadas usando este método se seleccionan del grupo que consiste en Clostridium aceticum, Clostridium
ljungdahlii, Clostridium acetobutylicum'y Clostridium autoethanogenum.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona polinucleétidos aislados que tienen una identidad de secuencia
de al menos el 90% con SEQ ID NO: 4, en la que el polinucleétido codifica para un polipéptido con actividad
endonucleasa. En cualquiera de las realizaciones de la divulgacion descrita en el presente documento, el polipéptido
codificado es capaz de escindir un polinucleétido en una secuencia que comprende CCWGG. En cualquiera de las
realizaciones de la divulgacion descrita en el presente documento, el polipéptido codificado es capaz de escindir un
polinucledtido en una secuencia que comprende SEQ ID NO: 9 y/o SEQ ID NO: 10. En cualquiera de las
realizaciones de la divulgacion descrita en el presente documento, el polipéptido codificado es capaz de escindir un
polinucledtido en SEQ ID NO: 9 y/o SEQ ID NO: 10. En cualquiera de las realizaciones de la divulgacion descrita en
el presente documento, el polinucleétido es SEQ ID NO: 4.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona plasmidos que comprenden polinucleétidos aislados que tienen
una identidad de secuencia de al menos el 90% con SEQ ID NO: 4, en la que el polinucleétido codifica para un
polipéptido con actividad endonucleasa, y en la que el plasmido esta operativamente unido a una o mas secuencias
de control de manera que el polipéptido codificado puede expresarse en un huésped de expresion. En cualquiera de
las realizaciones de la divulgacion descrita en el presente documento, el polipéptido codificado es capaz de
expresarse en un huésped de expresién de E. coli.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona células huésped recombinantes que comprenden polinucleotidos
aislados que tienen una identidad de secuencia de al menos el 90% con SEQ ID NO: 4, en la que el polinucleétido
codifica para un polipéptido con actividad endonucleasa.

En otro aspecto, la divulgacién proporciona células huésped recombinantes que comprenden plasmidos que

comprenden polinucleétidos aislados que tienen una identidad de secuencia de al menos el 90% con SEQ ID NO: 4,
en la que el polinucledtido codifica para un polipéptido con actividad endonucleasa, y en la que el plasmido esta
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operativamente unido a una o mas secuencias de control de manera que el polipéptido codificado puede expresarse
en un huésped de expresion.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona un método de reduccion de la escision por endonucleasa de un acido
nucleico heterélogo en una célula huésped de Clostridium, comprendiendo el método metilar una secuencia que
comprende CCWGG. En cualquiera de las realizaciones de la divulgacion descrita en el presente documento, el
método comprende metilar una secuencia que comprende SEQ ID NO: 9 y/o SEQ ID NO: 10 en el acido nucleico
heterélogo. En cualquiera de las realizaciones de la divulgacion descrita en el presente documento, el método
comprende metilar SEQ ID NO: 9 y/o SEQ ID NO: 10. En cualquiera de las realizaciones de la divulgacién descrita
en el presente documento, la endonucleasa tiene una identidad de secuencia de al menos el 90% con SEQ ID NO:
5. En cualquiera de las realizaciones de la divulgacion descrita en el presente documento, la endonucleasa es SEQ
ID NO: 5. En cualquiera de las realizaciones de la divulgacion descrita en el presente documento, la metiltransferasa
es SEQ ID NO: 3.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un plasmido lanzadera que comprende pDW280 (SEQ ID NO:
15).

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un plasmido lanzadera que comprende pMCS537 (SEQ ID NO:
16).

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un plasmido lanzadera que comprende pMCS200 (SEQ ID NO:
17).

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un plasmido lanzadera que comprende pMCS201 (SEQ ID NO:
18).

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un plasmido lanzadera que comprende pMCS444 (SEQ ID NO:
19).

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un plasmido lanzadera que comprende pMCS445 (SEQ ID NO:
20).

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un plasmido lanzadera que comprende pMCS94 (SEQ ID NO:
22).

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un plasmido que comprende pMCS466 (SEQ ID NO: 23).

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona métodos para el suministro de uno o mas acidos nucleicos de
interés al interior de una célula bacteriana de Clostridium, comprendiendo los métodos las etapas de:

transformar conjuntamente una célula de E. coli con:
un plasmido que comprende un polinucleétido que codifica para un polipéptido con actividad metiltransferasa, y

al menos un plasmido lanzadera seleccionado del grupo de pDW280, pMCS537, pMCS200, pMCS201, pMCS444 o
pMCS445, en el que el plasmido lanzadera comprende ademas el uno o mas acidos nucleicos de interés;

cultivar la célula de E. coli de la etapa (a) con una célula bacteriana de Clostridium en condiciones que permiten la
transferencia conjugativa de (a)(1) y (a)(2), suministrando de ese modo uno o mas acidos nucleicos al interior de una
célula bacteriana de Clostridium.

En cualquier realizacion de la divulgacion descrita en el presente documento, la célula bacteriana de Clostridium se
selecciona del grupo que consiste en: Clostridium aceticum, Clostridium ljungdahlii, Clostridium acetobutylicum y
Clostridium autoethanogenum. En cualquier realizacion de la divulgacion descrita en el presente documento, la
célula de E. coli es de la cepa S17-1.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona células bacterianas de Clostridium recombinantes que
comprenden:

a) un plasmido que comprende pDW268 (SEQ ID NO: 14), y
b) al menos un plasmido lanzadera seleccionado del grupo de pDW280 (SEQ ID NO: 15), pMCS537 (SEQ ID NO:
16), pMCS200 (SEQ ID NO: 17), pMCS201 (SEQ ID NO: 18), pMCS444 (SEQ ID NO: 19) o pMC4245 (SEQ ID NO:

20), en el que el plasmido lanzadera comprende ademas uno o mas acidos nucleicos de interés.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona células bacterianas de Clostridium recombinantes producidas:
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(a) transformando conjuntamente una célula de E. coli con: (1) un plasmido que comprende un polinucleétido que
codifica para un polipéptido con actividad metiltransferasa y (2) al menos un plasmido lanzadera seleccionado del
grupo de pDW280, pMCS537, pMCS200, pMCS201, pMCS444 o pMCS445, en el que el plasmido lanzadera
comprende ademas el uno o mas acidos nucleicos de interés; (b) cultivando la célula de E. coli de la etapa (a) con
una célula bacteriana de Clostridium en condiciones que permiten la transferencia conjugativa de (a)(1) y (a)(2),
suministrando de ese modo uno o mas acidos nucleicos al interior de una célula bacteriana de Clostridium.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona sistemas de expresion de Clostridium para la expresion de uno
0 mas acidos nucleicos de interés, comprendiendo el sistema:

a) un plasmido que comprende pDW268 (SEQ ID NO: 14),

b) un plasmido lanzadera seleccionado del grupo de pDW280 (SEQ ID NO: 15), pMCS537 (SEQ ID NO: 16),
pMCS200 (SEQ ID NO: 17), pMCS201 (SEQ ID NO: 18), pMCS444 (SEQ ID NO: 19) o pMC4245 (SEQ ID NO: 20),
en el que el plasmido lanzadera comprende ademas uno o mas acidos nucleicos de interés para la expresion,

c) una célula bacteriana de Escherichia capaz de interaccionar con una célula bacteriana de Clostridium para
permitir la transferencia de (a) y (b); y

d) una célula bacteriana de Clostridium capaz de interaccionar con una célula bacteriana de Escherichia de manera
que el uno o mas acidos nucleicos se expresan en la célula bacteriana de Clostridium.

En cualquier realizacion de la divulgacion descrita en el presente documento, la célula bacteriana de Clostridium se
selecciona del grupo que consiste en Clostridium aceticum, Clostridium ljungdahlii, Clostridium acetobutylicum y
Clostridium autoethanogenum. En cualquier realizacion de la divulgacion descrita en el presente documento, la
célula bacteriana de Clostridium es Clostridium aceticum.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 muestra la secuencia de ADN con codones optimizados (1422 pb) de una ADN metiltransferasa de
Clostridium aceticum (M.Cacl), optimizada para la expresion en E. coli (SEQ ID NO: 1).

La figura 2 muestra la secuencia de ADN de tipo natural (1425 pb) para una metiltransferasa de Clostridium
aceticum (M.Cacl, RYB0O02455) (SEQ ID NO. 2).

La figura 3 muestra la secuencia de aminoacidos deducida (474 aa) para una ADN metiltransferasa de Clostridium
aceticum (M.Cacl) (SEQ ID NO. 3).

La figura 4A muestra la secuencia de ADN de tipo natural (714 pb) de una endonucleasa de restriccion de la cepa de
Clostridium aceticum ATCC35044 (Cacl, RYBO02454) (SEQ ID NO. 4). La figura 4B vy la figura 4C muestran la
ubicacion gendmica y las anotaciones de M.Cacl (figura 4B, RYB0O02455 - SEQ ID NO. 2) y Cacl (figura 4C,
RYBO02454; SEQ ID NO. 4), respectivamente, en la cepa de Clostridium aceticum ATCC35044. M.Cacl y Cacl
estan ubicadas adyacentes entre si, pero en hebras opuestas del cromosoma de C. aceticum (figura 4B - C). La
figura 4C también muestra que Cacl (flecha dentro del circulo) se anoté erréneamente como glicosil hidrolasa
mediante la base de datos de Genbank.

La figura 5 muestra la secuencia de aminoacidos deducida (237 aa) para la endonucleasa de restriccion de
Clostridium aceticum Cacl (SEQ ID NO. 5).

La figura 6 muestra el mapa de plasmido para pCA1.

Las figuras 7A - B muestran la secuencia de ADN de pCA1 (5720 pb) (SEQ ID NO. 6).

La figura 8 muestra el mapa de plasmido para pMCS203.

La figura 9 muestra la secuencia de ADN de pMCS203 (3729 pb) (SEQ ID NO. 7).

La figura 10A muestra el mapa de plasmido para pMCS244. La figura 10B muestra el mapa de plasmido de
pMCS244 con flechas que indican las ubicaciones aproximadas de sus cuatro sitios de restriccion Cacl (marcados
con flechas en negrita). Dos sitios Cacl en la region de ARN de ColE1 11 del plasmido estan ubicados proximos
entre si, y se representan mediante soélo una flecha.

La figura 11 muestra la secuencia de ADN de pMCS244 (3270 pb) (SEQ ID NO. 8).

La figura 12A muestra los resultados de un ensayo de endonucleasas de restriccion usando 500 ng de pMCS244
tratado con 1 ul de lisado de Clostridium aceticum, 1 pl de la endonucleasa de restriccion Hindlll, 1 pl de la
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endonucleasa de restriccion Apall, o las combinaciones indicadas de las mismas. De izquierda a derecha, carril 1:
marcador de peso molecular X de ADN de Roche, carril 2: pMCS244 sin cortar, carril 3: pMCS244 y lisado de
Clostridium aceticum, carril 4: pMCS244 y Hindlll, carril 5: pMCS244 y Apall, carril 6: pMCS244 con lisado de
Clostridium aceticum 'y Hindlll, carril 7: pMCS244 con lisado de Clostridium aceticumy Apall, carril 8: pMCS244 con
lisado de Clostridium aceticum, carril 9: pMCS44 con lisado de Clostridium aceticum, Hindlll y ApalLl combinados.

La figura 12B muestra los resultados de un ensayo de mapeo de precision. Carril 1: 500 ng de pMCS244 y 1 ul de
lisado de Clostridium aceticum, carril 2: marcador de peso molecular X de ADN de Roche, carril 3: 100 ng de
producto de PCR lineal generado a partir de pMCS244 usando los cebadores M13R y oMCS25: carril 4: 100 ng de
producto de PCR lineal generado a partir de pMCS244 usando los cebadores M13R y oMCS25 y 1 ul de Hindlll,
carril 5: 100 ng de producto de PCR lineal generado a partir de pMCS244 usando los cebadores M13R y oMCS25 y
1 wl de lisado de Clostridium aceticum.

La figura 13 muestra la secuencia de reconocimiento de endonucleasa de restriccion de tipo II| CCWGG (W =T o0 A)
que es proximal al sitio de escision Hindlll en un producto de PCR lineal generado a partir de pMCS244 usando los
cebadores M13R y oMCS25. Tanto CCAGG (SEQ ID NO. 9) como CCTGG (SEQ ID NO. 10) se reconocen por Cacl
y M.Cacl.

La figura 14 muestra el mapa de plasmido para pDW265, con las ubicaciones de los cuatro sitios de reconocimiento
de ADN de Cacl mutados indicados en el mismo.

La figura 15 muestra la secuencia de ADN (3270 pb) para pDW265 (SEQ ID NO. 11).

La figura 16 muestra los resultados de un ensayo de endonucleasas de restriccion usando 500 ng del plasmido de
control pMCS244 o 500 ng del plasmido pDW265 (que tiene los cuatro sitios de reconocimiento de ADN de Cacl
mutados) tratados con 1 pl de lisado de Clostridium aceticum, 1 pl de Hindlll, o ambos. Carril 1: Marcador de peso
molecular X de ADN de Roche, carril 2: plasmido de control pMCS244; carril 3: plasmido pDW265 no tratado; carril
4: pMCS244 de control tratado con lisado de C. aceticum; carril 5: plasmido pDW265 tratado con lisado de C.
aceticum; carril 6: pMCS244 tratado con Hindlll; carril 7: pDW265 tratado con Hindlll; carril 8: plasmido pMCS244
tratado con tanto lisado de C. aceticum como Hindlll; carril 9: pDW265 con tanto lisado de C. aceticum como Hindlll.

La figura 17A muestra los resultados cuando pMCS244, que contiene 4 sitios de secuencia de reconocimiento de
Cacl, se incuba con lisado de Clostridium aceticum y luego se transforma en E. coli. La figura 17B muestra los
resultados cuando pDW265, que es idéntico a pMCS244 excepto porque los cuatro sitios Cacl se han mutado, se
incuba con lisado de Clostridium aceticum y luego se transforma en E. coli.

La figura 18 muestra productos de PCR amplificados a partir de plasmidos aislados de una cepa de Clostridium
aceticum transformada de manera conjugativa usando los cebadores oMCS418 a oMCS423 (tabla 4), que confirman
la presencia de toda la secuencia heteréloga (en pDW280), el origen de replicacion de Clostridium aceticum y el
casete de resistencia a eritromicina, respectivamente.

La figura 19 muestra el mapa de plasmido para pDW263.

Las figuras 20A - C muestran la secuencia de ADN (8285 pb) para pDW263 (SEQ ID NO. 12).

La figura 21 muestra el mapa de plasmido para pDW264.

Las figuras 22A - C muestran la secuencia de ADN (8285) para pDW264 (SEQ ID NO 13).

La figura 23 muestra el mapa de plasmido para pDW268.

Las figuras 24A - C muestran la secuencia de ADN (6758 pb) para pDW268 (SEQ ID NO 14).

La figura 25 muestra los resultados cuando el plasmido pDW265 se incuba con lisado de Clostridium aceticum'y se
transforma dentro de E. coli.

La figura 26 muestra los resultados cuando se incuba pMCS244 sin metilar con lisado de Clostridium aceticum 'y se
transforma dentro de E. coli.

La figura 27 muestra un mapa de plasmido para pDW280.

Las figuras 28A - C muestran la secuencia de ADN (8398 pb) para pDW280 (SEQ ID NO 15).

La figura 29 muestra bacterias de Clostridium aceticum sometidas a multiples pases que se hacen crecer sobre
medios AcM con acido nalidixico 10 ug/ml y eritromicina 20 ug/ml después de la conjugacion satisfactoria con

células de E. coli S17-1 que albergan los plasmidos pDW268 y pDW280.
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La figura 30 muestra un mapa de plasmido para pMCS537.

Las figuras 31A-B muestran la secuencia de ADN para pMCS537 (SEQ ID NO. 16).

La figura 32 muestra el mapa de plasmido para pMCS200, también denominado pMTL82151.
Las figuras 33A-B muestran la secuencia de ADN (5254 pb) para pMCS200 (SEQ ID NO. 17).
La figura 34 muestra el mapa de plasmido para pMCS201, también denominado pMTL83151.
Las figuras 35A-B muestran la secuencia de ADN (4476 pb) para pMCS201 (SEQ ID NO. 18).

Las figuras 36A-B muestran los resultados de ensayos para determinar la concentracion inhibitoria minima de los
antibioticos tiamfenicol (Thi) y eritromicina (Em) para Clostridium aceticum que se hace crecer en cultivo liquido
(figura 36A) o para Clostridium aceticum que se hace crecer sobre placas de medios de crecimiento de Clostridium
aceticum (medios AcM) (figura 36B).

La figura 37 muestra los resultados de la titulacion de fructosa para Clostridium aceticum, demostrando que 10 g/l de
fructosa no era limitativo, y que la fructosa solo se vuelve limitativa en concentraciones de menos de ~ 1,5 g/l.

La figura 38A-B muestra los resultados de ensayos para determinar la concentracion inhibitoria minima de los
antibiodticos tiamfenicol (Thi) y eritromicina (Em) para Clostridium ljungdahlii que se hace crecer en cultivo liquido
(figura 38A) o para Clostridium ljungdahlii hecha crecer sobre las placas (figura 38b).

La figura 39 muestra los combustibles microbianos que pueden producirse a partir de sintegas por medio de rutas
celulares.

La figura 40 muestra las rutas de MVA clasica y modificada. 1, acetil-CoA acetiltransferasa (AACT); 2, HMG-CoA
sintasa (HMGS); 3, HMG-CoA reductasa (HMGR); 4, mevalonato cinasa (MVK); 5, fosfomevalonato cinasa (PMK); 6,
difosfomevalonato descarboxilasa (MVD o DPMDC); 7, isopentenil difosfato isomerasa (IDI); 8, fosfomevalonato
descarboxilasa (PMDC); 9, isopentenil fosfato cinasa (IPK). La ruta clasica de MVA avanza de la reaccion 1 a la
reaccion 7 a través de las reacciones 5 y 6, mientras que una ruta de MVA modificada pasa a través de las
reacciones 8 y 9. P y PP en la formula estructural son fosfato y pirofosfato, respectivamente. Esta figura se tomé de
Koga y Morii, Microbiology and Mol. Biology Reviews, 71: 97-120, 2007, a la que se hace referencia, particularmente
con respecto a acidos nucleicos y polipéptidos de la ruta de MVA modificada. La ruta de MVA modificada esta
presente, por ejemplo, en algunos organismos arqueas, tales como Methanosarcina mazei.

La figura 41 muestra una representacion esquematica de un anaerobio obligado que expresa (a) un polipéptido de
IspS heterdlogo, (b) un polipéptido de DXS heterdlogo y (c) un polipéptido de IDI heterélogo para aumentar el flujo
de la ruta de DXP y la produccioén de isopreno.

La figura 42 muestra una representacion esquematica de un anaerobio obligado modificado por ingenieria genética
con mvaE y mva$S para expresar la ruta de MVA superior.

La figura 43 muestra una representacion esquematica de la expresion de la ruta de MVA inferior en un anaerobio
obligado que incluye expresar (a) un polipéptido de MVK heterdlogo, (b) un polipéptido de PMK heterdlogo y (c) un
polipéptido de MVD heterdlogo en las células que expresan un polipéptido de IDI heterdlogo y polipéptido de IspS
heterdlogo con el propdsito de aumentar la produccion de isopreno.

La figura 44 muestra una representacion esquematica de la expresion de la ruta completa de MVA en un anaerobio
obligado mediante la introduccion de mvaE y mvaS en las células que expresan (a) un polipéptido de MVK
heterdlogo, (b) un polipéptido de PMK heterdlogo, (c) un polipéptido de MVD heterdlogo, (d) un polipéptido de IDI
heterdlogo y (e) un polipéptido de IspS heterdlogo con el fin de aumentar el produccion de isopreno.

La figura 45 muestra una representacion esquematica de la redireccion del flujo de carbono lejos del acetato
reduciendo la expresion de ack y adhE para reducir la pérdida de carbono a los productos secundarios. Las flechas
junto a Ack o AdhE usados en la produccion de acetato y etanol, respectivamente, indican una reduccion de la
actividad o expresion enzimatica para rutas que conducen a productos de fermentacion tales como acetato, etanol o
cualquier otro alcohol o producto final que contenga carbono. El propésito es maximizar la canalizacion de carbono
hacia el isopreno a través de manipulacion genética.

La figura 46 muestra rutas a modo de ejemplo para la produccidon de butadieno a partir de acetil-CoA, glutaconil-
CoA, glutaril-CoA, 3-aminobutiri-CoA o 4-hidroxibutiril-CoA a través de alcohol crotilico. Las enzimas para la
transformacion de los sustratos identificados en productos incluyen: A. acetil-CoA:acetil-CoA aciltransferasa, B.
acetoacetil-CoA reductasa, C. 3-hidroxibutiril-CoA deshidratasa, D. crotonil-CoA reductasa (que forma aldehido), E.
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crotonaldehido reductasa (que forma alcohol), F. crotil alcohol cinasa, G. 2-butenil-4-fosfato cinasa, H. butadieno
sintasa, |. crotonil-CoA hidrolasa, sintetasa, transferasa, J. crotonato reductasa, K. crotonil-CoA reductasa (que
forma alcohol), L. glutaconil-CoA descarboxilasa, M., glutaril-CoA deshidrogenasa, N. 3-aminobutiril-CoA
desaminasa, O. 4-hidroxibutiril-CoA deshidratasa, P. crotil alcohol difosfocinasa.

La figura 47 muestra rutas a modo de ejemplo para la produccidon de butadieno a partir de eritrosa-4-fosfato. Las
enzimas para la transformacioén de los sustratos identificados en productos incluyen: A. eritrosa-4-fosfato reductasa,
B. eritritol-4-fosfato citidililtransferasa, C. 4-(citidina 5’-difosfo)-eritritol cinasa, D. eritritol 2,4-ciclodifosfato sintasa, E.
1-hidroxi-2-butenil 4-difosfato sintasa, F. 1-hidroxi-2-butenil 4-difosfato reductasa, G. butenil 4-difosfato isomerasa,
H. butadieno sintasa, |. eritrosa-4-fosfato cinasa, J. eritrosa reductasa, K. eritritol cinasa.

La figura 48 muestra una ruta a modo de ejemplo para la produccion de butadieno a partir de malonil-CoA mas
acetil-CoA. Las enzimas para la transformacion de los sustratos identificados en productos incluyen: A. malonil-
CoA:acetil-CoA aciltransferasa, B. 3-oxoglutaril-CoA reductasa (que reduce cetona), C. 3-hidroxiglutaril-CoA
reductasa (que forma aldehido), D. 3-hidroxi-5-oxopentanoato reductasa, E. 3,5-dihidroxipentanoato cinasa, F.
3H5PP cinasa, G. 3H5PDP descarboxilasa, H. butenil 4-difosfato isomerasa, |. butadieno sintasa, J. 3-hidroxiglutaril-
CoA reductasa (que forma alcohol), K. 3-oxoglutaril-CoA reductasa (que forma aldehido), L. 3,5-dioxopentanoato
reductasa (que reduce cetona), M. 3,5-dioxopentanoato reductasa (que reduce aldehido), N. 5-hidroxi-3-
oxopentanoato reductasa, O. 3-oxo-glutaril-CoA reductasa (que reduce CoA y que forma alcohol). Las abreviaturas
de los compuestos incluyen: 3H5PP = 3-hidroxi-5-fosfonatooxipentanoato y 3H5PDP = 3-hidroxi-5-
[hidroxi(fosfonooxi)fosforilJoxipentanoato.

La figura 49 muestra el mapa de plasmido para el plasmido pMCS444.

La figura 50 muestra la secuencia de ADN (5367 pb) para pMCS444.

La figura 51 muestra el mapa de plasmido para el plasmido pMCS445.

La figura 52 muestra la secuencia de ADN (4589 pb) para pMCS445.

La figura 53 muestra el mapa de plasmido para el plasmido PMCljs.

La figura 54 muestra la secuencia de ADN para pMCljs (7571 pb).

La figura 55 muestra el mapa de plasmido para pMCS94.

La figura 56 muestra la secuencia de ADN para pMCS94 (5056 pb).

La figura 57 muestra el mapa de plasmido para pMCS466.

La figura 58 muestra la secuencia de ADN para pMCS466 (6334 pb).

Descripcion detallada de la invencién

La presente divulgacion proporciona, entre otros, la dilucidaciéon de un sistema de restriccion-modificacion especifico
en bacterias clostridiales (por ejemplo, Clostridium aceticum) que escinde en el sitio CCWGG (W puede ser Ao T) y
metiltransferasas que pueden usarse para proteger frente a la escision, tal como se describe adicionalmente en el
presente documento. El conocimiento sobre este sistema de restriccion-modificaciéon permite la modificacién por
ingenieria genética de bacterias clostridiales, lo que permite la produccion biolégica de diversos productos
industriales (por ejemplo, bioproductos).

Técnicas generales

La practica de la presente invencién empleara, a menos que se indique lo contrario, técnicas convencionales de
biologia molecular (incluyendo técnicas recombinantes), microbiologia, biologia celular, bioquimica e inmunologia,
que estan entro del conocimiento de la técnica. Tales técnicas se explican completamente en la bibliografia, tal como
Handbook on Clostridia (P. Durre, ed., 2004), Biotechnology: A Textbook of Industrial Microbiology (Brock, Sinauer
Associates, Inc., segunda edicion, 1989), Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Sambrook et al., 1989, 22 ed.);
Oligonucleotide Synthesis (M.J. Gait, ed., 1984); Methods in Enzymology (Academic Press, Inc.); Current Protocols
in Molecular Biology (F.M. Ausubel et al., eds., 1987, y actualizaciones periddicas); PCR: The Polimerase Chain
Reaction (Mullis ef al., eds., 1994), Dictionary of Microbiology and Molecular Biology (Singleton et al., 22 ed., J. Wiley
y Sons, Nueva York, NY, 1994); y Advanced Organic Chemistry Reactions, Mechanisms and Structure (marzo, 42
ed., John Wiley y Sons, Nueva York, NY, 1992), que proporcionan a un experto en la técnica orientaciéon general con

respecto a muchos de los términos y métodos usados en la presente divulgacion.

A menos que se defina otra cosa, los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento tienen el
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mismo significado que entiende cominmente un experto habitual en la técnica a la que pertenece esta invencion.
Definiciones

“Isopreno” se refiere a 2-metil-1,3-butadieno (n.° CAS 78-79-5). Puede referirse al producto de hidrocarburo C5
volatil directo y final de la eliminacion de pirofosfato del pirofosfato de 3,3-dimetilalilo (DMAPP). Puede que no
implique la unién o polimerizacion de una o mas moléculas de difosfato de isopentenilo (IPP) a una o mas moléculas
de DMAPP. El isopreno no esta limitado por el método de su fabricacion.

Los “bioproductos industriales” pueden incluir, pero no se limitan a, isopreno, isoprenoides, precursores de
isoprenoides, butadieno y etanol. Los productos industriales también pueden incluir, pero no se limitan a,
bioproductos derivados directa o indirectamente de 2-cetoacidos, malonil-CoA y acetoacetil-CoA. Los bioproductos
industriales también pueden incluir, pero sin limitarse a, monoterpenos, diterpenos, triterpenos, tetraterpenos,
sesquiterpeno, politerpeno, abietadieno, amorfadieno, careno, a-farneseno, B-farneseno, farnesol, geraniol,
geranilgeraniol, linalool, limoneno, mirceno, nerolidol, ocimeno, patchulol, B-pineno, sabineno, y-terpineno,
terpindeno, valenceno. Los bioproductos industriales pueden incluir ademas, pero sin limitarse a, alcoholes no
fermentativos (por ejemplo, 1-propanol, 1-butanol, isobutanol, 2-metil-1-butanol, 3-metil-1-butanol, 3-metil-1-
pentanol, 4-metil-1-pentanol y 1-hexanol), hidrocarburos derivados de acidos grasos (alcoholes grasos, ésteres
grasos, olefinas y alcanos) y alcoholes fermentativos (por ejemplo, butanol).

Un “acido nucleico” o “polinucleétido” se refiere a dos o mas desoxirribonucleétidos y/o ribonucleétidos en forma o
bien monocatenaria o bien bicatenaria.

Un “acido nucleico de interés” se refiere a un polinucleétido que codifica para un polipéptido que forma parte de la
ruta de sintesis para cualquier producto industrial.

Un “acido nucleico endégeno” es un acido nucleico cuya secuencia de acido nucleico se encuentra de manera
natural en la célula huésped. En algunos aspectos, un acido nucleico endégeno es idéntico a un acido nucleico de
tipo natural que se encuentra en la célula huésped en la naturaleza. En algunos aspectos, se introducen una o mas
copias de acidos nucleicos endégenos en una célula huésped.

Un “acido nucleico heterélogo” puede ser un acido nucleico cuya secuencia de acido nucleico es de otra especie
distinta de la célula huésped u otra cepa de la misma especie que la célula huésped. En algunos aspectos, la
secuencia no es idéntica a la de otro acido nucleico que se encuentra de manera natural en la misma célula
huésped. En algunos aspectos, un acido nucleico heterélogo no es idéntico a un acido nucleico de tipo silvestre que
se encuentra en la misma célula huésped en la naturaleza. En diversas realizaciones de la invencion, un acido
nucleico heterdlogo codifica para uno o mas bioproductos industriales.

“Polipéptidos” incluye polipéptidos, proteinas, péptidos, fragmentos de polipéptidos, polipéptidos de fusion y
variantes.

Un “polipéptido enddgeno” es un polipéptido cuya secuencia de aminoacidos se encuentra de manera natural en la
célula huésped. En algunos aspectos, un polipéptido endégeno es idéntico a un polipéptido de tipo silvestre que se
encuentra en la célula huésped en la naturaleza.

Un “polipéptido heterdlogo” es un polipéptido codificado por un acido nucleico heterélogo. En algunos aspectos, la
secuencia no es idéntica a la de otro polipéptido codificado por un acido nucleico que se encuentra de manera
natural en la misma célula huésped.

A menos que se defina lo contrario en el presente documento, todos los términos técnicos y cientificos usados en el
presente documento tienen el mismo significado que entiende comidnmente un experto en la técnica a la que se
refiere esta invencion.

Tal como se usa en el presente documento, los términos singulares “un”, “una” y “el/la” incluyen la referencia en
plural a menos que el contexto indique claramente lo contrario.

Identificacion de un sistema de restriccion-modificacion clostridial

Los inventores han descubierto un sistema de restriccion-modificacion (R-M) especifico en bacterias clostridiales. En
un aspecto, el sistema de R-M esta en Clostridium aceticum que reconoce la secuencia CCWGG donde W puede
ser A o T. Antes de este descubrimiento, este sistema de R-M era una barrera importante para la introduccién de
acidos nucleicos heterdélogos en bacterias clostridiales (por ejemplo, Clostridium aceticum). Los acidos nucleicos
heterdélogos pueden codificar para la producciéon de productos industriales deseados en las bacterias clostridiales.
Sin embargo, algunos de los desafios de tratar de producir biolégicamente productos industriales en bacterias
clostridiales fueron que los acidos nucleicos heterdélogos se digirieron por endonucleasas enddgenas en la célula
bacteriana clostridial o se vieron afectados adversamente de otra forma de manera que el bioproducto industrial
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deseado no pudo producirse. La presente divulgacion proporciona la identificacion del sitio de restriccion para una
endonucleasa, endonucleasas que pueden unirse al sitio de restriccion y metiltransferasas que pueden proteger
frente a la escision no deseada de acidos nucleicos de interés. Debe entenderse que las composiciones y/o
sistemas, métodos de preparacion y uso de estos aspectos y/o realizaciones se abarcan dentro del alcance de la
presente divulgacion.

Composiciones y métodos de uso

Como resultado de este descubrimiento, los inventores han creado (y describen en el presente documento)
polinucleétidos, polipéptidos, plasmidos, vectores, sistemas de expresion, células huésped, etc. basandose en los
componentes de este sistema de restriccion-metilacion clostridial, asi como métodos de preparacion y uso de estos
componentes para facilitar la manipulaciéon genética de bacterias clostridiales (por ejemplo, Clostridium aceticum,
Clostridium acetobutylicum, Clostridium ljungdahlii y Clostridium autoethanogenum) para producir bioproductos
industriales tales como (pero sin limitarse a) isopreno, butadieno y etanol.

Endonucleasas de restriccion

La presente divulgacion proporciona composiciones de endonucleasas de restriccion especificas que actuan en
células clostridiales escindiendo acidos nucleicos y métodos de identificacion y uso de las mismas. Se describen
varias endonucleasas de restriccion a modo de ejemplo en el presente documento y también en la seccion de
ejemplos (por ejemplo endonucleasa de restriccion Cacl). Estas endonucleasas de restriccion reconocen secuencias
CCWGG (en donde W puede ser A o T). En una realizacion de la presente divulgacion el polinucleétido y secuencia
de aminoacidos divulgados de la endonucleasa de restriccion Cacl puede usarse para identificar otras
endonucleasas de restriccion relacionadas con homologia con Cacl que tienen la misma funcionalidad. En otra
realizacion de la divulgacion, la secuencia de acido nucleico o secuencia de aminoacidos de Cacl puede usarse para
disefiar una sonda de acido nucleico para identificar y clonar ADN que codifica para polipéptidos que tienen actividad
de endonucleasa de restriccion a partir de cepas de diferentes géneros o especies segun métodos bien conocidos
en la técnica.

Estos homodlogos identificados pueden inactivarse entonces para facilitar la introduccion de uno o mas
polinucledtidos de interés en la célula huésped. Tal como se usa en el presente documento, “homologia” se refiere a
similitud o identidad de secuencia, prefiriéndose la identidad. Esta homologia se determina usando técnicas
convencionales conocidas en la técnica (véase por ejemplo, Smith y Waterman, Adv Appl Math, 2:482, 1981;
Needleman y Wunsch, J Mol Biol, 48:443, 1970; Pearson y Lipman, Proc Natl Acad Sci USA, 85:2444, 1988;
programas tales como GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en el Wisconsin Genetics Software Package, Genetics
Computer Group, Madison, WI; y Devereux ef al., Nucl Acid Res, 12:387-395, 1984).

La inactivacion de endonucleasas de restriccion puede lograrse a través de métodos bien conocidos en la técnica,
tales como inserciones, disrupciones, reemplazos o deleciones de la totalidad o un segmento del/de los gen(es) de
endonucleasa de restriccion present(es) en la célula (por ejemplo, mediante técnicas de alteracion genética para
eliminar o reducir la expresion del gen, tal como el método ClosTron basado en insercion de intrones del grupo ).
Véase, por ejemplo, Dong et al., PLoS ONE 2010 5(2):e9038. En Dong et al. (2010), una supuesta endonucleasa de
restriccion de tipo Il (Cac824l), identificada a partir del genoma pubicamente disponible de Clostridium
acetobutylicum ATCC 824, se alter6é usando el sistema de inactivacién génica basado en insercion de intrones del
grupo Il ClosTron. Las células resultantes deficientes en Cac8241 pudieron transformarse con ADN no metilado (por
ejemplo, ADN de plasmido no metilado) por medio de electroporacion. El sistema ClosTron, similar a la mayoria de
los enfoques de intrones del grupo Il, usa un elemento derivado del intron LI.LtrB de intervalo de huésped amplio de
Lactococcus lactis. Véase, por ejemplo, Kuehne et al., 2011, ClosTron-mediated engineering of Clostridium. Methods
in Molecular Biology, vol. 765:389-407.

Puede usarse un enfoque de alteracion génica similar para inactivar el gen Cacl en otras bacterias del género
Clostridium, facilitando asi la elusion de su(s) sistema(s) de restriccion-modificacion. Usando métodos bien
conocidos en la técnica, (por ejemplo, programas de alineacion de secuencias tales como BLAST o CLUSTAL W)
pueden encontrarse homologos de Cacl en otras bacterias clostridiales e inactivarse usando el sistema ClosTron o
un sistema de seleccion como diana de genes similar. La porcion del gen inactivado puede ser, por ejemplo, la
region codificante o un elemento regulador requerido para la expresion de la region codificante. Un ejemplo de una
secuencia reguladora de este tipo puede ser una secuencia de promotor o parte funcional de la misma, por ejemplo,
una parte que es suficiente para afectar a la expresion de la secuencia de nucleétidos. Otras secuencias de control
para su posible modificacion incluyen, pero no se limitan a, una secuencia lider, secuencia de propéptido, secuencia
sefial, terminador de la transcripcion y activador transcripcional.

La inactivacion de una endonucleasa de restriccion puede lograrse también mediante mutagénesis al azar o
especifica usando mutagénesis quimica (véase, por ejemplo, Hopwood, The Isolation of Mutants, Methods of
Microbiology (J.R. Norris y D.W. Ribbons, eds., pags. 363-433, Academic Press, Nueva York, 1970) y transposicion
(por ejemplo, Youngman et al., 1983, PNAS 80: 2305-2309). La modificacion del gen de endonucleasa de restriccion
puede realizarse sometiendo la célula original a mutagénesis y seleccionando células mutantes en las que la
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expresion de la endonucleasa de restriccion se ha reducido o eliminado. La mutagénesis, que puede ser especifica o
al azar, puede realizarse mediante, por ejemplo, el uso de un agente de mutagenizacion fisica o quimica adecuado,
el uso de un oligonucleétido adecuado o sometiendo la secuencia de ADN a mutagénesis generada por PCR.
Ademas, la mutagénesis puede realizarse mediante el uso de cualquier combinacién estos métodos de
mutagenizacion.

En otro aspecto, la endonucleasa clostridial puede usarse como diana para unir moléculas, tales como anticuerpos.
Los anticuerpos frente a una endonucleasa clostridial pueden ser utiles como herramienta de investigacion (por
ejemplo, detecciéon de la presencia de endonucleasa en lisados clostridiales), herramienta de laboratorio o
herramienta médica.

Modificacioén de sitios de reconocimiento de Cacl

Pueden modificarse sitios de reconocimiento de Cacl de tal manera que las endonucleasas ya no los reconocen en
células clostridiales. Estos sitios de reconocimiento de Cacl pueden estar en acidos nucleicos de interés, por
ejemplo, acidos nucleicos heterdlogos que codifican para diversos bioproductos industriales. En algunas
realizaciones de la presente divulgacion, la introduccion de un polinucledtido de interés en una célula de Clostridium
puede lograrse modificando el polinucleétido de interés para mutar o delecionar cualquier sitio de reconocimiento de
ADN especifico de Cacl (por ejemplo, mediante la mutacion de cualquier secuencias de reconocimiento de ADN de
Cacl CCWGG), de modo que el polinucledtido introducido no se degrada por la endonucleasa de restriccion de la
célula huésped bacteriana. En otras realizaciones de la presente divulgacion, el polinucledtido de interés se modifica
para mutar o delecionar una o mas secuencias de reconocimiento de ADN de Cacl CCWGG. En otras realizaciones
de la presente divulgacion, el polinucleétido de interés se modifica para mutar o delecionar uno o mas sitios CCAGG
(SEQ ID NO: 9). En ofras realizaciones de la presente divulgacion, el polinucledtido de interés se muta para
delecionar uno o mas sitios CCTGG (SEC ID NO: 10).

La presencia de cualquier sitio Cacl en un polinucleétido de interés (por ejemplo, un plasmido lanzadera para su uso
entre E. coliy una o mas especies de Clostridium que contiene genes de la ruta de DXP para la sintesis de isopreno)
puede determinarse usando métodos de secuenciacién conocidos en la técnica o divulgados en el presente
documento. La modificacion del polinucleétido de interés puede lograrse mediante mutagénesis usando métodos
bien conocidos en la técnica, que incluyen, pero no se limitan a, mutagénesis dirigida al sitio o mutagénesis
generada por PCR. Véase, por ejemplo, Shimada, 1996, Methods in Molecular Biology, vol. 57: 157-165, que se
incorpora por el presente documento en el presente documento en su totalidad, particularmente en lo que se refiere
a mutagénesis dirigida al sitio.

El polinucledtido modificado puede contener una insercién, sustitucion o delecion de uno o mas nucledtidos
presentes en la secuencia de reconocimiento de ADN CCWGG. En algunas realizaciones de la divulgacion, el
polinucledtido de interés modificado puede contener una insercion, sustitucion o delecién de uno o mas nucleétidos
presentes en la secuencia de reconocimiento de ADN CCAGG (SEQ ID NO: 9). En algunas realizaciones de la
divulgacion, el polinucledtido de interés modificado puede contener una insercion, sustitucién o deleciéon de uno o
mas nucledtidos presentes en la secuencia de reconocimiento de ADN CCTGG (SEQ ID NO: 10). En algunas
realizaciones, el polinucleétido de interés modificado puede contener una insercion, sustitucién o deleciéon de uno o
mas nucledtidos presentes en la secuencia de reconocimiento de ADN CCAGG (SEQ ID NO: 9) y puede contener
una insercion, sustitucion o delecidon de uno o mas nucleétidos presentes en la secuencia de reconocimiento de ADN
CCTGG (SEQ ID NO: 10), por ejemplo, como en el plasmido resistente a Cacl pDW265 divulgado en el ejemplo 6 de
la presente solicitud. Ademas, la mutagénesis puede realizarse usando cualquier combinacion de métodos de
mutagenizacion.

Metiltransferasas

La divulgacién también proporciona composiciones de metiliransferasas especificas que actdan en células
clostridiales para proteger a los acidos nucleicos de la escision por endonucleasas asi como métodos de
identificacion y uso de los mismos. En una realizacion de la divulgacion, la secuencia de acido nucleico o secuencia
de aminoacidos de M.Cacl puede usarse para disefiar una sonda de acido nucleico para identificar y clonar ADN que
codifica para polipéptidos que tienen actividad metiliransferasa a partir de cepas de diferentes géneros o especies
segun métodos bien conocidos en la técnica.

Pueden obtenerse metiltransferasas de la invencién a partir de diversas especies clostridiales, por ejemplo, C.
aceticum y C. ljungdhalii. En particular, tales sondas pueden usarse para la hibridacion con el ADN gendmico del
género o especie de interés, seguido por procedimientos de transferencia de tipo Southern convencionales, con el
fin de identificar y aislar el gen correspondiente en el mismo. Tales sondas puede ser considerablemente mas cortas
que las secuencias completas, pero deben ser de al menos 14, preferiblemente al menos 25, mas preferiblemente al
menos 35, y lo mas preferiblemente al menos 70 nucleétidos de longitud. Pueden usarse tanto sondas de ADN como
de ARN, y las sondas pueden marcarse para detectar el gen correspondiente (por ejemplo, con 32P, 3H, 35S,
biotina o avidina). Tales sondas se abarcan en la presente divulgacion.
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Puede usarse metilacion de diversos modos, por ejemplo, metilacion in vitro o metilacion in vivo.
Metilacion in vitro

La elusién de un sistema de restriccion-modificacion clostridial puede lograrse usando metilacion in vitro de uno o
mas polinucledtidos de interés seguido por su introduccién en una célula huésped clostridial.

En primer lugar se analiza un polinucleétido de interés para confirmar la presencia de una o mas secuencias de
reconocimiento de ADN de endonucleasa de restriccion Cacl, CCWGG. En algunas realizaciones, el polinucleétido
de interés comprende una o mas secuencias de reconocimiento de ADN CCAGG (SEQ ID NO. 9). En algunas
realizaciones, el polinucleétido comprende una o mas secuencias de reconocimiento de ADN CCTGG (SEQ ID NO:
10). En algunas realizaciones, el polinucledtido de interés comprende una o mas secuencias de reconocimiento de
ADN CCAGG (SEQ ID NO: 9) y CCTGG (SEQ ID NO: 10).

Los ejemplos no limitativos de métodos de analisis de secuencias incluyen secuenciacion de Maxam-Gilbert,
secuenciacion de Sanger, secuenciacion de ADN en alineamiento capilar, secuenciacion de ciclo térmico (Sears et
al., Biotechniques, 13:626-633 (1992)), secuenciacion en fase solida (Zimmerman et al., Methods in Molecular Cell
Biology, 3:39-42 (1992)), secuenciacion con espectrometria de masas tal como espectrometria de masas de
desorcioén/ionizacion por laser asistida por matriz tiempo de vuelo (MALDI-TOF/MS; Fu et al., Naure Biotechnology,
16:381-384 (1998)), y secuenciacion mediante hibridacion. Chee ef al., Science, 274:610-614 (1996); Drmanac et al.,
Science, 260:1649-1652 (1993); Drmanac et al., Nature Biotechnology, 16:54-58 (1998).

Una vez confirmada la presencia de una o mas de las secuencias de reconocimiento de ADN de Cacl en un
polinucledtido de interés, se usa una metiltransferasa para metilar la secuencia CCWGG (W = T o A) in vitro. Esto
puede lograrse, por ejemplo, transformando la secuencia codificante de una metiltransferasa (por ejemplo, una
metiltransferasa con una identidad de secuencia de al menos el 90% con SEQ ID NO: 2) que reconoce la secuencia
de reconocimiento de ADN CCWGG (W = T o A) en un vector capaz de expresion en una célula huésped
recombinante (por ejemplo, un vector pBAD33 inducible por arabinosa capaz de expresion en E. coli). Este vector
que comprende un polinucleétido que codifica para una metiltransferasa que reconoce especificamente CCWGG (W
=T o A) puede transformarse en una célula huésped recombinante (por ejemplo, una célula de E. coli) y cultivarse
en condiciones adecuadas (por ejemplo, tal como se describe en el ejemplo 4 de la presente solicitud) para la
produccion de la ADN metiltransferasa codificada. La ADN metiltransferasa producida puede entonces recuperarse y
purificarse usando métodos bien conocidos en la técnica tales como cromatografia (por ejemplo, de intercambio
idnico, de afinidad, hidréfoba, cromatoenfoque y de exclusion molecular), procedimientos electroforéticos (por
ejemplo, isoelectroenfoque preparativo) y solubilidad diferencial (por ejemplo, precipitacion con sulfato de amonio).
Véanse, por ejemplo, Protein Purification, J.C. Janson y Lars Ryden, (eds), VCH Publishers, Nueva York, NY 1989; y
Lodish et al. (eds.), 2000. Purifying, Detecting, and Characterizing Proteins, en Molecular Biology of the Cell, 42
edicion, incorporados por el presente documento en su totalidad, particularmente en lo que se refieren a la
purificacién de proteinas. La metiltransferasa purificada puede usarse entonces para metilar el polinucleétido de
interés in vitro usando S-adenosil-L-metionina y protocolos de metilacion del ADN que se conocen bien en la técnica,
dando como resultado por tanto la formacion de S-adenosil-L-homocisteina y polinucleétido metilado. La metilacion
del polinucledtido de interés puede confirmarse usando marcaje radiactivo con [3H]S-adenosilmetionina y mapeo y
secuenciacion de sitios de metilacion individuales (por ejemplo, Bitinaite et al., 1992, Nucleic Acids Research, vol.
20: 4981-4985), asi como ensayos basados en secuenciacién de Sanger (por ejemplo, Bart et al., 2005, Nucleic
Acids Research, vol. 33: e124) o secuenciacion de ADN en una sola molécula, en tiempo real (SMRT) (por ejemplo,
Clark et al,, 2012, Nucleic Acids Research, vol. 40, No. 4, €29). Todas las referencias citadas en el presente
documento se incorporan por el presente documento en su totalidad, particularmente en lo que se refieren a ensayos
de metilacién y mapeo de sitios de metilacion.

En algunas realizaciones de la presente invencion, puede usarse un polinucleétido que codifica para una
metiltransferasa con una identidad de secuencia de al menos el 90% con SEQ ID NO: 1 que reconoce
especificamente sitios de reconocimiento de ADN CCWGG (W = T o A). En otras realizaciones, puede usarse un
polinucleétido que codifica para una metiltransferasa con una identidad de secuencia de al menos el 90% con SEQ
ID NO: 2 que reconoce especificamente sitios de reconocimiento de ADN CCWGG (W = T o A). En otras
realizaciones, puede obtenerse un polinucleétido que codifica para una metiltransferasa con una identidad de
secuencia de al menos el 90% con SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2 a través de métodos de sintesis quimica (por
ejemplo, DNAZ2.0) o crearse usando técnicas de biologia molecular convencionales.

En algunas realizaciones de la presente divulgacion, puede usarse un polinucleétido aislado que tiene una identidad
de secuencia de acido nucleico de al menos aproximadamente cualquiera del 20%, el 25%, el 30%, el 35%, el 40%,
el 45%, el 50%, el 55%, el 60%, el 65%, el 70%, el 75%, el 80%, el 85%, el 90%, el 91%, el 92%, el 93%, el 94%, el
95%, el 96%, el 97%, el 98%, el 99%, el 99,5%, el 99,9% o el 100% con SEQ ID NO. 1, en el que el polinucleétido
codifica para un polipéptido con actividad metiltransferasa que reconoce especificamente CCWGG (W = T o A). En
otras realizaciones de la presente divulgacion, puede usarse un polinucleétido aislado que tiene una identidad de
secuencia de acido nucleico de al menos aproximadamente cualquiera del 20%, el 25%, el 30%, el 35%, el 40%, el
45%, el 50%, el 55%, el 60%, el 65%, el 70%, el 75%, el 80%, el 85%, el 90%, el 91%, el 92%, el 93%, el 94%, el
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95%, el 96%, el 97%, el 98%, el 99%, el 99,5%, el 99,9%, o el 100% con SEQ ID NO. 2, en el que el polinucleétido
codifica para un polipéptido con actividad metiltransferasa que reconoce especificamente CCWGG (W =T o A).

En algunas realizaciones, la presente invencion se refiere a un polipéptido aislado que comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de al menos el 90% con SEQ ID NO. 3, en el que dicho
polipéptido es capaz de metilar un polinucledtido en SEQ ID NO. 9 y/o SEQ ID NO. 10. En otras realizaciones, la
presente divulgacion se refiere a un polipéptido aislado que tiene una identidad de secuencia de aminoacidos de al
menos aproximadamente cualquiera del 20%, el 25%, el 30%, el 35%, el 40%, el 45%, el 50%, el 55%, el 60%, el
65%, el 70%, el 75%, el 80%, el 85%, el 90%, el 91%, el 92%, el 93%, el 94%, el 95%, el 96%, el 97%, el 98%, el
99%, el 99,5%, el 99,9% o el 100% con SEQ ID NO. 3, en el que dicho polipéptido es capaz de metilar un
polinucleétido en SEQ ID NO. 9 y/o SEQ ID NO. 10. En todavia otras realizaciones, el polipéptido aislado que tiene
actividad metiltransferasa que es capaz de metilar un polinucleétido en una secuencia que comprende CCWGG es
SEQ ID NO. 3.

Una vez que se han metilado uno o mas polinucleétidos de interés, estos polinucleétidos de interés pueden
introducirse en células huésped clostridiales usando métodos de transformacién tales como electroporacion,
conjugacion, transformacion de protoplastos, pistola génica u otro método de transformacién conocido en la técnica
o comentado en cualquiera de los ejemplos de la presente solicitud. Véanse, por ejemplo, Davis et al., “Gene cloning
in Clostridia” (P. Durre, P., ed. (2005) Handbook on Clostridia); Current Protocols in Molecular Biology (F.M. Ausubel
et al. (eds) capitulo 9, 1987); Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 ed., Cold Spring Harbor,
1989; Campbell et al., Current Genetics, vol. 16: 53-56, 1989.

Metilacion in vivo (vectores lanzadera)

En algunas realizaciones de la presente invencion, la elusion de un sistema de restriccion-modificacion clostridial
puede lograrse usando metilacién in vivo y vectores lanzadera capaces de propagarse en dos o0 mas especies
huésped diferentes. Ademas de contener cualquier polinucledtido de interés (por ejemplo, polinucleétidos que
codifican para la enzima isopreno sintasa y/o cualquier componente de la ruta de DXP), los vectores lanzadera
pueden contener un polinucleétido que codifica para una metiltransferasa que reconoce especificamente CCWGG
(W =T o A). Alternativamente, la metiltransferasa que reconoce especificamente CCWGG puede proporcionarse en
un plasmido diferenciado (por ejemplo, tal como se describe en los ejemplos 7 - 10).

Vectores lanzadera a modo de ejemplo son capaces de replicarse en E. coli y en un anaerobio obligado, tal como
Clostridium aceticum. Véase, por ejemplo, Heap et al., 2009, Journal of Microbiological Methods, vol. 78: 79-85, al
que se hace referencia por el presente documento, particularmente con respecto a la creacion y los componentes de
vectores lanzadera para su uso entre E. coli y especies bacterianas clostridiales.

Se conocen bien en la técnica métodos usados para ligar un constructo (por ejemplo constructo de ADN) que
comprende un polinucledtido de interés (por ejemplo, un acido nucleico de metiltransferasa o endonucleasa), un
promotor, un terminador y otras secuencias y para insertarlos en un vector adecuado. Por ejemplo, pueden usarse
enzimas de restriccion para manipular genéticamente acido nucleico de metiltransferasa o endonucleasa de manera
que pueda ponerse en uno o mas vectores. Entonces, los extremos compatibles del acido nucleico de
metiltransferasa o endonucleasa escindido y el vector escindido pueden ligarse. La union se consigue generalmente
mediante ligacion en sitios de restriccion convenientes. Si tales sitios no existen, se usan ligadores
oligonucleotidicos sintéticos segun la practica convencional. Véase Sambrook et al., (1989), Molecular Cloning: A
Laboratory Manual (22 ed., Cold Spring Harbor), al que se hace referencia por el presente documento,
particularmente con respecto al aislamiento de ADN, la construccion de vectores y el uso de ligadores
oligonucleotidicos. Adicionalmente, pueden construirse vectores usando técnicas de recombinacion conocidas (por
ejemplo, Invitrogen Life Technologies, tecnologia Gateway), o pueden adquirirse de proveedores comerciales de
polinucledtidos quimicamente sintetizados (por ejemplo, DNA2.0). Los plasmidos lanzadera de la invencion
reivindicada pueden crearse usando cualquier combinacién de métodos bien conocidos en la técnica, incluyendo los
descritos en cualquiera de los ejemplos de la presente solicitud.

Por ejemplo, para transformar satisfactoriamente C. aceticum con ADN heterélogo, pueden construirse vectores
lanzadera para la propagacion en E. coli tal como se describe en el ejemplo 7 de la presente solicitud. En resumen,
la construccion de una serie de vectores lanzadera modulares entre E. coli y diversas especies bacterianas
clostridiales (conocida como “la serie pMTL80000”) se describe en Heap et al.,, 2009 Journal of Microbiological
Methods, vol. 78: 79-85. Estos vectores pMTL80000 portan de uno a cuatro replicones Gram-positivos, un origen de
replicacion p15A o ColE1 en E. coli, un sitio de clonacién multiple con terminadores transcripcionales flanqueantes y
un marcador resistente a antibiéticos seleccionado del grupo de, catP, ermB, aad9 o tetA. Algunos de los vectores
también portan un promotor de ferredoxina de C. sporogenes (Pfdx) y un sitio de union al ribosoma (RBS) o un
promotor de tiolasa de C. acetobutylicum y RBS para la expresion génica.

Para crear el vector lanzadera pDW280, se amplificé la estructura principal de plasmido de pMCS203 (también

conocido como plasmido pMTL85151) mediante PCR (PfuUltra 1l, Agilent Technologies) usando los pares de
cebadores indicados en la tabla 4 (por ejemplo, GA CA1_1 203 Dir y GA CA1_1 203 Inv). El mapa de plasmido y la
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secuencia de ADN para pMCS203 se proporcionan en la figura 8 y la figura 9A-B, respectivamente. El plasmido
pCA1 se amplificé usando los pares de cebadores indicados (por ejemplo, GA CA1_1 Plasmido Dir y GA CA1_1
Plasmido Inv, tal como se enumeran en la tabla 4). El mapa de plasmido y la secuencia de ADN para pCA1 se
proporcionan en la figura 6 y la figura 7A-B, respectivamente. Se purificaron productos de PCR del peso molecular
apropiado mediante electroforesis en gel (Qiagen) y se combinaron usando el kit de clonacién sin costuras GeneArt
(Life Technologies). Entonces se transformaron estos productos de PCR en células E. coli TOP10 quimicamente
competentes (Life Technologies) segun el protocolo recomendado por el fabricante. Se recuperaron células y se
sembraron en placa sobre medio selectivo, y se seleccionaron transformantes resistentes a cloranfenicol para su
analisis adicional. Se hicieron crecer colonias individuales durante la noche en medio LB selectivo, y el dia siguiente
se purificaron plasmidos (Qiagen) y se compararon los pesos moleculares con el del plasmido pCA1 original
mediante electroforesis en gel. Esto dio como resultado el plasmido pDW264.

Tal como se indica en el mapa de plasmido pDW264 mostrado en la figura 20, el vector lanzadera pDW264 contiene
el plasmido pCA1 de Clostridium aceticum nativo y casetes de ADN que permiten la replicacion en E. coli, la
transferencia conjugativa y la resistencia al antibioético cloranfenicol. La secuencia de ADN para pDW264 se muestra
en la figura 22A-C. A continuacion, se corté pDW264 con las enzimas de restriccion Fsel y Pmel (New England
Biolabs), siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante, para eliminar el casete de resistencia a cloranfenicol.
Este vector se ligd entonces (ligasa de T4, NEB) a un casete de resistencia a eritromicina que se habia aislado a
partir del molde pDW265 mediante digestion por restriccion con Fsel, Pmel y Ascl, y se transformo en células de E.
coli quimicamente competentes Top10 (Life Technologies), usando técnicas de biologia molecular convencionales.
El plasmido lanzadera conjugativo resultante, pDW280, contenia toda la secuencia nativa de pCA1 de Clostridium
aceticum, un origen de transferencia, un origen de replicacion en E. coli y el casete de resistencia a eritromicina. El
mapa de plasmido y la secuencia para pDW280 se proporcionan en la figura 27 y la figura 28A-C, respectivamente.

El vector lanzadera resultante puede introducirse en una célula huésped que comprende una metiltransferasa que
reconoce especificamente la secuencia de reconocimiento de ADN CCWGG (por ejemplo, una célula huésped de E.
coli S17-1 que expresa metiliransferasa M.Cacl a partir de un plasmido pDW268) para el fin de metilar el vector
lanzadera. En algunas realizaciones, el vector lanzadera puede metilarse en una secuencia que comprende
CCWGG. En algunas realizaciones, el vector lanzadera puede metilarse en una secuencia que comprende CCAGG
(SEQ ID NO: 9). En algunas realizaciones, el vector lanzadera puede metilarse en una secuencia que comprende
CCTGG (SEQ ID NO: 10). En algunas realizaciones, el vector lanzadera puede metilarse en CCWGG. En algunas
realizaciones, el vector lanzadera puede metilarse en la secuencia de reconocimiento de ADN CCAGG (SEQ ID NO:
9) y/o en la secuencia de reconocimiento de ADN CCTGG (SEQ ID NO: 10).

El vector lanzadera metilado puede aislarse entonces e introducirse en una célula huésped bacteriana de
Clostridium para la expresion del polinucleétido de interés. La introduccion del ADN metilado en la célula huésped
bacteriana de Clostridium puede lograrse mediante los métodos descritos en cualquiera de los ejemplos de la
presente solicitud (por ejemplo, conjugacion tal como se describe en el ejemplo 10), o mediante el uso o la
adaptacion de otros métodos de transformacion bien conocidos en la técnica. Véanse, por ejemplo, D. Parke, 1990.
Construction of mobilizable vectors derived from plasmids RP4, pUC18 y pUC19. Gene, vol. 93: 135-137; Simon et
al., 1983. A broad host range mobilization system for in vivo genetic engineering: transposon mutagenesis in Gram
negative bacteria. Bio-Technology, vol. 1: 784-791; y McFalane et al., A simplified method for conjugal gene transfer
into the filamentous cyanobacterium Anabaena sp. ATCC 27893. Journal of Microbiological Methods, vol. 6: 301-305,
todos los cuales se incorporan en el presente documento en su totalidad, particularmente con respecto a la
conjugacion, células E. coli S17-1 y la creacion y el uso de vectores lanzadera bacterianos.

Puede usarse cualquier plasmido o vector lanzadera, tal como cualquiera de los plasmidos lanzadera descritos en la
presente divulgacion (por ejemplo, pDW280, pMCS537, pMCS244, pMCS245, pMCS200 o pMCS201) y/o cualquiera
de los plasmidos lanzadera descritos en Heap et al., (2009), Journal of Microbiological Methods, vol. 78: 79-85.

Puede usarse una diversidad de células huésped para contener, transferir o expresar las metiltransferasas. Las
células huésped a modo de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, cepas de Escherichia tales como células de
Escherichia coli S17-1. En ofras realizaciones, puede usarse cualquier especie bacteriana que pertenezca al género
Clostridium para contener, transferir o expresar las metiltransferasas. En algunas realizaciones, las metiltransferasas
se obtienen a partir de y/o se derivan de especies bacterianas clostridiales, tales como C. aceticum y/o C. ljungdabhlii.

Acidos nucleicos y polipéptidos a modo de ejemplo

Pueden usarse diversas metiltransferasas, endonucleasas de restriccion y otros polipéptidos y acidos nucleicos (o
bien individualmente o en cualquier combinacién) en las composiciones y métodos de la presente divulgacion.

En algunas realizaciones, un acido nucleico que codifica para una metiltransferasa o una endonucleasa de
restriccion esta operativamente unido a otro acido nucleico que codifica para una o mas secuencias de control que
facilitan la expresion de los polipéptidos codificados. “Operativamente unido” se refiere a uno o mas genes que se
han colocado bajo el control regulatorio de un promotor, que luego controla la transcripcién y opcionalmente la
traduccion de esos genes. En la construccion de combinaciones de genes promotores/estructurales heterélogos, se
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prefiere generalmente colocar el promotor o la secuencia genética a una distancia del sitio de inicio de la
transcripcion génica que es aproximadamente la misma que la distancia entre ese promotor o secuencia genética y
el gen que controla en su entorno natural; es decir el gen del que se deriva el promotor o la secuencia genética. Tal
como se conoce en la técnica, puede tener cabida algo de variacion sin pérdida de funcién. De manera similar, la
colocacion preferida de un elemento de secuencia reguladora con respecto a un gen heterélogo que va a ponerse
bajo su control se define mediante la colocacion del elemento en su entorno natural; es decir, los genes de los que
se deriva.

En algunas realizaciones, el acido nucleico tiene una o mas mutaciones en comparacion con la secuencia de un
acido nucleico de metiliransferasa o endonucleasa de tipo natural (es decir, una secuencia que se produce en la
naturaleza). En algunas realizaciones, el acido nucleico tiene una o mas mutaciones (por ejemplo, una mutacion
silenciosa) que aumentan la transcripcion o translacion del acido nucleico. En algunas realizaciones, el acido
nucleico es una variante degenerada de cualquier acido nucleico que codifica para una metiltransferasa o
endonucleasa.

Tal como entenderan los expertos en la técnica, las secuencias de polinucleétido de esta invencién pueden incluir
secuencias gendmicas, secuencias extragenomicas y codificadas por plasmidos y segmentos génicos disefiados por
ingenieria genética mas pequefios que expresan, o pueden adaptarse para expresar, proteinas, polipéptidos,
péptidos y similares. Tales segmentos pueden aislarse de manera natural, o modificarse de manera sintética por la
mano del hombre.

Los polinucleétidos pueden ser monocatenarios (codificantes o antisentido) o bicatenarios, y pueden ser moléculas
de ADN (genomico, ADNc o sintético) o de ARN. Pueden estar presentes, pero no necesariamente, secuencias
codificantes o no codificantes adicionales dentro de un polinucleétido de la presente invencion, y un polinucleétido
puede estar unido, pero no necesariamente, a otras moléculas y/o materiales de soporte.

Los polinucledtidos pueden comprender una secuencia nativa (es decir, una secuencia enddgena) o pueden
comprender una variante, o un equivalente funcional biolégico de una secuencia de este tipo. Las variantes de
polinucledtido pueden contener una o mas sustituciones, adiciones, deleciones y/o inserciones. En algunas
realizaciones, la actividad enzimatica del polipéptido codificado no esta sustancialmente disminuida en relaciéon con
el polipéptido no modificado. En algunas realizaciones, la actividad enzimatica del polipéptido codificado mejora (por
ejemplo, se optimiza) en relacion con el polipéptido no modificado. En otras realizaciones, la actividad enzimatica del
polipéptido codificado esta sustancialmente disminuida en relacién con el polipéptido no modificado. El efecto sobre
la actividad enzimatica del polipéptido codificado puede evaluarse generalmente tal como se describe en el presente
documento.

Tal como entenderan los expertos en la técnica, puede ser ventajoso en algunos casos producir secuencias de
nucledtidos que codifican para polipéptidos que presentan codones que no se producen de manera natural. Por
ejemplo, los codones preferidos por un huésped procariota o eucariota particular pueden seleccionarse para
aumentar la velocidad de expresion de la proteina o para producir un transcrito de ARN recombinante que tiene
propiedades deseables, tales como una semivida que es mas larga que la de un transcrito generado a partir de la
secuencia que se produce de manera natural. Tales nucledtidos se denominan normalmente “de codones
optimizados”. Cualquiera de las secuencias de nucleétidos descritas en el presente documento puede utilizarse en
una forma “de codones optimizados”. Ademas, las secuencias de polinucleétido de la presente invencion pueden
disefiarse por ingenieria genética usando métodos generalmente conocidos en la técnica con el fin de alterar las
secuencias codificantes de polipéptidos por una variedad de motivos, incluyendo pero sin limitarse a, alteraciones
que modifican la clonacion, el procesamiento, la expresion y/o la actividad del producto genético.

Los polinucleétidos pueden comprender un “acido nucleico heterélogo”, cuya secuencia es de otra especie distinta
de la célula huésped u otra cepa de la misma especie de célula huésped. En algunas realizaciones, la secuencia no
es idéntica a la de otro acido nucleico que se encuentra de manera natural en la misma célula huésped. En algunas
realizaciones, un acido nucleico heterdlogo no es idéntico a un acido nucleico de tipo natural que se encuentra en la
misma célula huésped en la naturaleza.

Los polinucleétidos de la presente invencion, independientemente de la longitud de la propia secuencia codificante,
pueden combinarse con otras secuencias de ADN, tales como promotores, sitios de enzimas de restriccion
adicionales, sitios de clonacidon multiple, otros segmentos codificantes, y similares, de manera que su longitud global
puede variar considerablemente. Por tanto, se contempla que pueda emplearse un fragmento de polinucleétido de
casi cualquier longitud, estando la longitud total preferiblemente limitada por la facilidad de preparacién y uso en el
protocolo de ADN recombinante previsto.

Los polinucledtidos y las fusiones de los mismos pueden prepararse, manipularse y/o expresarse usando cualquiera
de una variedad de técnicas bien establecidas conocidas y disponibles en la técnica. Por ejemplo, pueden usarse
secuencias de polinucleétido que codifican para polipéptidos de la invencién, o proteinas de fusiéon o equivalentes
funcionales de las mismas en moléculas de ADN recombinante para dirigir la expresién de una enzima seleccionada
en células huésped apropiadas. Debido a la degeneracion inherente del codigo genético, pueden producirse otras
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secuencias de ADN que codifican sustancialmente para la misma o una secuencia de aminoacidos funcionalmente
equivalente y estas secuencias pueden usarse para clonar y expresar un polipéptido dado.

En algunas realizaciones, el polipéptido es un polipéptido aislado. Tal como se usa en el presente documento, un
“polipéptido aislado” no es parte de una biblioteca de polipéptidos, tal como una biblioteca de 2, 5, 10, 20, 50 0 mas
polipéptidos diferentes y esta separado de al menos un componente con el que aparece en la naturaleza. Puede
obtenerse un polipéptido aislado, por ejemplo, mediante la expresion de un acido nucleico recombinante que codifica
para el polipéptido.

En algunas realizaciones, el polipéptido es un polipéptido heterélogo. Por “polipéptido heterdlogo” quiere decirse un
polipéptido cuya secuencia de aminoacidos no es idéntica a la de otro polipéptido expresado de manera natural en la
misma célula huésped. En particular, un polipéptido heterélogo no es idéntico a un polipéptido de tipo natural que se
encuentra en la misma célula huésped en la naturaleza.

Con el fin de expresar un polipéptido deseado, puede insertarse una secuencia de nucleétidos que codifica para el
polipéptido, o un equivalente funcional, en un vector de expresion apropiado, es decir, un vector que contiene los
elementos necesarios para la transcripcion y traduccidon de la secuencia codificante insertada. Pueden usarse
métodos que conocen bien los expertos en la técnica para construir vectores de expresion que contienen secuencias
que codifican para un polipéptido de interés y elementos de control de la transcripcion y traduccion apropiados.
Estos métodos incluyen técnicas de ADN recombinante in vitro, técnicas de sintesis y recombinacion genética in
vivo. Tales técnicas se describen en Sambrook et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual (1989), y Ausubel et
al., Current Protocols in Molecular Biology (1989).

“Polipéptido”, “fragmento de polipéptido”, “péptido” y “proteina” se usan indistintamente en el presente documento
para referirse a un polimero de residuos de aminoacido y a variantes y analogos sintéticos del mismo. Por tanto,
estos términos se aplican a polimeros de aminoacidos en los que uno o mas residuos de aminoacido son
aminoacidos sintéticos que no se producen de manera natural, tales como un analogo quimico de un aminoacido
que se produce de manera natural correspondiente, asi como a polimeros de aminoacidos que se producen de
manera natural. Los polipéptidos incluyen polipéptidos enzimaticos, o “enzimas”, que normalmente catalizan (es
decir, aumentan la velocidad de) diversas reacciones quimicas, (por ejemplo, ADN metiltransferasas o
endonucleasas de restriccion).

La “identidad de secuencia”, tal como se usa en este documento, se refiere al grado en que las secuencias son
idénticas en una base de nucleétido por nucleétido o una base de aminoacido por aminoacido a lo largo de una
ventana de comparacion. Por lo tanto, un “porcentaje de identidad de secuencia” puede calcularse comparando dos
secuencias alineadas de manera optima a lo largo de la ventana de comparacion, determinando el nimero de
posiciones en las que aparece una base de acido nucleico (por ejemplo, A, T, C, G, I) o un residuo de aminoacido
(por ejemplo, Ala, Pro, Ser, Thr, Gly, Val, Leu, lle, Phe, Tyr, Trp, Lys, Arg, His, Asp, Glu, Asn, GIn, Cys y Met)
idéntico en ambas secuencias para obtener el nimero de posiciones coincidentes, dividiendo el numero de
posiciones coincidentes entre el nimero total de posiciones en la ventana de comparacion (es decir, el tamafio de la
ventana), y multiplicando el resultado por 100 para obtener el porcentaje de identidad de secuencia.

Los términos usados para describir relaciones de secuencia entre dos o mas polinucleétidos o polipéptidos incluyen
“secuencia de referencia”, “ventana de comparacion”, “identidad de secuencia”, “porcentaje de identidad de
secuencia” e “identidad sustancial”. Una “secuencia de referencia” tiene al menos 12 pero con frecuencia de 15 a 18
y a menudo al menos 25 unidades de monémero, incluidos nucledtidos y residuos de aminoacidos, de longitud.
Debido a que dos polinucleétidos pueden comprender cada uno (1) una secuencia (es decir, sélo una porcion de la
secuencia de polinucledtido completa) que es similar entre los dos polinucledtidos, y (2) una secuencia que es
divergente entre los dos polinucledtidos, las comparaciones de secuencias entre dos (0 mas) polinucleétidos se
realizan normalmente comparando secuencias de los dos polinucledtidos a lo largo de una “ventana de
comparacion” para identificar y comparar regiones locales de similitud de secuencia. Una “ventana de comparacion”
se refiere a un segmento conceptual de al menos 6 posiciones contiguas, habitualmente de aproximadamente 50 a
aproximadamente 100, mas habitualmente de aproximadamente 100 a aproximadamente 150 en el que se compara
una secuencia con una secuencia de referencia del mismo nimero de posiciones contiguas después de que la dos
secuencias se alineen de manera optima. La ventana de comparacion puede incluir adiciones o eliminaciones (es
decir, huecos) de aproximadamente el 20% o menos en comparacion con la secuencia de referencia (que no
comprende adiciones o deleciones) para una alineacion 6ptima de las dos secuencias. La alineacion 6ptima de
secuencias para alinear una ventana de comparacion puede realizarse mediante implementaciones computarizadas
de algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en la version 7.0 del paquete de software Wisconsin Genetics,
Genetics Computer Group, 575 Science Drive Madison, WI, EE. UU.) o mediante inspeccion y la mejor alineacion
(es decir, que da como resultado el porcentaje de homologia mas alto a lo largo de la ventana de comparacion)
generada por cualquiera de los diversos métodos seleccionados.

También puede hacerse referencia a la familia de programas BLAST tal como divulgan por ejemplo Altschul et al.,

1997, Nucl. Acids Res. 25:3389. Una discusion detallada del analisis de secuencias puede encontrarse en la unidad
19.3 de Ausubel et al., “Current Protocols in Molecular Biology”, John Wiley & Sons Inc., 1994-1998, capitulo 15.
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Ademas, pueden usarse programas convencionales de alineacion de secuencias y/o prediccion de estructuras para
identificar polipéptidos y acidos nucleicos de metiltransferasa o endonucleasa adicionales basandose en la similitud
de su estructura secundaria polipeptidica predicha y/o primaria con la de polipéptidos y acidos nucleicos de
metiltransferasa o endonucleasa conocidos. Pueden usarse también bases de datos convencionales tales como la
base de datos SwissProt-Trembl (pagina web en “expasy.org”, Swiss Institute of Bioinformatics Swiss-Prot group
CMU-1 rue Michel Servet CH-1211 Ginebra 4, Suiza) para identificar polipéptidos y acidos nucleicos de
metiltransferasa o endonucleasa. La estructura secundaria y/o terciaria de un polipéptido de metiltransferasa o
endonucleasa puede predecirse usando los parametros por defecto de programas de prediccion de estructuras
convencionales, tales como PredictProtein. Alternativamente, la estructura secundaria y/o terciaria real de un
polipéptido de metiltransferasa o endonucleasa puede determinarse usando métodos convencionales.

Métodos a modo de ejemplo para aislar acidos nucleicos

Pueden aislarse acidos nucleicos que codifican para metiltransferasas o endonucleasas de restriccion usando
métodos convencionales. Métodos de obtencién de acidos nucleicos deseados a partir de un organismo fuente de
interés (tal como un genoma bacteriano) son comunes y se conocen bien en la técnica de biologia molecular (véase,
por ejemplo, el documento WO 2004/033646 y referencias citadas en el mismo, al que se hace referencia por el
presente documento, particularmente con respecto al aislamiento de acidos nucleicos de interés). Por ejemplo, si la
secuencia del acido nucleico se conoce (tal como cualquiera de los acidos nucleicos conocidos descritos en el
presente documento), pueden crearse bibliotecas genémicas adecuadas mediante digestion por endonucleasas de
restriccion y pueden examinarse con sondas complementarias a la secuencia de acido nucleico deseada. Una vez
que la secuencia se aisla, el ADN puede amplificarse usando métodos de amplificacion dirigida de cebadores
convencionales tales como reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (patente estadounidense n.° 4.683.202, a la
que se hace referencia, particularmente con respecto a métodos de PCR) para obtener cantidades de ADN
adecuadas para la transformacion usando vectores apropiados.

Alternativamente, pueden sintetizarse quimicamente polinucleétidos que codifican para metiltransferasas o
endonucleasas que reconocen especificamente CCWGG (W =T o A) usando métodos convencionales (por ejemplo,
DNA2.0).

Vectores, promotores y otros elementos a modo de ejemplo
Vectores

Cualquiera de los acidos nucleicos de metiltransferasa o endonucleasa descritos en el presente documento (solo o
en cualquier combinacioén) puede incluirse en uno o mas vectores. Por consiguiente, la presente divulgacion también
presenta vectores con uno o mas acidos nucleicos que codifican para cualquiera de los polipéptidos de
metiltransferasa o endonucleasa que se describen en el presente documento. Tal como se usa en el presente
documento, un “vector” significa un constructo que es capaz de administrar, y expresar de manera deseable, uno o
mas acidos nucleicos de interés en una célula huésped. Los ejemplos de vectores incluyen, pero no se limitan a,
plasmidos, vectores virales, vectores de expresion de ADN o ARN, césmidos y vectores de fagos. En algunas
realizaciones, el vector contiene un acido nucleico bajo el control de una secuencia de control de la expresion.

Tal como se usa en este documento, una “secuencia de control de la expresion” significa una secuencia de acido
nucleico que dirige la transcripcion de un acido nucleico de interés. Una secuencia de control de expresion puede
ser un promotor, tal como un promotor constitutivo o inducible, o un potenciador. Un “promotor inducible” es un
promotor que es activo bajo una regulaciéon ambiental o de desarrollo, tal como un promotor inducible por arabinosa.
La secuencia de control de la expresion esta operativamente unida al segmento de acido nucleico que va a
transcribirse.

En algunas realizaciones, el vector contiene un marcador selectivo. El término “marcador selectivo” se refiere a un
acido nucleico capaz de expresarse en una célula huésped que permite una facil seleccion de aquellas células
huésped que contienen un acido nucleico o vector introducido. Los ejemplos de marcadores seleccionables incluyen,
pero no se limitan a, acidos nucleicos de resistencia a antibidticos (por ejemplo, eritromicina, cloranfenicol,
tiamfenicol, kanamicina, ampicilina, carbenicilina, gentamicina, higromicina, estreptomicina, fleomicina, bleomicina o
neomicina), y/o acidos nucleicos que confieren una ventaja metabdlica, tal como una ventaja nutricional en la célula
huésped. Vectores adecuados son aquellos que son compatibles con la célula huésped empleada. Los vectores
adecuados pueden derivarse, por ejemplo, de una bacteria, un virus (como el bacteriéfago T7 o un fago derivado de
M-13), un césmido, una levadura o una planta. Los expertos en la técnica conocen protocolos para obtener y usar
tales vectores (véase, por ejemplo, Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 ed., Cold Spring
Harbor, 1989, al que se hace referencia por el presente documento, particularmente con respecto al uso de
vectores).

Promotores
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Se usan promotores adecuados para expresar cualquiera de los acidos nucleicos heterologos descritos en el
presente documento. Pueden usarse promotores adecuados para dirigir la produccién de polipéptidos de
metiltransferasa o endonucleasa, o para reducir la degradacion de polipéptidos de metiltransferasa o endonucleasa
en células huésped.

Pueden usarse promotores adecuados para optimizar la expresiéon de polipéptidos de metiltransferasa o
endonucleasa en una célula huésped. Cualquiera de los acidos nucleicos descritos en el presente documento (por
ejemplo, un acido nucleico que codifica para polipéptidos de metiltransferasa o endonucleasa) puede unirse
operativamente a un promotor. Puede usarse cualquiera de los promotores descritos en el presente documento, tal
como el promotor de Clostridium aceticum nativo contenido en el plasmido pCA1 (SEQ ID NO. 6).

Altos niveles de expresion en determinadas células clostridiales pueden provocar la degradacion del/de los
polipéptido(s) disefiados por ingenieria genética incluyendo metiltransferasas o las endonucleasas. Para mejorar la
producciéon de metiltransferasa o endonucleasa, puede usarse un sistema de expresion inducible que permite tanto
controlar el momento como la magnitud de la expresion del/de los polipéptido(s) disefiado(s) por ingenieria genética.
El control mas estricto puede facilitar la expresion del/de los polipéptido(s) disefiado(s) por ingenieria genética a una
concentracion y un periodo durante el crecimiento de las células que es tdxico para las células, y da como resultado
la produccién de mayores cantidades del polipéptido deseado.

Un promotor usado en cualquiera de las células descritas en el presente documento puede ser un promotor
inducible. Puede usarse un sistema de expresion inducible por arabinosa; por ejemplo, el sistema inducible por
arabinosa PBAD tal como se describe en Guzman et al., “Tight Regulation, Modulation, and High-Level Expression
by Vectors Containing the Arabinose PBAD Promoter”. Journal of Bacteriology, vol. 177, n.° 14: 4121-4130 (julio de
1995), al que se hace referencia por el presente documento, particularmente con respecto a su divulgacion de
vectores pBAD que usan el promotor Pgap inducible por arabinosa. Alternativamente, puede usarse un sistema de
expresion inducible por gluconato, por ejemplo, un sistema de expresion inducible por gluconato endégeno para C.
ljungdabhlii. Se predice que los ORF clju19880 y clju30510 codifican para factores de transcripcion que reprimen la
expresion de genes implicados en la importacion y el metabolismo de gluconato. En presencia de gluconato, el
gluconato se une a y reprime estos factores de transcripcion, permitiendo por tanto la expresion de genes implicados
en la importaciéon y el metabolismo de gluconato. Se ha indicado el ORF clju11610 como “gluconocinasa” en el
genoma de C. ljungdahlii. En Corynebacterium glutamicum, el promotor de gluconato cinasa (nombre alternativo
para gluconocinasa) presenta el aumento mas fuerte en la expresion en respuesta a la induccion con gluconato
(Frunzke et al. 2008, Mol Microbiol., 67(2):305-22). Por tanto, en algunos aspectos, el promotor puede ser un
promotor inducible por gluconato. En algunos aspectos, el promotor puede ser de C. acetobutylicum, C. ljungdahlii,
C. autoethanogenum o C. aceticum. En algunos aspectos, el promotor puede ser el promotor presente en el ORF
clju19880, ORF clju 11610 u ORF clju30510 en una célula anaerobia (por ejemplo, C. ljungdahlii). En algunos
aspectos, el promotor puede ser un promotor de C. aceticum nativo, tal como se encuentra en el plasmido pCA1
(SEQ ID NO. 6). En algunos aspectos, el promotor es un promotor presente en pCA1. En algunos aspectos, el
promotor es un promotor inducible por arabinosa. En algunos aspectos, el promotor es un promotor inducible por
gluconato tal como el promotor de gluconato cinasa. El promotor puede ser también un promotor que se induce
cuando las células se cultivan en presencia de gas de sintesis, hidratos de carbono (por ejemplo, fructosa o
glucosa), o cualquier combinacion de los mismos.

Un promotor usado en cualquiera de las células descritas en el presente documento puede ser un promotor
constitutivo. Los promotores constitutivos no requieren induccién por medios artificiales (tal como IPTG para la
induccion del operén lac) y por tanto pueden dar como resultado una reduccidon de costes considerable para
fermentaciones a gran escala. Pueden usarse promotores constitutivos que funcionan en anaerobios (por ejemplo,
C. acetobutylicum, C. aceticum y C. ljungdahlii). Pueden ser deseables promotores que tienen una baja expresion en
determinadas realizaciones. El promotor de ptb (fosfotransbutirilasa) de C. acetobutylicum es fuertemente activo
durante la fase de crecimiento exponencial de cultivos de C. acetobutylicum. Los promotores que pueden usarse en
la presente invencion pueden tener menos actividad que el promotor de ptb (fosfotransbutirilasa). Se ha mostrado
que el promotor de spollE (proteina de esporulacion de fase Il E), también de C. acetobutylicum, es activo de
manera transitoria en fase estacionaria media. El promotor de spollE (proteina de esporulacion de fase Il E) puede
usarse en la presente invencion. Por tanto, en algunos aspectos, el promotor es el promotor de spollE (por ejemplo,
promotor de spollE de Clostridium acetobutylicum). En algunos aspectos, el promotor tiene una fuerza que esta a un
nivel inferior a ptb (por ejemplo, el promotor tiene una capacidad reducida para dirigir la expresiéon en comparacion
con ptb tal como ptb de Clostridium acetobutylicum). En algunos aspectos, el promotor tiene una fuerza que esta a
un nivel similar a spollE (por ejemplo, el promotor tiene una capacidad similar de dirigir la expresiéon en comparacion
con spollE). En algunos aspectos, el promotor es activo tras la fase de crecimiento exponencial. En algunos
aspectos, el promotor es activo durante la fase de crecimiento lineal. En algunos aspectos, el promotor es activo en
fase estacionaria. En algunos aspectos, el promotor usado en cualquiera de las células descritas en el presente
documento es soélo activo en presencia de sintegas. En algunos aspectos, el promotor expresa la metiltransferasa o
endonucleasa a bajo nivel. En algunos aspectos, el promotor expresa la metiltransferasa o endonucleasa a un nivel
tal que la metiltransferasa o endonucleasa no se escinde por una proteasa o un menor porcentaje de la
metiltransferasa o endonucleasa se escinde por una proteasa. En algunos aspectos, el promotor produce una
expresion de bajo nivel.
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Puede usarse uno cualquiera de los promotores caracterizados o usados en los ejemplos de la presente divulgacion.

Se conocen bien en la técnica promotores, y cualquier promotor que funcione en la célula huésped puede usarse
para la expresion de un acido nucleico de metiltransferasa o endonucleasa en la célula huésped. Las regiones o
promotores de control de la iniciacién, que son utiles para dirigir la expresion de polipéptidos en diversas células
huésped, son numerosos y familiares para los expertos en la técnica (véase, por ejemplo, el documento WO
2004/033646 y referencias citadas en el mismo, a cada una de las que se hace referencia por el presente
documento, particularmente con respecto a vectores para la expresion de acidos nucleicos de interés).
Practicamente cualquier promotor capaz de dirigir estos acidos nucleicos es adecuado para la presente invencion
incluyendo, pero sin limitarse a, lac, trp, T7, tac y trc (Utiles para la expresion en E. coli).

Plasmidos

En diversas realizaciones, un acido nucleico de metiltransferasa o endonucleasa esta contenido en un plasmido de
bajo nimero de copias (por ejemplo, un plasmido que se mantiene a de aproximadamente 1 a aproximadamente 4
copias por célula), plasmido de numero de copias medio (por ejemplo, un plasmido que se mantiene a de
aproximadamente 10 a aproximadamente 15 copias por célula) o plasmido de alto niumero de copia (por ejemplo, un
plasmido que se mantiene a de aproximadamente 50 o mas copias por célula). En algunas realizaciones, el acido
nucleico de metiltransferasa o endonucleasa esta operativamente unido a un promotor Pgap. En algunas
realizaciones, el acido nucleico de metiltransferasa o endonucleasa operativamente unido a un promotor Pgap esta
contenido en un plasmido de ndmero de copias medio o alto. En algunas realizaciones, el acido nucleico de
metiltransferasa o endonucleasa esta operativamente unido a un promotor de Clostridium aceticum nativo, tal como
esta contenido en el plasmido pCA1. En algunas realizaciones, el acido nucleico de metiltransferasa o endonucleasa
operativamente unido a un promotor esta contenido en un plasmido de nimero de copias medio o alto.

En algunas realizaciones, el vector es un plasmido de replicacién que no se integra en un cromosoma en las células.
En algunas realizaciones, parte o la totalidad del vector se integra en un cromosoma en las células. Se proporcionan
ejemplos adicionales de vectores de expresion y/o integracion adecuados en Sambrook et al., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, 22 ed., Cold Spring Harbor, 1989 y Current Protocols in Molecular Biology (F. M. Ausubel et al.
(Eds) 1987, suplemento 30, seccién 7.7.18) a los que se hace referencia por el presente documento, particularmente
con respecto a los vectores. Los vectores particularmente utiles incluyen pFB6, pBR322, PUC18, pUC100 y
pENTR/D.

Otros elementos

También pueden usarse otros elementos de biologia molecular, tales como secuencia de terminacion, origenes de
replicacion y similares.

En algunas realizaciones, el vector de expresion también incluye una secuencia de terminacion. Las regiones de
control de la terminacién también pueden derivarse de diversos genes nativos para la célula huésped. En algunas
realizaciones, la secuencia de terminacion y la secuencia del promotor se derivan de la misma fuente. En otra
realizacion, la secuencia de terminacion es endégena para la célula huésped. Opcionalmente, puede incluirse un
sitio de terminacion. Para la expresion eficaz de los polipéptidos, el ADN que codifica para el polipéptido se une
operativamente a través de codones de iniciacion a regiones de control de la expresion seleccionadas de manera
que la expresion da como resultado la formacién del ARN mensajero apropiado.

Puede incorporarse un acido nucleico de metiltransferasa o endonucleasa en un vector, tal como un vector de
expresion, usando técnicas convencionales (Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor, 1982, al que se hace referencia por el presente documento, particularmente con respecto a la seleccion de
secuencias de ADN apropiadas y la construccion de vectores). Los métodos usados para ligar el constructo de ADN
que comprende un acido nucleico de interés (tal como un acido nucleico de metiltransferasa o endonucleasa), un
promotor, un terminador y otras secuencias, y para insertarlos en un vector adecuado, se conocen bien en la
técnica. Por ejemplo, pueden usarse enzimas de restriccion para escindir el acido nucleico de metiltransferasa o
endonucleasa y el vector. Luego, los extremos compatibles del acido nucleico de metiltransferasa o endonucleasa
escindido y el vector escindido pueden ligarse. La unién se realiza generalmente mediante ligacion en sitios de
restriccion convenientes. Si tales sitios no existen, se usan ligadores oligonucleotidicos sintéticos segun la practica
convencional (véanse Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 ed., Cold Spring Harbor, 1989 y
Bennett y Lasure, More Gene Manipulations in Fungi, Academic Press, San Diego, pags. 70-76, 1991, a los que se
hace referencia por el presente documento, particularmente con respecto a los ligadores oligonucleotidicos).
Ademas, pueden construirse vectores usando técnicas de recombinacion conocidas (por ejemplo, Invitrogen Life
Technologies, tecnologia Gateway).

Pueden usarse diferentes tipos de origenes de replicacion. Pueden usarse uno, dos o mas origenes de replicacion.

Los origenes de replicacion pueden ser de diferentes organismos y/o organismos Gram-positivos o Gram-negativos.
En los ejemplos se describen adicionalmente usos a modo de ejemplo de origenes de replicacion para poner en
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practica la invencion.
Meétodos de transformacion clostridial

Actualmente, los métodos de transformacion clostridial incluyen pero no se limitan a: (i) electroporacion, mediante la
cual se exponen células a campos eléctricos de alta intensidad que provocan que la membrana celular se vuelva
transitoriamente porosa, permitiendo por tanto la entrada de ADN dentro de la célula; (ii) transferencia conjugativa (o
conjugacion) de ADN de plasmido de un organismo donador tal como E. coli, mediante la cual se transfiere ADN de
la célula donadora a una célula receptora a través de contacto de célula a célula; (iii) transformacion de protoplastos,
mediante lo cual la pared de células clostridiales se elimina enzimatica o quimicamente para formar protoplastos que
incorporan plasmidos en su citoplasma cuando se incuban con ADN; y/o (iv) pistola génica (sistema de
administracion de particulas biolisticas), mediante la cual una pequefia particula de metal pesado se recubre con
ADN de plasmido y posteriormente se impulsa a alta velocidad hacia la célula bacteriana. Estas y otras técnicas de
transformacion se describen en la técnica, véanse por ejemplo, Davis et al., “Gene cloning in Clostridia” (P. Durre,
P., ed. 2005) Handbook on Clostridia); Current Protocols in Molecular Biology (F.M. Ausubel et al. (eds) capitulo 9,
1987); Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 ed., Cold Spring Harbor, 1989; Campbell et al.,
Current Genetics, vol. 16: 53-56, 1989.

Pueden generarse cebadores, oligonucledtidos y polinucleétidos empleados en la presente invencién usando
técnicas convencionales conocidas en la técnica.

Sistemas de expresion clostridial

La presente divulgacion proporciona sistemas de expresion de Clostridium para la produccion de uno o mas
bioproductos industriales (por ejemplo, isopreno, butadieno o etanol). El sistema de expresion puede incluir cualquier
combinacién de elementos requeridos para la produccion de uno o mas bioproductos industriales. En algunas
realizaciones de la divulgacion, el sistema puede incluir uno o mas de: (a) una metiltransferasa (por ejemplo, un
plasmido que comprende pDW268 o pMCS466), (b) un plasmido lanzadera (por ejemplo, pDW280, pMCS537,
pMCS200, pMCS201, pMCS444 o PMCS445), (c) una célula bacteriana de E. coli capaz de interaccionar con una
célula bacteriana de Clostridium para permitir la transferencia de (a) y (b); y (d) una célula bacteriana de Clostridium
capaz de interaccionar con una célula bacteriana de Escherichia de manera que el uno o mas acidos nucleicos se
expresan en la célula bacteriana de Clostridium. En algunas realizaciones de la divulgacion, la célula de bacterias de
E. coli capaz de interaccionar con una célula bacteriana de Clostridium es una célula de E. coli S17-1. En algunas
realizaciones de la divulgacion la célula bacteriana de Clostridium capaz de interaccionar con una célula bacteriana
de Escherichia se selecciona del grupo de Clostridium aceticum, Clostridium ljungdahlii, Clostridium
autoethanogenum o Clostridium acetobutylicum. En algunas realizaciones de la divulgacion el sistema proporciona la
expresion de uno o mas acidos nucleicos de interés (por ejemplo, acidos nucleicos que codifican para isopreno
sintasa o enzimas implicadas en la produccion de etanol a partir de acetil-CoA).

Células huésped para la produccién de bioproductos industriales

Diversos tipos de células bacterianas clostridiales pueden usarse como células huésped para producir bioproductos
industriales. Las células huésped a modo de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, especies del género Clostridium
tales como Clostridium aceticum, Clostridium ljungdahlii, Clostridium acetobutylicum, Clostridium autoenthanogenum.
Las células huésped a modo de ejemplo también incluyen, pero no se limitan a especies del género Clostridium tales
como Clostridium carboxydivorans, Clostridium difficile, Clostridium botulinum, Clostridium tetani, Clostridium
perfringens, Clostridium thermoaceticum (también conocida como Moorella thermoacetica), Clostridium
aminobutyricum, Clostridium beijerinckii, Clostridium beijerinckii NCIMB 8052, Clostridium beijerinckii NRRL B593,
Clostridium kluyveri, Clostridium kluyveri DSM 555, Clostridium novyi NT, Clostridium propionicum y Clostridium
saccharoperbutylacetonicum.

Parametros de crecimiento ylo produccion

Las células clostridiales y composiciones de las mismas pueden modificarse por ingenieria genética para producir un
bioproducto industrial en un sistema de fermentacion. En una realizacion el sistema esta sustancialmente libre de
oxigeno. En algunas realizaciones, el sistema de fermentacién contiene un hidrato de carbono como fuente de
energia y/o carbono. En algunas realizaciones, el sistema de fermentacion contiene hidrato de carbono e hidrégeno
como fuente de energia y/o carbono. Las composiciones y los métodos de la invencion utilizan condiciones
sustancialmente libres de oxigeno. En un aspecto, condiciones sustancialmente libres de oxigeno son condiciones
en las que organismos anaerobios pueden crecer y/o producir los productos deseados. Las condiciones pueden
referirse al sistema de fermentacién (por ejemplo, biorreactor) ademas de al medio de cultivo. En otros aspectos,
condiciones sustancialmente libres de oxigeno se refieren a un sistema de fermentacion en el que hay menos de
aproximadamente cualquiera del 5, el 4, el 3, el 2, el 1, el 0,5, el 0,2 6 el 0,1% en peso de oxigeno. En algunos
aspectos, el sistema de fermentacion comprende menos de aproximadamente el 0,01% en peso de oxigeno. En
algunos aspectos, el sistema de fermentaciéon comprende menos de aproximadamente el 0,001% en peso de
oxigeno.
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En algunos aspectos, el sistema de fermentaciéon comprende menos de aproximadamente 100 ppm de oxigeno. En
algunos aspectos, el sistema de fermentacion comprende menos de aproximadamente 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20,
10, 5, 2 6 1 ppm de oxigeno. En algunos aspectos, la cantidad de oxigeno en el sistema de fermentacién esta a un
nivel suficientemente bajo de manera que un anaerobio obligado es capaz de reproducirse y/o producir isopreno. En
algunos aspectos, la cantidad de oxigeno en el sistema de fermentacion esta a un nivel suficientemente bajo de
manera que un anaerobio facultativo favorece la fermentacién anaerobia con respecto a la respiracion aerobia.

En algunos aspectos, se adoptan etapas para eliminar el oxigeno del medio de cultivo. El oxigeno puede eliminarse
afadiendo un catalizador y opcionalmente afadiendo hidrégeno al medio de cultivo. En algunos aspectos, el
catalizador es cobre.

Materia prima

Pueden usarse diversos tipos de materia prima para las células clostridiales recombinantes descritas en el presente
documento. La materia prima puede ser una fuente de carbono o sintegas. A continuacién se proporciona
informacion sobre materias primas a modo de ejemplo.

Fuente de carbono

Puede usarse cualquier fuente de carbono para cultivar las células huésped. El término “fuente de carbono” se
refiere a uno o mas compuestos que contienen carbono capaces de metabolizarse por células clostridiales
recombinantes descritas en el presente documento. Por ejemplo, el medio celular usado para cultivar las células
clostridiales recombinantes descritas en el presente documento puede incluir cualquier fuente de carbono adecuada
para mantener la viabilidad o el crecimiento de las células.

En algunas realizaciones, la fuente de carbono es un carbohidrato (tal como monosacarido, disacarido, oligosacarido
o polisacaridos), azucar invertido (por ejemplo, jarabe de sacarosa tratado enzimaticamente), glicerol, glicerina (por
ejemplo, un subproducto de glicerina de un proceso de fabricacion de biodiesel o jabon), dihidroxiacetona, fuente de
un carbono, aceite (por ejemplo, un aceite de planta o vegetal tal como maiz, palma o aceite de soja), grasa animal,
aceite animal, acido graso (por ejemplo, un acido graso saturado, acido graso insaturado o acido graso
poliinsaturado), lipido, fosfolipido, glicerolipido, monoglicérido, diglicérido, triglicérido, polipéptido (por ejemplo, una
proteina o péptido microbiano o vegetal), fuente de carbono renovable (por ejemplo una fuente de carbono de
biomasa tal como una fuente de carbono de biomasa hidrolizada), extracto de levadura, componente de un extracto
de levadura, polimero, acido, alcohol, aldehido, cetona, aminoacido, succinato, lactato, acetato, etanol, o cualquier
combinacién de dos o mas de los anteriores. En algunas realizaciones, la fuente de carbono es un producto de la
fotosintesis, que incluye, pero no se limita a, glucosa.

Los monosacaridos a modo de ejemplo incluyen glucosa y fructosa; los oligosacaridos a modo de ejemplo incluyen
lactosa y sacarosa, y los polisacaridos a modo de ejemplo incluyen almidén y celulosa. Los hidratos de carbono a
modo de ejemplo incluyen azucares C6 (por ejemplo, fructosa, manosa, galactosa o glucosa) y azucares C5 (por
ejemplo, xilosa o arabinosa). En algunas realizaciones, el medio celular incluye un hidrato de carbono asi como una
fuente de carbono distinta de un hidrato de carbono (por ejemplo, glicerol, glicerina, dihidroxiacetona, fuente de un
carbono, aceite, grasa animal, aceite animal, acido graso, lipido, fosfolipido, glicerolipido, monoglicérido, diglicérido,
triglicérido, fuente de carbono renovable o un componente de un extracto de levadura). En algunas realizaciones, el
medio celular incluye un hidrato de carbono asi como un polipéptido (por ejemplo, una proteina o péptido microbiano
o vegetal). En algunas realizaciones, el polipéptido microbiano es un polipéptido de levadura o bacteria. En algunas
realizaciones, el polipéptido vegetal es un polipéptido de soja, maiz, canola, jatrofa, palma, cacahuete, girasol, coco,
mostaza, colza, semilla de algodon, palmiste, oliva, cartamo, sésamo o linaza.

En algunas realizaciones, las células se cultivan en condiciones limitadas de glucosa. Por “condiciones limitadas de
glucosa” quiere decirse que la cantidad de glucosa que se afiade es menor de o aproximadamente el 105% (tal
como aproximadamente el 100%) de la cantidad de glucosa que consumen las células. En realizaciones
particulares, la cantidad de glucosa que se afiade al medio de cultivo es aproximadamente la misma que la cantidad
de glucosa que consumen las células durante un periodo especifico de tiempo. En algunas realizaciones, la
velocidad de crecimiento celular se controla limitando la cantidad de glucosa afiadida de modo que las células
crezcan a la velocidad que puede soportar la cantidad de glucosa en el medio celular. En algunas realizaciones, la
glucosa no se acumula durante el tiempo en que se cultivan las células. En diversas realizaciones, las células se
cultivan en condiciones de glucosa limitadas durante mas de o aproximadamente 1, 2, 3, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35,
40, 50, 60 6 70 horas. En diversas realizaciones, las células se cultivan en condiciones de glucosa limitadas durante
mas de o aproximadamente el 5, el 10, el 15, el 20, el 25, el 30, el 35, el 40, el 50, el 60, el 70, el 80, el 90, el 95 o el
100% del tiempo total de cultivo de las células. Aunque no se pretende restringirse a ninguna teoria en particular, se
cree que las condiciones limitadas de glucosa pueden permitir una regulacion mas favorable de las células.

En algunas realizaciones, las células se cultivan en presencia de un exceso de glucosa. En realizaciones
particulares, la cantidad de glucosa que se afiade es mayor de aproximadamente el 105% (tal como
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aproximadamente o mayor del 110, el 120, el 150, el 175, el 200, el 250, el 300, el 400 o el 500%) o mas de la
cantidad de glucosa que consumen las células durante un periodo especifico de tiempo. En algunas realizaciones, la
glucosa se acumula durante el tiempo en que las células se cultivan. Lipidos a modo de ejemplo son cualquier
sustancia que contenga uno o mas acidos grasos que sean acidos grasos C4 y superiores que estén saturados,
insaturados o ramificados.

Aceites a modo de ejemplo son lipidos que son liquidos a temperatura ambiente. En algunas realizaciones, el lipido
contiene uno o mas acidos grasos C4 o superiores (por ejemplo, contiene uno o mas acidos grasos saturados,
insaturados o ramificados con cuatro o mas carbonos). En algunas realizaciones, el aceite se obtiene a partir de
soja, maiz, canola, jatrofa, palma, cacahuete, girasol, coco, mostaza, colza, semilla de algodén, palmiste, oliva,
cartamo, sésamo, linaza, células microbianas oleaginosas, sebo chino o cualquier combinacién de dos o mas de los
anteriores.

Acidos grasos a modo de ejemplo incluyen compuestos de formula RCOOH, donde “R” es un hidrocarburo. Los
acidos grasos insaturados a modo de ejemplo incluyen compuestos en los que “R” incluye al menos un doble enlace
carbono-carbono. Los acidos grasos insaturados a modo de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, acido oleico,
acido vacceénico, acido linoleico, acido palmitoelaidico y acido araquidonico. Los acidos grasos poliinsaturados a
modo de ejemplo incluyen compuestos en los que “R” incluye una pluralidad de dobles enlaces carbono-carbono.
Los acidos grasos saturados a modo de ejemplo incluyen compuestos en los que “R” es un grupo alifatico saturado.
En algunas realizaciones, la fuente de carbono incluye uno o mas acidos grasos C12-Cy,, tales como un acido graso
saturado C+2, un acido graso saturado C14, un acido graso saturado C+s, un acido graso saturado C1g, un acido graso
saturado Cy 0 un acido graso saturado Cz. En una realizacién a modo de ejemplo, el acido graso es acido
palmitico. En algunas realizaciones, la fuente de carbono es una sal de un acido graso (por ejemplo, un acido graso
insaturado), un derivado de un acido graso (por ejemplo, un acido graso insaturado) o una sal de un derivado de
acido graso (por ejemplo, un acido graso insaturado). Las sales adecuadas incluyen, pero no se limitan a, sales de
litio, sales de potasio, sales de sodio y similares. Di y trigliceroles son ésteres de acidos grasos de glicerol.

En algunas realizaciones, la concentracion de lipido, aceite, grasa, acido graso, monoglicérido, diglicérido o
triglicérido es de al menos o aproximadamente 1 gramo por litro de caldo (g/l, en donde el volumen de caldo incluye
tanto el volumen de medio celular como el volumen de las células), tal como al menos o aproximadamente 5, 10, 15,
20, 30, 40, 50, 60, 80, 100, 150, 200, 300, 400 o mas g/l. En algunas realizaciones, la concentracion del lipido,
aceite, grasa, acido graso, monoglicérido, diglicérido o ftriglicérido esta entre aproximadamente 10 vy
aproximadamente 400 g/l, tal como entre aproximadamente 25 y aproximadamente 300 g/l, entre aproximadamente
60 y aproximadamente 180 g/l o entre aproximadamente 75 y aproximadamente 150 g/l. En algunas realizaciones, la
concentracion incluye la cantidad total de lipido, aceite, grasa, acido graso, monoglicérido, diglicérido o triglicérido
que se afade antes y/o durante el cultivo de las células huésped. En algunas realizaciones, la fuente de carbono
incluye tanto (i) un lipido, aceite, grasa, acido graso, monoglicérido, diglicérido o triglicérido como (ii) un hidrato de
carbono, tal como glucosa. En algunas realizaciones, la razén de lipido, aceite, grasa, acido graso, monoglicérido,
diglicérido o triglicérido con respecto al hidrato de carbono es de aproximadamente 1:1 en una base de carbono (es
decir, un carbono en el lipido, aceite, grasa, acido graso, monoglicérido, diglicérido o triglicérido por carbono de
hidratos de carbono). En realizaciones particulares, la cantidad del lipido, aceite, grasa, acido graso, monoglicérido,
diglicérido o triglicérido esta entre aproximadamente 60 y 180 g/l, y la cantidad de hidrato de carbono esta entre
aproximadamente 120 y 360 g/l.

Los ejemplos de fuentes de carbono de polipéptidos microbianos incluyen uno o mas polipéptidos de levadura o
bacterias. Las fuentes de carbono de polipéptidos vegetales a modo de ejemplo incluyen uno o mas polipéptidos de
soja, maiz, canola, jatrofa, palma, cacahuete, girasol, coco, mostaza, colza, semilla de algoddn, palmiste, oliva,
cartamo, sésamo o linaza.

Las fuentes de carbono renovables a modo de ejemplo incluyen permeado de suero de queso, licor de maiz,
melazas de remolacha azucarera, malta de cebada y componentes de cualquiera de los anteriores. Las fuentes de
carbono renovables a modo de ejemplo también incluyen glucosa, hexosa, pentosa y xilosa presentes en la
biomasa, tal como maiz, pasto varilla, cafa de azlcar, desechos celulares de procesos de fermentacion y
subproductos de proteinas de la molienda de soja, maiz o trigo. En algunas realizaciones, la fuente de carbono de la
biomasa es un material lignoceluldsico, hemicelulésico o celuldsico tal como, pero sin limitarse a, pasto, trigo, paja
de trigo, bagazo, bagazo de cafia de azucar, pulpa de madera blanda, maiz, mazorca o cascara de maiz, grano de
maiz, fibra de granos de maiz, rastrojo de maiz, pasto varilla, producto de cascara de arroz o un subproducto de la
molienda de granos en humedo o en seco (por ejemplo, granos de maiz, sorgo, centeno, triticale, cebada, trigo y/o
granos de destilacion). Los materiales celulésicos a modo de ejemplo incluyen madera, papel y residuos de pulpa,
plantas herbaceas y pulpa de fruta. En algunas realizaciones, la fuente de carbono incluye cualquier parte de la
planta, tal como tallos, granos, raices o tubérculos. En algunas realizaciones, la totalidad o parte de cualquiera de
las siguientes plantas se usan como fuente de carbono: maiz, trigo, centeno, sorgo, triticale, arroz, mijo, cebada,
mandioca, legumbres, tales como alubias y guisantes, patatas, batatas, platanos, cafia de azucar y/o tapioca. En
algunas realizaciones, la fuente de carbono es un hidrolizado de biomasa, tal como un hidrolizado de biomasa que
incluye tanto xilosa como glucosa o que incluye tanto sacarosa como glucosa.
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En algunas realizaciones, la fuente de carbono renovable (tal como biomasa) se trata previamente antes de anadirse
al medio de cultivo celular. En algunas realizaciones, el tratamiento previo incluye tratamiento previo enzimatico,
tratamiento previo quimico o una combinacién de tratamiento previo tanto enzimatico como quimico (véanse, por
ejemplo, Farzaneh et al., Bioresource Technology 96 (18): 2014-2018, 2005; patente estadounidense n.° 6.176.176;
patente estadounidense n.° 6.106.888; a cada una de las cuales se hace referencia por el presente documento,
particularmente con respecto al tratamiento previo de fuentes de carbono renovables). En algunas realizaciones, la
fuente de carbono renovable se hidroliza parcial o completamente antes de afiadirse al medio de cultivo celular.

En algunas realizaciones, la fuente de carbono renovable (tal como rastrojo de maiz) experimenta un tratamiento
previo de expansion de fibras con amoniaco (AFEX) antes de afadirse al medio de cultivo celular (véase, por
ejemplo, Farzaneh et al., Bioresource Technology 96 (18): 2014-2018, 2005). Durante el tratamiento previo con
AFEX, una fuente de carbono renovable se trata con amoniaco anhidro liquido a temperaturas moderadas (tal como
de aproximadamente 60 a aproximadamente 100°C) y presiéon alta (tal como de aproximadamente 250 a
aproximadamente 300 psi) durante aproximadamente 5 minutos. Entonces, la presion se libera rapidamente. En este
proceso, los efectos quimicos y fisicos combinados de la solubilizacion de la lignina, la hidrélisis de la hemicelulosa,
la descristalizacion de la celulosa y el aumento del area de superficie permiten la conversion enzimatica casi
completa de la celulosa y la hemicelulosa en azucares fermentables. El tratamiento previo de AFEX tiene la ventaja
de que casi todo el amoniaco puede recuperarse y reutilizarse, mientras que el resto sirve como fuente de nitrégeno
para los microbios en procesos posteriores. Ademas, no se requiere una corriente de lavado para el tratamiento
previo de AFEX. Por tanto, la recuperacion de materia seca después del tratamiento de AFEX es esencialmente del
100%. AFEX es basicamente un proceso seco a seco. La fuente de carbono renovable tratada es estable durante
largos periodos de tiempo y puede alimentarse a cargas soélidas muy altas en procesos de hidrdlisis enzimatica o
fermentacion. La celulosa y hemicelulosa se conservan bien en el proceso de AFEX, con poca o ninguna
degradacion. No hay necesidad de neutralizacion antes de la hidrdlisis enzimatica de una fuente de carbono
renovable que se ha sometido a un tratamiento previo de AFEX. La hidrélisis enzimatica de fuentes de carbono
tratadas con AFEX produce corrientes de azucar limpia para su uso en fermentacion posterior.

En algunas realizaciones, la concentracion de la fuente de carbono (por ejemplo, una fuente de carbono renovable)
es equivalente a al menos o aproximadamente el 0,1, el 0,5, el 1, el 1,5, el 2, el 3, el 4, el 5, el 10, el 15, el 20, el 30,
el 40 o el 50% de glucosa (p/v). La cantidad equivalente de glucosa puede determinarse usando métodos de HPLC
convencionales con glucosa como referencia para medir la cantidad de glucosa generada a partir de la fuente de
carbono. En algunas realizaciones, la concentracion de la fuente de carbono (por ejemplo, una fuente de carbono
renovable) es equivalente a entre aproximadamente el 0,1 y aproximadamente el 20% de glucosa, tal como entre
aproximadamente el 0,1 y aproximadamente el 10% de glucosa, entre aproximadamente el 0,5 y aproximadamente
el 10% de glucosa, entre aproximadamente el 1 y aproximadamente el 10% de glucosa, entre aproximadamente el 1
y aproximadamente el 5% de glucosa o entre aproximadamente el 1 y aproximadamente el 2% de glucosa.

En algunas realizaciones, la fuente de carbono incluye extracto de levadura o uno o mas componentes de extracto
de levadura. En algunas realizaciones, la concentracion de extracto de levadura es de al menos 1 gramo de extracto
de levadura por litro de caldo (g/l, en donde el volumen de caldo incluye tanto el volumen del medio celular como el
volumen de las células), tal como al menos o aproximadamente 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 80, 100, 150, 200, 300
o mas g/l. En algunas realizaciones, la concentracion de extracto de levadura es de entre aproximadamente 1 y
aproximadamente 300 g/l, tal como entre aproximadamente 1 y aproximadamente 200 g/, entre aproximadamente 5
y aproximadamente 200 g/l, entre aproximadamente 5 y aproximadamente 100 g/l o entre aproximadamente 5 y
aproximadamente 60 g/l. En algunas realizaciones, la concentracion incluye la cantidad total de extracto de levadura
que se anade antes y/o durante el cultivo de las células huésped. En algunas realizaciones, la fuente de carbono
incluye tanto extracto de levadura (o uno o mas componentes del mismo) como otra fuente de carbono, tal como
glucosa. En algunas realizaciones, la razén de extracto de levadura con respecto a la otra fuente de carbono es de
aproximadamente 1:5, aproximadamente 1:10 o aproximadamente 1:20 (p/p).

Adicionalmente la fuente de carbono puede ser también sustratos de un carbono tales como diéxido de carbono o
metanol. Se ha notificado la produccién de glicerol a partir de fuentes de un solo carbono (por ejemplo, metanol,
formaldehido o formiato) en levaduras metilotroficas (Yamada et al., Agric. Biol. Chem., 53(2) 541-543, 1989, al que
se hace referencia por el presente documento, particularmente con respecto a las fuentes de carbono) y en bacterias
(Hunter et al., Biochemistry, 24, 4148-4155, 1985, al que se hace referencia por el presente documento,
particularmente con respecto a las fuentes de carbono). Estos organismos pueden asimilar compuestos de un solo
carbono, cuyo estado de oxidacién oscila entre metano y formiato, y producen glicerol. La ruta de asimilacion de
carbono puede ser a través de monofosfato de ribulosa, a través de serina o a través de monofosfato de xilulosa
(Gottschalk, Bacterial Metabolism, segunda edicion, Springer-Verlag: Nueva York, 1986, al que se hace referencia
por el presente documento, particularmente con respecto a las fuentes de carbono). La ruta de monofosfato de
ribulosa implica la condensacién de formiato con ribulosa-5-fosfato para formar un azuicar de seis carbonos que se
convierte en fructosa y finalmente el producto de tres carbonos gliceraldehido-3-fosfato. Asimismo, la ruta de serina
asimila el compuesto de un carbono en la ruta glicolitica por medio de metilentetrahidrofolato.

Sintegas
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Puede usarse sintegas como fuente de energia y/o carbono para cualquiera de las células clostridiales
recombinantes descritas en el presente documento. El sintegas puede incluir CO y H,. En algunos aspectos, el
sintegas comprende CO, CO- y H,. En algunos aspectos, el sintegas comprende ademas HO y/o N». Por ejemplo,
el sintegas puede comprender CO, H» y H2O (por ejemplo, CO, Hz, H>.O y N>). El sintegas puede comprender CO, H;
y Na. El sintegas puede comprender CO, CO,, Hz y H2O (por ejemplo, CO, COg2, Hz, H2O y Np). El sintegas puede
comprender CO, CO2, H2 y Na. EI CO y/o CO- en el gas de sintesis puede usarse como fuente de carbono para las
células.

En algunos aspectos, la razon molar de hidrégeno con respecto a monodxido de carbono en el sintegas es
aproximadamente cualquiera de 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1,0, 1,1,1,2, 1,3, 14, 1,5, 1,6, 1,7, 1,8, 1,9,
2,0, 3,0, 4,0, 5,0 6 10,0. En algunos aspectos, el sintegas comprende aproximadamente cualquiera del 10, el 20, el
30, el 40, el 50, el 60, el 70, el 80 o el 90% en volumen de mondxido de carbono. En algunos aspectos, el sintegas
comprende aproximadamente cualquiera del 10, el 20, el 30, el 40, el 50, el 60, el 70, el 80 o el 90% en volumen de
hidrégeno. En algunos aspectos, el sintegas comprende aproximadamente cualquiera del 10, el 20, el 30, el 40, el
50, el 60, el 70, el 80 o el 90% en volumen de didxido de carbono. En algunos aspectos, el sintegas comprende
aproximadamente cualquiera del 10, el 20, el 30, el 40, el 50, el 60, el 70, el 80 o el 90% en volumen de agua. En
algunos aspectos, el sintegas comprende aproximadamente cualquiera del 10, el 20, el 30, el 40, el 50, el 60, el 70,
el 80 o el 90% en volumen de nitrégeno.

El gas de sintesis usado segun la presente invencion puede derivarse de fuentes naturales o sintéticas. En algunos
aspectos, el sintegas se deriva de biomasa (por ejemplo, madera, pasto varilla, desechos agricolas, desechos
municipales) o hidratos de carbono (por ejemplo, azicares). En otros aspectos, el sintegas se deriva de carbon,
petréleo, querdgeno, arenas alquitranadas, esquisto bituminoso, gas natural, o una mezcla de los mismos. En otros
aspectos, el sintegas se deriva de caucho, tal como de neumaticos de caucho. En algunos aspectos, el sintegas se
deriva de una mezcla (por ejemplo, combinacion) de biomasa y carbén. En algunos aspectos, la mezcla tiene
aproximadamente o al menos aproximadamente cualquiera del 1%, el 2%, el 5%, el 10%, el 15%, el 20%, el 25%, el
30%, el 35%, el 40%, el 45%, el 50%, el 55%, el 60%, el 65%, el 70%, el 75%, el 80%, el 90%, el 95% o el 99% de
biomasa. En algunos aspectos, la mezcla tiene aproximadamente o al menos aproximadamente cualquiera del 1%,
el 2%, el 5%, el 10%, el 15%, el 20%, el 25%, el 30%, el 35%, el 40%, el 45%, el 50%, el 55%, el 60%, el 65%, el
70%, el 75%, el 80%, el 90%, el 95% o el 99% de carbdn. En algunos aspectos, la razén de biomasa con respecto a
carbén en la mezcla es de aproximadamente cualquiera de 5:95, 10:90, 15:85, 20:80, 25:75, 30:70, 35:65, 40:60,
45:55, 50:50, 55:45, 60:40, 65:35, 70:30, 75:25, 80:20, 85:15, 90:10 6 95:5.

El sintegas puede derivarse de una materia prima mediante una variedad de procedimientos, incluyendo reformado
con metano, licuefaccion de carbén, coccidon conjunta, reacciones fermentativas, reacciones enzimaticas y
gasificacion de biomasa. La gasificacion de biomasa se consigue sometiendo la biomasa a oxidacion parcial en un
reactor a temperaturas por encima de aproximadamente 700°C en presencia de menos que una cantidad
estequiométrica de oxigeno. El oxigeno se introduce en el biorreactor en forma de aire, oxigeno puro o vapor. La
gasificacion puede producirse en tres etapas principales: 1) calentamiento inicial para secar cualquier humedad
incrustada en la biomasa; 2) pirdlisis, en la que la biomasa se calienta hasta 300-500°C en ausencia de agentes
oxidantes para producir gas, alquitranes, aceites y residuos de carbon sélidos; y 3) gasificacion de carbon sélido,
alquitranes y gas para producir los componentes primarios del sintegas. La coccidn conjunta se consigue mediante
gasificacion de una mezcla de carbon/biomasa. La composiciéon del sintegas, tal como la identidad y razones
molares de los componentes del sintegas, puede variar dependiendo de la materia prima de la que se deriva y el
método mediante el que la materia prima se convierte en sintegas.

El gas de sintesis puede contener impurezas, cuya naturaleza y cantidad varian segun tanto la materia prima como
el proceso usado en la produccion. Las fermentaciones pueden ser tolerantes con algunas impurezas, pero sigue
habiendo la necesidad de eliminar del sintegas materiales tales como alquitranes y materiales particulados que
podrian obstruir el fermentador y equipo asociado. También es aconsejable eliminar compuestos que podrian
contaminar el producto de isopreno tales como compuestos organicos volatiles, gases acidos, metano, benceno,
tolueno, etilbenceno, xilenos, H2S, COS, CS;, HCI, O3, compuestos de organoazufre, amoniaco, 6xidos de nitrégeno,
compuestos organicos que contienen nitrégeno y vapores de metales pesados. La eliminacién de las impurezas del
sintegas puede lograrse mediante uno de varios medios, incluyendo lavado del gas, tratamiento con adsorbentes de
fase solida y purificacion usando membranas permeables a los gases.

Se describen ejemplos de otros sistemas de fermentacion y condiciones de cultivo que pueden usarse en las
publicaciones de solicitud de patente internacional n.”® W02009/076676, WO02010/003007, W02009/132220,
WO02010/031062, WO02010/031068, WO2010/031076, WO2010/013077, WO2010/031079, WO02010/148150,
W02010/078457 y WO2010/148256, que se incorporan por el presente documento en su totalidad, particularmente
con respecto a sistemas de fermentacion y condiciones de cultivo para bacterias clostridiales.

En algunos aspectos, el medio de cultivo se prepara usando técnicas anoxicas. En algunos aspectos, el medio de
cultivo comprende uno o mas de NH4Cl, NaCl, KCI, KH,PO4, MgS0,-7H,0, CaCly'2H,0O, NaHCOs3, extracto de
levadura, clorhidrato de cisteina, Na>S-9H-0, oligoelementos y vitaminas. En algunos aspectos, el medio de cultivo
contiene, por litro, aproximadamente 1,0 g de NH4Cl, aproximadamente 0,8 g de NaCl, aproximadamente 0,1 g de
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KCI, aproximadamente 0,1 g de KH;PO,, aproximadamente 0,2 g de MgSO.-7H,0, aproximadamente 0,02 g de
CaClz'2H,0, aproximadamente 1,0 g de NaHCOs;, aproximadamente 1,0 g de extracto de levadura,
aproximadamente 0,2 g de clorhidrato de cisteina, aproximadamente 0,2 g de Na>S-9H,0, aproximadamente 10 ml
de disolucion de oligoelementos y aproximadamente 10 ml de disolucion de vitaminas. En algunos aspectos, la
condicioén de cultivo comprende mevalonato.

Las condiciones de cultivo, fuentes de carbono, fuentes de energia y medios de cultivo pueden ser segun cualquiera
de las condiciones de crecimiento, fuentes de carbono, fuentes de energia y medios de cultivo descritos en los
ejemplos de la presente divulgacion.

Sistemas de expresion clostridial

La presente divulgacion proporciona sistemas de expresion de Clostridium para la produccion de uno o mas
bioproductos industriales (por ejemplo, isopreno, butadieno o etanol). En algunas realizaciones de la divulgacion el
sistema puede incluir uno o mas de: (a) una metiltransferasa (por ejemplo, un plasmido que comprende pDW268 o
pMCS466), (b) un plasmido lanzadera (por ejemplo, pDW280, pMCS537, pMCS200, pMCS201, pMCS444 o
PMCS445), (c) una célula bacteriana de E. coli capaz de interaccionar con una célula bacteriana de Clostridium para
permitir la transferencia de (a) y (b); y (d) una célula bacteriana de Clostridium capaz de interaccionar con una célula
bacteriana de Escherichia de manera que uno o mas acidos nucleicos se expresan en la célula bacteriana de
Clostridium. En algunas realizaciones de la divulgacion, la célula de bacterias de E. coli capaz de interaccionar con
una célula bacteriana de Clostridium es una célula de E. coli S17-1. En algunas realizaciones de la divulgacion, la
célula bacteriana de Clostridium capaz de interaccionar con una célula bacteriana de Escherichia se selecciona del
grupo de Clostridium aceticum, Clostridium ljungdahlii, Clostridium autoethanogenum o Clostridium acetobutylicum.
En algunas realizaciones, el sistema proporciona la expresion de uno o mas acidos nucleicos de interés (por
ejemplo, acidos nucleicos que codifican para isopreno sintasa o enzimas implicadas en la produccion de etanol a
partir de acetil-CoA). Tal como se describe en el presente documento, el sistema de restriccion-modificacion
clostridial puede usarse para modificar por ingenieria genética células clostridiales de modo que el sistema de
restriccion-modificacion pueda evitarse. Esta modificacion por ingenieria genética permite el uso de las células
clostridiales para producir diversos bioproductos industriales, incluyendo pero sin limitarse a, isopreno, butadieno,
etanol, propanodiol (por ejemplo, 1,2-propanodiol, 1,3-propanodiol), hidrégeno, acetato, combustibles microbianos,
alcoholes no fermentativos, alcoholes grasos, ésteres de acidos grasos, alcoholes isoprenoides, alquenos, alcanos,
terpenoides, isoprenoides, carotenoides u otros productos C5, C10, C15, C20, C25, C30, C35 o C40. La produccién
de estos bioproductos industriales se describe en detalle adicional a continuacion y en el presente documento.

Métodos de uso de bacterias clostridiales modificadas por ingenieria genética para la produccion de bioproductos
industriales

Tal como se describe en el presente documento, el sistema de restricciéon-modificacion clostridial puede usarse para
modificar por ingenieria genética células clostridiales de modo que el sistema de restriccion-modificacion pueda
evitarse. Esta modificacion por ingenieria genética permite el uso de las células clostridiales para producir diversos
bioproductos industriales, incluyendo pero sin limitarse a, isopreno, butadieno, etanol, propanodiol (por ejemplo, 1,2-
propanodiol, 1,3-propanodiol), hidrégeno, acetato, combustibles microbianos, alcoholes no fermentativos, alcoholes
grasos, ésteres de acidos grasos, alcoholes isoprenoides, alquenos, alcanos, terpenoides, isoprenoides,
carotenoides u otros productos C5, C10, C15, C20, C25, C30, C35 o C40. La produccion de estos bioproductos
industriales se describe en detalle adicional a continuacion y en el presente documento.

Produccién de isopreno

Las composiciones y los métodos divulgados en el presente documento pueden usarse para transformar bacterias
clostridiales que contienen una o mas rutas para la produccién de isopreno (por ejemplo, bacterias clostridiales que
contienen las rutas ilustradas en la figura 41 a la figura 45) con uno o mas polinucleétidos heterélogos que codifican
para una o mas enzimas de la ruta del isopreno expresadas en una cantidad suficiente para producir isopreno.

Polipéptidos y acidos nucleicos de isopreno sintasa a modo de ejemplo

Las composiciones y los métodos divulgados en el presente documento pueden usarse para transformar bacterias
clostridiales con polinucleétidos que codifican para un polipéptido de isopreno sintasa. Los polipéptidos de isopreno
sintasa convierten fosfato de dimetilalilo (DMAPP) en isopreno. Los polipéptidos de isopreno sintasa a modo de
ejemplo incluyen polipéptidos, fragmentos de polipéptidos, péptidos y polipéptidos de fusién que tienen al menos una
actividad de un polipéptido de isopreno sintasa. Pueden usarse métodos convencionales para determinar si un
polipéptido tiene actividad de polipéptido de isopreno sintasa midiendo la capacidad del polipéptido para convertir
DMAPP en isopreno in vitro, en un extracto celular, o in vivo (por ejemplo, tal como se describe en el ejemplo 1 del
documento US 420360 B2, que se incorpora en el presente documento en su totalidad, particularmente con respecto
a métodos para evaluar la actividad isopreno sintasa). La actividad del polipéptido de isopreno sintasa en extractos
celulares puede medirse, por ejemplo, tal como se describe en Silver et al., J. Biol. Chem. 270:13010-13016, 1995 y
referencias en el mismo, a cada una de las cuales se hace referencia por el presente documento, particularmente
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con respecto a ensayos para la actividad del polipéptido de isopreno sintasa.

En algunas realizaciones, el polipéptido o acido nucleico de isopreno sintasa es de la familia Fabaceae, tal como la
subfamilia Faboideae. En algunas realizaciones, el polipéptido o acido nucleico de isopreno sintasa es un polipéptido
o acido nucleico que se produce de manera natural de Pueraria montana (kudzu) (Sharkey et al., Plant Physiology
137: 700-712, 2005), Pueraria lobata, chopo (tal como Populus alba x tremula CAC35696) Miller et al., Planta 213:
483-487, 2001), alamo (tal como Populus tremuloides) Silver et al, JBC 270(22): 13010-1316, 1995) o roble inglés
(Quercus robur) (Zimmer et al., documento WO 98/02550), a cada uno de los cuales se hace referencia por el
presente documento, particularmente con respecto a acidos nucleicos de isopreno sintasa y la expresion de
polipéptidos de isopreno sintasa. Las isopreno sintasas adecuadas incluyen, pero no se limitan a, las identificadas
por los n.”® de registro de Genbank AY341431, AY316691, AY279379, AJ457070 y AY1 82241, que se incorporan
cada una por el presente documento como referencia en su totalidad, particularmente con respecto a secuencias de
acidos nucleicos y polipéptidos de isopreno sintasa. En algunas realizaciones, el polipéptido o acido nucleico de
isopreno sintasa no es un polipéptido o acido nucleico que se produce de manera natural de Quercus robur (es
decir, el polipéptido o acido nucleico de isopreno sintasa es un polipéptido o acido nucleico de isopreno sintasa
distinto de un polipéptido o acido nucleico que se produce de manera natural de Quercus robur). En algunas
realizaciones, el acido nucleico o polipéptido de isopreno sintasa no es un polipéptido o acido nucleico que se
produce de manera natural de chopo (tal como Populus alba x tremula CAC35696).

Los acidos nucleicos de isopreno sintasa a modo de ejemplo incluyen acidos nucleicos que codifican para un
polipéptido, fragmento de un polipéptido, péptido o polipéptido de fusidon que tiene al menos una actividad de un
polipéptido de isopreno sintasa. Los polipéptidos y acidos nucleicos de isopreno sintasa a modo de ejemplo incluyen
polipéptidos y acidos nucleicos que se producen de manera natural a partir de cualquiera de los organismos fuente
descritos en el presente documento asi como polipéptidos y acidos nucleicos mutantes derivados de cualquiera de
los organismos fuente descritos en el presente documento.

Polipéptidos y acidos nucleicos de DXS a modo de ejemplo

Las composiciones y los métodos divulgados en el presente documento pueden usarse para transformar bacterias
clostridiales con polinucleotidos que codifican para polipéptidos de 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato sintasa (DXS). Los
polipéptidos de DSX convierten piruvato y D-gliceraldehido-3-fosfato en 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato. Los
polipéptidos de DXS a modo de ejemplo incluyen polipéptidos, fragmentos de polipéptidos, péptidos y polipéptidos
de fusién que tienen al menos una actividad de un polipéptido de DXS. Pueden usarse métodos convencionales
para determinar si un polipéptido tiene actividad de polipéptido de DXS midiendo la capacidad del polipéptido para
convertir piruvato y D-gliceraldehido-3-fosfato en 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato in vitro, en un extracto celular, o in
vivo (véase, por ejemplo, el documento US 8420360 B2, que se incorpora por el presente documento en el presente
documento en su totalidad, particularmente con respecto a métodos de evaluacion de la actividad del polipéptido de
DXS). Los acidos nucleicos de DXS a modo de ejemplo incluyen acidos nucleicos que codifican para un polipéptido,
fragmento de un polipéptido, péptido o polipéptido de fusion que tiene al menos una actividad de un polipéptido de
DXS. Los polipéptidos y acidos nucleicos de DXS a modo de ejemplo incluyen polipéptidos y acidos nucleicos que
se producen de manera natural de cualquiera de los organismos fuente descritos en el presente documento asi
como polipéptidos y acidos nucleicos mutantes derivados de cualquiera de los organismos fuente descritos en el
presente documento.

Polipéptidos y acidos nucleicos de IDI a modo de ejemplo

Las composiciones y los métodos divulgados en el presente documento pueden usarse para transformar bacterias
clostridiales con polinucleétidos que codifican para polipéptidos de isopentenil difosfato isomerasa (isopentenil-
difosfato delta-isomerasa o IDI). IDI cataliza la interconversion de difosfato de isopentenilo (IPP) y difosfato de
dimetilallo (DMAPP) (por ejemplo, conversién de IPP en DMAPP y/o conversion de DMAPP en IPP). Los
polipéptidos de IDI a modo de ejemplo incluyen polipéptidos, fragmentos de polipéptidos, péptidos y polipéptidos de
fusiéon que tienen al menos una actividad de un polipéptido de IDI. Pueden usarse métodos convencionales para
determinar si un polipéptido tiene actividad de polipéptido de IDI midiendo la capacidad del polipéptido para
interconvertir IPP y DMAPP in vitro, en un extracto celular, o in vivo (véase, por ejemplo, el documento US 8420360
B2, al que se hace referencia por el presente documento, particularmente con respecto a ensayos para la actividad
de IDI). Los acidos nucleicos de IDI a modo de ejemplo incluyen acidos nucleicos que codifican para un polipéptido,
fragmento de un polipéptido, péptido o polipéptido de fusion que tiene al menos una actividad de un polipéptido de
IDI. Los polipéptidos y acidos nucleicos de IDI a modo de ejemplo incluyen polipéptidos y acidos nucleicos que se
producen de manera natural a partir de cualquiera de los organismos fuente descritos en el presente documento asi
como polipéptidos y acidos nucleicos mutantes derivados de cualquiera de los organismos fuente descritos en el
presente documento.

Polipéptidos y acidos nucleicos de la ruta de MVA a modo de ejemplo

Las composiciones y los métodos divulgados en el presente documento pueden usarse para transformar bacterias
clostridiales con polinucleétidos que codifican para polipéptidos de la ruta de MVA. Los polipéptidos de la ruta de
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MVA incluyen polipéptidos de acetil-CoA acetiltransferasa (AA-CoA tiolasa), polipéptidos de 3-hidroxi-3-metilglutaril-
CoA sintasa (HMG-CoA sintasa), polipéptidos de 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa (HMG-CoA reductasa),
polipéptidos de mevalonato cinasa (MVK), polipéptidos de fosfomevalonato cinasa (PMK), polipéptidos de
difosfomevalonato descarboxilasa (MVD), polipéptidos de IDI y polipéptidos (por ejemplo, polipéptidos de fusion) que
tienen una actividad de dos o mas polipéptidos de la ruta de MVA. En particular, los polipéptidos de la ruta de MVA
incluyen polipéptidos, fragmentos de polipéptidos, péptidos y polipéptidos de fusién que tienen al menos una
actividad de un polipéptido de la ruta de MVA. Los acidos nucleicos de la ruta de MVA a modo de ejemplo incluyen
acidos nucleicos que codifican para un polipéptido, fragmento de un polipéptido, péptido o polipéptido de fusién que
tiene al menos una actividad de un polipéptido de la ruta de MVA. Los polipéptidos y acidos nucleicos de la ruta de
MVA a modo de ejemplo incluyen polipéptidos y acidos nucleicos que se producen de manera natural a partir de
cualquiera de los organismos fuente descritos en el presente documento asi como polipéptidos y acidos nucleicos
mutantes derivados de cualquiera de los organismos fuente descritos en el presente documento.

En particular, polipéptidos de acetil-CoA acetiltransferasa (AA-CoA tiolasa o AACT) convierten dos moléculas de
acetil-CoA en acetoacetil-CoA. Pueden usarse métodos convencionales (tales como los descritos en el presente
documento) para determinar si un polipéptido tiene actividad de polipéptido de AA-CoA tiolasa midiendo la
capacidad del polipéptido para convertir dos moléculas de acetil-CoA en acetoacetil-CoA in vitro, en un extracto
celular, o in vivo.

Los polipéptidos de 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA sintasa (HMG-CoA sintasa o HMGS) convierten acetoacetil-CoA en
S-hidroxi-S-metilglutaril-CoA. Pueden usarse métodos convencionales (tales como los descritos en el presente
documento) para determinar si un polipéptido tiene actividad de polipéptido de HMG-CoA sintasa midiendo la
capacidad del polipéptido para convertir acetoacetil-CoA en 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA in vitro, en un extracto
celular, o in vivo.

Los polipéptidos de 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa (HMG-CoA reductasa o HMGR) convierten 3-hidroxi-3-
metilglutaril-CoA en mevalonato. Pueden usarse métodos convencionales (tales como los descritos en el presente
documento) para determinar si un polipéptido tiene actividad de polipéptido de HMG-CoA reductasa midiendo la
capacidad del polipéptido para convertir 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA en mevalonato in vitro, en un extracto celular, o
in vivo.

Los polipéptidos de mevalonato cinasa (MVK) fosforilan mevalonato para formar mevalonato-5-fosfato. Pueden
usarse métodos convencionales (tales como los descritos en el presente documento) para determinar si un
polipéptido tiene actividad de polipéptido de MVK midiendo la capacidad del polipéptido para convertir mevalonato
en mevalonato-5-fosfato in vitro, en un extracto celular, o in vivo.

Los polipéptidos de fosfomevalonato cinasa (PMK) fosforilan mevalonato-5-fosfato para formar mevalonato-5-
difosfato. Pueden usarse métodos convencionales (tal como los descritos en el presente documento) para
determinar si un polipéptido tiene actividad de polipéptido de PMK midiendo la capacidad del polipéptido para
convertir mevalonato-5-fosfato en mevalonato-5-difosfato in vitro, en un extracto celular, o in vivo.

Los polipéptidos de difosfomevalonato descarboxilasa (MVD o DPMDC) convierten mevalonato-5-difosfato en
polipéptidos de difosfato de isopentenilo (IPP). Pueden usarse métodos convencionales (tales como los descritos)
para determinar si un polipéptido tiene actividad de polipéptido de MVD midiendo la capacidad del polipéptido para
convertir mevalonato-5-difosfato en IPP in vitro, en un extracto celular, o in vivo.

Las composiciones y los métodos descritos en el presente documento pueden usarse para transformar bacterias
clostridiales que se han modificado por ingenieria genética para producir isopreno a partir de sintegas y/o a partir de
hidratos de carbono o mezclas de los mismos.

Método de uso de células clostridiales modificadas por ingenieria genética para la produccién de butadieno

Las composiciones y los métodos divulgados en el presente documento pueden usarse para transformar bacterias
clostridiales que contienen una o mas rutas para la produccion de butadieno (mostrado en la figura 46 a la figura 48)
con uno o mas polinucledtidos heterdlogos que codifican para una o mas enzimas de la ruta de butadieno
expresadas en una cantidad suficiente para producir butadieno. La ruta de butadieno incluye una acetil-CoA:acetil-
CoA aciltransferasa, una acetoacetil-CoA reductasa, una 3-hidroxibutiril-CoA deshidratasa, una crotonil-CoA
reductasa (que forma aldehido), una crotonaldehido reductasa (que forma alcohol), una alcohol crotilico cinasa, una
2-butenil-4-fosfato cinasa, una butadieno sintasa, una crotonil-CoA hidrolasa, sintetasa o transferasa, una crotonato
reductasa, una crotonil-CoA reductasa (que forma alcohol), una glutaconil-CoA descarboxilasa, una glutaril-CoA
deshidrogenasa, una 3-aminobutiril-CoA desaminasa, una 4-hidroxibutiril-CoA deshidratasa o una alcohol crotilico
difosfocinasa. La produccion de butadieno a partir de bacterias se describe en el documento WO 2011/140171 A2, al
que se hace referencia por el presente documento, particularmente con respecto a las rutas para la produccién de
butadieno a partir de acetil-CoA (figura 46), a partir de eritrosa-4-fosfato (figura 47) y a partir de malonil-CoA mas
acetil-CoA (figura 48).
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Método de uso de células clostridiales modificadas por ingenieria genética para la produccién de etanol

Se sabe que varias bacterias del género Clostridium producen etanol a través de la ruta de acetil-CoA, que puede
utilizar tanto monoéxido de carbono como hidrégeno como fuentes de carbono y como fuentes de energia. La
produccién de etanol a partir de bacterias clostridiales se describe en Kopke et al., 2011, Fermentative production of
ethanol from carbon monoxide, Current Opinion in Biotechnology, vol. 22:320-323, y en Wilkins et al., 2011, Microbial
production of ethanol from carbon monoxide, Current Opinion in Biotechnology, vol. 22:326-330, ambos de los cuales
se incorporan por el presente documento en su totalidad, particularmente con respecto a su discusion de la ruta para
la produccion de etanol a partir de acetil-CoA en bacterias clostridiales.

Las composiciones y los métodos divulgados en el presente documento pueden usarse para transformar bacterias
clostridiales que contienen la ruta de etanol (incluyendo, pero sin limitarse a Clostridium aceticum, Clostridium
ljungdahli, Clostridium acetobutylicum o Clostridium autoethanogenum) con uno o mas polinucleétidos heterélogos
que codifican para una o mas enzimas de la ruta de etanol expresadas en cantidad suficiente para producir etanol.
En bacterias clostridiales, la ruta para la produccion de etanol a partir de acetil-CoA incluye la enzima aldehido
deshidrogenasa y la enzima alcohol deshidrogenasa (véase, por ejemplo, la figura 41).

Método de uso de células clostridiales modificadas por ingenieria genética para la produccién de otros bioproductos
industriales

En algunos aspectos de la presente divulgacion, cualquiera de los métodos descritos en el presente documento
puede usarse para producir productos distintos de isopreno, butadieno y etanol. Tales productos pueden excretarse,
secretarse o ser productos intracelulares. Uno cualquiera de los métodos descritos en el presente documento puede
usarse para producir isopreno y/o uno o mas de los otros productos. Los productos descritos en el presente
documento pueden ser, por ejemplo, propanodiol (por ejemplo, 1,2-propanodiol, 1,3-propanodiol), hidrogeno, acetato
o combustibles microbianos. Combustibles microbianos a modo de ejemplo son alcoholes fermentativos (por
ejemplo, etanol o butanol), alcoholes no fermentativos (por ejemplo, isobutanol, metilbutanol, 1-propanol, 1-butanal,
metilpentanol o 1-hexanol), alcoholes grasos, ésteres de acidos grasos, alcoholes isoprenoides, alquenos y alcanos.
Los productos descritos en el presente documento puede ser también un terpenoide, isoprenoide (por ejemplo,
farneseno) o carotenoide u otro producto C5, C10, C15, C20, C25, C30, C35 o C40.

En algunos aspectos, los terpenoides se seleccionan del grupo que consiste en hemiterpenoides, monoterpenoides,
sesquiterpenoides, diterpenoides, sesterterpenoides, triterpenoides, tetraterpenoides y politerpenoides superiores.
En algunos aspectos, el hemiterpenoide es prenol, isoprenol o acido isovalérico. En algunos aspectos, el
monoterpenoide es pirofosfato de geranilo, eucaliptol, limoneno o pineno. En algunos aspectos, el sesquiterpenoide
es pirofosfato de farnesilo, artemisinina o bisabolol. En algunos aspectos, el diterpenoide es pirofosfato de
geranilgeranilo, retinol, retinal, fitol, taxol, forskolina o afidicolina. En algunos aspectos, el triterpenoide es escualeno
o lanosterol. En algunos aspectos, el tetraterpenoide es licopeno o caroteno. En algunos aspectos, los carotenoides
se seleccionan del grupo que consiste en xantofilas y carotenos. En algunos aspectos, la xantofila es luteina o
zeaxantina. En algunos aspectos, el caroteno es a-caroteno, 3-caroteno, y-caroteno, 3-criptoxantina o licopeno.

Los productos descritos en el presente documento pueden derivarse de acetil-CoA producido por medio de
fermentacion de sintegas o por medio de fermentacion de otras fuentes de carbono tales como fructosa. En algunos
aspectos, la célula se hace crecer en condiciones adecuadas para la produccion del/de los producto(s) distinto(s) de
isopreno.

Los productos descritos en el presente documento puede producirlos de manera natural la célula. En algunos
aspectos, las células producen de manera natural uno o mas productos incluyendo productos excretados,
secretados o intracelulares. En algunos aspectos, las células producen de manera natural etanol, propanodiol,
hidrégeno o acetato. En algunos aspectos, la produccion de un producto que se produce de manera natural aumenta
en relacién con células de tipo natural. Puede usarse cualquier método conocido en la técnica para aumentar la
produccién de un producto celular metabdlico para aumentar la produccién de un producto que se produce de
manera natural. En algunos aspectos, el acido nucleico que codifica para la totalidad o una parte de la ruta para la
produccién de un producto descrito en el presente documento esta operativamente unido a un promotor tal como un
promotor fuerte. En algunos aspectos, el acido nucleico que codifica para la totalidad o una parte de la ruta para la
produccién de un producto descrito en el presente documento esta operativamente unido a un promotor constitutivo.
En algunos aspectos, la célula se modifica por ingenieria genética para que comprenda copias adicionales de un
acido nucleico endégeno que codifica para un polipéptido para la produccion de un producto descrito en el presente
documento. En algunos aspectos, el producto descrito en el presente documento no lo produce de manera natural la
célula. En algunos aspectos, la célula comprende uno o mas acidos nucleicos heterdlogos que codifican para uno o
mas polipéptidos para la produccién de un producto descrito en el presente documento.

En condiciones de crecimiento normales, los acetdgenos producen acetato y etanol. El acetato se produce en una
reaccion de 2 etapas en la que el acetil-CoA se convierte en primer lugar en acetil-fosfato mediante la
fosfotransacetilasa (pta), luego el acetil-fosfato se desfosforila mediante la acetato cinasa (ack) para formar acetato.
El etanol se forma mediante un proceso de dos etapas en el que el acetil-CoA se convierte en acetaldehido y luego
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en etanol mediante la enzima multifuncional alcohol deshidrogenasa (adhE). La produccion de acetato y etanol
puede no ser deseable en células que producen isopreno, ya que aleja el flujo de carbono del isopreno y en ultima
instancia da como resultado un rendimiento disminuido de isopreno. Por tanto, algunos o todos los genes que
codifican para fosfotransacetilasa (pfa), acetato cinasa (ack) y alcohol deshidrogenasa (adhE) pueden alterarse o las
expresiones de los mismos se reducen en células anaerobias para el fin de redirigir el flujo de carbono lejos del
acetato y/o etanol y aumentar la produccion de isopreno.

En algunos aspectos, las células son deficientes en al menos un polipéptido implicado en la produccion de acetato,
etanol, succinato y/o glicerol. En algunos aspectos, una o mas rutas para la produccién de un metabolito distinto de
isopreno (por ejemplo, lactato, acetato, etanol (u otro(s) alcohol(es)), succinato o glicerol) se bloquean, por ejemplo,
la producciéon de un metabolito distinto de isopreno puede reducirse en al menos aproximadamente cualquiera del
10%, el 20%, el 30%, el 40%, el 50%, el 60%, el 70%, el 80%, el 90% o el 95%. En algunos aspectos, una o mas de
las rutas para la produccion de lactato, acetato, etanol, succinato o glicerol se bloquean, por ejemplo, la produccién
de lactato, acetato, etanol, succinato y/o glicerol se reduce en al menos aproximadamente cualquiera del 10%, el
20%, el 30%, el 40%, el 50%, el 60%, el 70%, el 80%, el 90% o el 95%. En algunos aspectos, las células son
deficientes en al menos un polipéptido en ruta(s) de produccién de acetato, etanol, succinato y/o glicerol. Los
polipéptidos en rutas(s) de produccién de acetato, etanol, succinato y/o glicerol pueden tener actividades reducidas o
las expresiones de los mismos se reducen. Pueden alterarse acidos nucleicos que codifican para los polipéptidos en
ruta(s) de produccion de acetato, etanol, succinato y/o glicerol. Un experto en la técnica conoce polipéptidos
implicados en diversas rutas (por ejemplo, rutas para producir etanol y/o acetato), incluyendo, por ejemplo, los
descritos en Misoph ef al. 1996, Journal of Bacteriology, 178(11):3140-45, a cuyo contenido se hace referencia
expresamente con respecto a los polipéptidos implicados en rutas de produccion de succinato, acetato, lactato y/o
etanol.

En algunos aspectos, las células son deficientes en pfa. En algunos aspectos, las células son deficientes en ack. En
algunos aspectos, las células son deficientes en adhE. En algunos aspectos, las células son deficientes en pta, ack,
y/o adhE. En algunos aspectos, las expresiones de fosfotransacetilasa, acetato cinasa y/o alcohol deshidrogenasa
se reducen. En algunos aspectos, las actividades de fosfotransacetilasa, acetato cinasa y/o alcohol deshidrogenasa
se reducen. En algunos aspectos, las células son deficientes en polipéptido(s) que tiene(n) actividades similares a
fosfotransacetilasa, acetato cinasa y/o alcohol deshidrogenasa. La expresion de pta, ack, adhE y/o polipéptido(s)
que tiene(n) actividades similares a fosfotransacetilasa, acetato cinasa y/o alcohol deshidrogenasa puede reducirse
mediante cualquiera de los métodos conocidos por un experto en la técnica, por ejemplo, la expresién puede
reducirse mediante ARN antisentido (por ejemplo, ARN antisentido dirigido por cualquiera de los promotores
descritos en el presente documento tal como cualquiera de los promotores inducibles). En algunos aspectos, el/los
ARN antisentido esta(n) operativamente unido(s) a un promotor adecuado tal como cualquiera de los promotores
descritos en el presente documento incluyendo promotores inducibles.

En algunos aspectos, se recuperan tanto isopreno como producto(s) distinto(s) de isopreno a partir de la fase
gaseosa. En algunos aspectos, se recupera isopreno a partir de la fase gaseosa (por ejemplo a partir de la
fermentacion de gas), y el/los otro(s) producto(s) se recupera(n) de la fase liquida (por ejemplo del caldo celular).

Biorreactores

Puede usarse una variedad de diferentes tipos de reactores para la produccion de isopreno u otros bioproductos
industriales. En algunas realizaciones, se usa un hidrato de carbono como fuente de energia y/o carbono. En
algunas realizaciones, se usan un hidrato de carbono e hidrégeno como fuente de energia y/o carbono. En algunas
realizaciones, se usa gas de sintesis como fuente de energia y/o carbono. Hay un gran ndmero de diferentes tipos
de procesos de fermentacion que se usan comercialmente. Los biorreactores para su uso en la presente invencion
deben ser susceptibles a condiciones anaerobias. El biorreactor puede disefiarse para optimizar el tiempo de
retencion de las células, el tiempo de residencia del liquido y la velocidad de rociado de sintegas.

En diversos aspectos, las células se hacen crecer usando cualquier modo conocido de fermentacion, tales como
procesos discontinuos, de alimentacion discontinua, continuos o continuos con recirculacion. En algunos aspectos,
se utiliza un método de fermentacion discontinua. La fermentacion discontinua clasica es un sistema cerrado donde
la composicion de los medios se establece al comienzo de la fermentacion y no esta sujeta a alteraciones artificiales
durante la fermentacion. Por tanto, al comienzo de la fermentacion, el medio celular se inocula con las células
huésped deseadas y se permite que se produzca la fermentacion sin afadir nada al sistema. Normalmente, sin
embargo, la fermentacion “discontinua” es discontinua con respecto a la adicion de la fuente de carbono y con
frecuencia se hacen intentos de controlar factores tales como el pH y la concentraciéon de oxigeno. En los sistemas
discontinuos, las composiciones de metabolito y biomasa del sistema cambian constantemente hasta el momento en
que se detiene la fermentacion. Dentro de los cultivos discontinuos, las células se moderan a través de una fase de
latencia estatica a una fase logaritmica de alto crecimiento y finalmente a una fase estacionaria donde la tasa de
crecimiento disminuye o se detiene. En algunos aspectos, las células en la fase logaritmica son responsables de la
mayor parte de la produccion de isopreno. En algunos aspectos, las células en fase estacionaria producen isopreno.

En algunos aspectos, se usa una variacion en el sistema discontinuo convencional, como el sistema de alimentacion
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discontinua. Los procesos de fermentacién de alimentacion discontinua comprenden un sistema discontinuo tipico
con la excepcion de que la fuente de carbono (por ejemplo, sintegas, glucosa, fructosa) se afiade en incrementos a
medida que avanza la fermentacion. Los sistemas de alimentacion discontinua son Utiles cuando la represion por
catabolitos es apta para inhibir el metabolismo de las células y cuando es deseable tener cantidades limitadas de
fuente de carbono en el medio celular. Las fermentaciones de alimentacion discontinua pueden realizarse con la
fuente de carbono (por ejemplo, sintegas, glucosa, fructosa) en una cantidad limitada o en exceso. La medicion de la
concentracion real de la fuente de carbono en los sistemas de alimentacion discontinua es dificil y, por tanto, se
estima basandose en los cambios de factores medibles tales como el pH, el oxigeno disuelto y la presién parcial de
los gases de desecho, tales como CO.. Las fermentaciones discontinuas y de alimentacion discontinua son comunes
y se conocen bien en la técnica y pueden encontrarse ejemplos en Brock, Biotechnology: A Textbook of Industrial
Microbiology, segunda edicion (1989) Sinauer Associates, Inc..

En algunos aspectos, se usan métodos de fermentacion continua. La fermentacion continua es un sistema abierto en
el que un medio de fermentacién definido se afiade continuamente a un biorreactor y se retira simultaneamente una
cantidad igual de medio acondicionado para su procesamiento. La fermentacion continua mantiene generalmente los
cultivos en una densidad alta y constante donde las células se encuentran principalmente en el crecimiento en fase
logaritmica.

La fermentacion continua permite la modulaciéon de un factor o cualquier numero de factores que afectan el
crecimiento celular o la produccién de isopreno. Por ejemplo, un método mantiene un nutriente limitante, tal como la
fuente de carbono o el nivel de nitrégeno a una tasa fija y permite que todos los demas parametros se moderen. En
otros sistemas, varios factores que afectan el crecimiento pueden alterarse continuamente mientras la concentracion
celular (por ejemplo, la concentracion medida por la turbidez del medio) se mantiene constante. Los sistemas
continuos se esfuerzan por mantener las condiciones de crecimiento en estado estacionario. Por tanto, la pérdida
celular debida a la extraccion de los medios se equilibra con la velocidad de crecimiento celular en la fermentacion.
Los métodos de modulacién de nutrientes y factores de crecimiento para procesos de fermentacion continua, asi
como las técnicas para maximizar la velocidad de formacién de productos, se conocen bien en la técnica de
microbiologia industrial y se detallan una variedad de métodos en Brock, Biotechnology: A Textbook of Industrial
Microbiology, segunda edicion (1989) Sinauer Associates, Inc., al que se hace referencia por el presente documento,
particularmente con respecto al cultivo celular y las condiciones de fermentacion.

Una variacion del método de fermentacion continua es el método continuo con recirculacion. Este sistema es similar
al biorreactor continuo, con la diferencia de que las células retiradas con el contenido liquido se devuelven al
biorreactor por medio de un dispositivo de separacion de masa celular. Se usan unidades de filtracién cruzada,
centrifugadoras, tanques de sedimentacion, astillas de madera, hidrogeles y/o fibras huecas para la separacion o
retencion de la masa celular. Este proceso se usa normalmente para aumentar la productividad del sistema de
biorreactor continuo, y puede ser particularmente Util para los anaerobios, que pueden crecer mas lentamente y en
concentraciones mas bajas que los aerobios.

En un aspecto, puede usarse un biorreactor de membrana para el crecimiento y/o la fermentacion de las células
anaerobias descritas en el presente documento, en particular, si se espera que las células crezcan lentamente. Un
filtro de membrana, como un filtro de flujo cruzado o un filtro de flujo tangencial, puede funcionar conjuntamente con
un biorreactor de fermentacion liquida que produce gas isopreno. Un biorreactor de membrana de este tipo puede
mejorar la produccion fermentativa de gas isopreno combinando la fermentaciéon con la recirculacion de
componentes del caldo seleccionados que, de lo contrario, se descartarian. EI MBR filtra el caldo de fermentacion y
devuelve el componente que no permea (“material retenido” del filtro) al reactor, aumentando eficazmente la
concentracion en el reactor de las células, los residuos celulares y otros solidos del caldo, mientras mantiene la
productividad especifica de las células. Esto mejora sustancialmente el titulo, la produccion total y la productividad
volumeétrica del isopreno, lo que conduce a menores costes de capital y operativos.

El filtrado liquido (o permeado) no se devuelve al reactor y, por tanto, proporciona una reduccion beneficiosa en el
volumen del reactor, similar a la recolecciéon de una extraccion de caldo. Sin embargo, a diferencia de una extraccion
de caldo, el permeado recogido es un liquido clarificado que puede esterilizarse facilmente por filtracion después de
su almacenamiento en un recipiente ordinario. Por tanto, el permeado puede reutilizarse facilmente como fuente de
reciclaje de nutrientes y/o agua. Un permeado, que contiene medio agotado soluble, puede afiadirse a la misma u
otra fermentacion para mejorar la produccion de isopreno.

Meétodos de recuperacion

Cualquiera de los métodos descritos en el presente documento incluye ademas recuperar el bioproducto industrial
(por ejemplo, isopreno, butadieno, etanol, etc.). Por ejemplo, el isopreno producido usando las composiciones y los
métodos de la invencion puede recuperarse usando técnicas convencionales, tales como separacion de gas,
separacion potenciada por membrana, fraccionamiento, adsorcidon/desorcién, evaporacion, desorcion térmica o a
vacio de isopreno a partir de una fase soélida o extraccion de isopreno inmovilizado o absorbido a una fase sélida con
un disolvente (véanse, por ejemplo, las patentes estadounidenses n.°® 4.703.007 y 4.570.029). En un aspecto, el
isopreno se recupera mediante extraccion por absorcion (véase, por ejemplo, la solicitud de patente internacional n.°
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PCT/US2010/060552 (WO 2011/075534)). En aspectos particulares, se usa destilacion extractiva con un alcohol (tal
como etanol, metanol, propanol, o una combinacién de los mismos) para recuperar el isopreno. En algunos
aspectos, la recuperacion de isopreno implica el aislamiento de isopreno en una forma liquida (tal como una
disolucion pura de isopreno o una disolucion de isopreno en un disolvente). La separacion de gas implica la retirada
de vapor de isopreno de la corriente de gas residual de fermentacion de una manera continua. Tal eliminacion puede
lograrse de varios modos diferentes incluyendo, pero sin limitarse a, adsorcién a una fase sélida, reparto en una fase
liqguida o condensacion directa (tal como condensacion debida a exposicidon a un serpentin de condensacién o a un
aumento en la presion). En algunos aspectos, enriquecimiento con membrana de una corriente de vapor de isopreno
diluida por encima del punto de rocio del vapor dando como resultado la condensacién de isopreno liquido. En
algunos aspectos, el isopreno se comprime y se condensa.

La recuperacion de isopreno puede implicar una etapa o multiples etapas. En algunos aspectos, la retirada de vapor
de isopreno del gas residual de fermentacion y la conversion de isopreno en una fase liquida se realizan
simultaneamente. Por ejemplo, el isopreno puede condensarse directamente a partir de la corriente de gas residual
para formar un liquido. En algunos aspectos, la retirada del vapor de isopreno del gas residual de fermentacion y la
conversion de isopreno en una fase liquida se realizan secuencialmente. Por ejemplo, el isopreno puede adsorberse
a una fase sdlida y luego extraerse de la fase sdlida con un disolvente.

En algunos aspectos, cualquiera de los métodos descritos en el presente documento incluye ademas una etapa de
recuperacion de los compuestos producidos. En algunos aspectos, cualquiera de los métodos descritos en el
presente documento incluye ademas una etapa de recuperacion del isopreno. En algunos aspectos, el isopreno se
recupera mediante separacion por absorcion (véase, por ejemplo, la publicacion estadounidense n.° 2011/0178261).

Las composiciones de isopreno recuperadas a partir de fermentaciones en organismos anaerobios pueden contener
impurezas. Las identidades y los niveles de impurezas en una composicion de isopreno pueden analizarse mediante
métodos convencionales, tales como CG/EM, CG/FID y "H-RMN. Una impureza puede ser de origen microbiano, o
puede ser un contaminante en la alimentacion de gas de sintesis u otras materias primas de fermentacion.

En algunos aspectos, la composicion de isopreno recuperada de la fermentacion en un organismo anaerobio
comprende una o mas de las siguientes impurezas: sulfuro de hidrogeno, sulfuro de carbonilo, disulfuro de carbono,
etanol, acetona, metanol, acetaldehido, metacroleina, metil vinil cetona, 2-metil-2-viniloxirano, cis- y trans-3-metil-
1,3-pentadieno, un alcohol prenilico C5 (tal como 3-metil-3-buten-1-ol o 3-metil-2-buten-1-ol), 2-heptanona, 6-metil-5-
hepten-2-ona, 2,4,5-trimetilpiridina, 2,3,5-trimetilpirazina, citronelal, metanotiol, etanotiol, acetato de metilo, 1-
propanol, diacetilo, 2-butanona, 2-metil-3-buten-2-ol, acetato de etilo, 2-metil-1-propanol, 3-metil-1-butanal, 3-metil-2-
butanona, 1-butanol, 2-pentanona, 3-metil-1-butanol, isobutirato de etilo, 3-metil-2-butenal, acetato de butilo, acetato
de 3-metilbutilo, acetato de 3-metil-3-buten-1-ilo, acetato de 3-metil-2-buten-1-ilo, (E)-3,7-dimetil-1,3,6-octatrieno, (Z)-
3,7-dimetil-1,3,6-octatrieno,  (E,E)-3,7,11-trimetil-1,3,6,10-dodecatetraeno y  (E)-7,11-dimetil-3-metilen-1,6,10-
dodecatrieno, 3-hexen-1-ol, acetato de 3-hexen-1-ilo, limoneno, geraniol (trans-3,7-dimetil-2,6-octadien-1-ol),
citronelol (3,7-dimetil-6-octen-1-ol), (E)-3-metil-1,3-pentadieno, (Z)-3-metil-1,3-pentadieno, tiol(es), mono y
disulfuro(s) o gas(es) tal(es) como CS; y COS. La composicion de isopreno recuperada de la fermentacion de
sintegas en un organismo anaerobio puede comprender uno o mas de los componentes descritos en Rimbault A et
al. 1986, J of Chromatography, 375:11-25, cuyo contenido se incorpora expresamente en el presente documento
como referencia en su totalidad con respecto a diversos componentes en gases de cultivos de Clostridium.

En algunos aspectos, cualquiera de los métodos descritos en el presente documento incluye ademas purificar el
isopreno. Por ejemplo, el isopreno producido usando las composiciones y los métodos de la invencién puede
purificarse usando técnicas convencionales. La purificacién se refiere a un procedimiento a través del cual se separa
isopreno de uno o mas componentes que estan presentes cuando se produce el isopreno. En algunos aspectos, el
isopreno se obtiene como un liquido sustancialmente puro. Los ejemplos de los métodos de purificacion incluyen (i)
destilacién a partir de una disolucidon en un extractor liquido y (ii) cromatografia. Tal como se usa en el presente
documento, “isopreno purificado” significa isopreno que se ha separado de uno o mas componentes que estan
presentes cuando se produce el isopreno. En algunos aspectos, el isopreno esta al menos aproximadamente al
20%, en peso, libre de otros componentes que estan presentes cuando se produce el isopreno. En diversos
aspectos, el isopreno es al menos o aproximadamente el 25%, el 30%, el 40%, el 50%, el 60%, el 70%, el 75%, el
80%, el 90%, el 95% o el 99%, en peso, puro. La pureza puede someterse a ensayo mediante cualquier método
apropiado, por ejemplo, mediante cromatografia en columna, analisis de HPLC o analisis de CG-EM.

En algunos aspectos, al menos una porcion de la fase gaseosa que queda tras una o mas etapas de recuperacion
para la retirada de isopreno se recircula introduciendo la fase gaseosa en un sistema de cultivo celular (tal como un
fermentador) para la produccion de isopreno.

En algunas realizaciones, la recuperacion de enzimas industriales puede usar cualquier método conocido por un
experto en la técnica y/o cualquiera de los protocolos a modo de ejemplo que se dan a conocer en las publicaciones
de solicitud estadounidense n.®® 2009/0311764, 2009/0275080, 2009/0252828, 2009/0226569, 2007/0259397 y las
patentes estadounidenses n.°® 7.629.451; 7.604.974; 7.541.026; y 7.527.959 y para nutracéuticos (véase, por
ejemplo, la patente estadounidense n.° 7.622.290), y para antimicrobianos (véase, por ejemplo, la publicacion de
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solicitud estadounidense n.° 2009/0275103).

Los siguientes ejemplos se han proporcionado para fines ilustrativos sélo y no pretenden limitar la invencion.

5 Ejemplos
Ejemplo 1: métodos y materiales
Las cepas bacterianas usadas en los ejemplos descritos en el presente documento se enumeran en la tabla 1 a
10 continuacion.
Tabla 1: Cepas bacterianas
Cepa Descripcion Referencial/fuente
Escherichia coli
TOP10 mcrA, AmcrBC, recA1, StrR Life Technologies, Carlsbad CA
XL1-Blue A (mcrA) 183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr) 171 | Stratagene, La Jolla CA
endA1 supE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1
lac (F’proAB lacl® ZAM15 Tn10 (tetR))
S17-1 Tp®, SM", recA’, thi, pro, hsdR-, hsdM+ Colecciéon americana de cultivos
tipo, cepa 47055
Anaerobios Numero de registro de la ATCC
Clostridium acetobutylicum ATCC 824 Coleccion americana de cultivos tipo
Clostridium ljungdahlii ATCC 55383 Coleccion americana de cultivos tipo
Clostridium aceticum ATCC 35044 Coleccién americana de cultivos tipo
Clostridium autoethanogenum | DSM 10061 Coleccion americana de cultivos tipo
15 Todos los plasmidos se construyeron en células de E. coli TOP10 y se enumeran en la tabla 2.

Tabla 2: Plasmidos

Identificador de plasmido | Caracteristicas Descrito en

pMCS244 ermB, ColE1 RNA I, lacZ alfa, repL (tiene 4 |Figuras 10A-B y figura 11
sitios CCWGG que se producen de manera
natural)

pDW265 ermB, ColE1 RNA I, lacZ alfa, repL (los 4 |Figura 14y figura 15
sitios CCWGG que se producen de manera
natural mutados)

pDW268 Promotor Pgap, RBS de pBAD, RYBO02455 | Figura 23 y figuras 24A-C
metiltransferasa, terminador rrnB, araC

pBAD33 Promotor Pgap, terminadores 5s y rrnB T1T», |Guzman et al., 1995, Journal of
bla truncado, CmR, pACYC184 ori, araC Bacteriology, vol. 177, n.° 14: 4121-

4130.

pCA1 repB, transposasa de la familia IS605 OrfB, | Figura 6 y figura 7A-B

pMCS203 ori pIM13, catP, Trad, lacZ alfa, ARN Il de|Figura 8y figura 9
ColE1

pDW263 Marcador de resistencia a cloranfenicol repB, | Figura 19 y figuras 20A-C
ARN Il de ColE1, Trad, transposasa de la
familia 1S605 OrfB,

pDW264 repB, marcador de resistencia  a|Figura 21y figuras 22A-C
cloranfenicol, ARN 1l de ColE1, Trad,
transposasa de la familia IS605 OrfB

pDW280 repB, ermB, ARN Il de ColE1, Trad,|Figura 23y figuras 24A-C
transposasa de la familia IS605 OrfB
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pMCS537 repB, ermB, ARN Il de ColE1, TraJ Figura 30 y figuras 31A-B

pMCS444 repA, ermB, ARN Il de ColE1, TraJ Figura 49 y figura 50

pMCS445 repH, ermB, ARN Il de ColE1, TraJ Figura 51y figura 52

pMCS200 repA, ermB, ARN Il de ColE1, TraJ Figura 32y figuras 33A-B

pMCS201 repH, ermB, ARN Il de ColE1, TraJ Figura 34 y figuras 35A-B

pMCljs ORF de metiltransferasa de Clostridium|Figura 53 y figura 54
lungdahlii

pMCS94 ori de pIM13, ori de pB322, EmR, gentR, |Figura 55y figura 56
ApR,

pMCS466 ApR, casete Carb de pMCS94, ORF de |Figura 57 y figura 58
metiltransferasa de Clostridium lungdahlii

Ejemplo 2: identificacién de endonucleasa en Clostridium

Para identificar una endonucleasa de restriccion activa en Clostridium aceticum, se recogieron cultivos durante la
noche de bacterias de tipo natural hechas crecer en medio liquido AcM (tabla 3) mediante centrifugacion y se
resuspendieron en una disolucién que contenia lisozima, penicilina G y sacarosa 0,6 M para inducir la formacion de
protoplastos. Después de varias horas, se sometieron los protoplastos suspendidos a lisis hipotdnica mediante
centrifugacion y resuspension en tampén que contenia Tris 100 mM pH 7,4, NaCl 50 mM y PMSF 1 mM. Las células
lisadas se retiraron mediante centrifugacion, y el sobrenadante se usé en todos los experimentos posteriores para
examinar e identificar la actividad endonucleasa. Todas las técnicas y métodos usados siguieron las practicas
convencionales de microbiologia y biologia molecular.

Tabla 3: receta de AcM

Componente Cantidad en 1 |1 de AcM
NH,4CI 10 ml
KH2PO4 3,3 ml
KoHPO4 4,5ml
MgSO, - 7H.0 1 mi
Cisteina HCI 10 mi
Disolucion mineral de Wolfe 20 ml
Disolucion de vitaminas de Wolfe 20 ml
Resazurina (disolucion al 0,1%) 1ml
NaHCO3; 109
Extracto de levadura 29

pH 7.4

H>O Hasta 11

Ejemplo 3: identificacién de la secuencia de reconocimiento de ADN para la endonucleasa de restriccion

El plasmido pMCS244, un vector erm”® usado para transformar E. coli para conferir resistencia a eritromicina, se
incubd con 1 pl de lisado de C. aceticum en tampon NEB 2 en un volumen final de 20 pl durante 30 minutos a 30°C,
y se observo el patron de digestion por restriccion mediante electroforesis en gel (E-gel, Life Technologies). Se
observo un patrén de restriccion diferenciado (figura 12A), y la endonucleasa de Clostridium aceticum no identificada
se denomind “Cacl” segun la nomenclatura convencional para enzimas de restriccion. También se mapearon los
sitios de escision de Cacl en relacion con los sitios de escision de las enzimas de restriccion Hindlll y Apall en
pMCS244 (figura 12A, carriles 4 y 5, respectivamente). Hindlll y ApalLl son endonucleasas de restriccion disponibles
comercialmente con secuencias de reconocimiento de ADN bien establecidas de AAGCTT y GTGCAC,
respectivamente. El mapa de restriccion se refiné adicionalmente generando un producto de PCR lineal, utilizando
los cebadores M13R y oMCS25 (tabla 4), sometiéndolo a digestion mediante el lisado de C. aceticum vy
determinando la proximidad de cualquier sitio de escision en relacion con Hindlll. La figura 12B muestra los patrones
de digestion por restriccion del producto de PCR. Usando esta informacion de secuencia, se identifico la secuencia
de reconocimiento CCWGG (W =T o A) como el sitio de reconocimiento de la enzima Cacl que esta presente en el
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lisado de C. aceticum. La secuencia CCTGG (SEQ ID NO: 10) que es proximal a la secuencia de reconocimiento de
Hindlll de AAGCTT se muestra en la figura 13.

Por tanto, este ejemplo ilustra la identificacion de la secuencia de reconocimiento de ADN, CCWGG (W =T o A),
para la endonucleasa de restriccion, Cacl, presente en lisado de C. aceticum.

Tabla 4. Nombres y secuencias de los cebadores.

Cacl M1 Dir gaaaaccctgacgttacccaactta

Cacl M1 Inv tgggtaacgtcagggttttccca

Cacl M2 Dir gaaacgcctgntatctttatagtcct

Cacl M2 Inv acaggactataaagatancaggcgt

Cacl M3 Dir acggttcctgaccttttgctggect

Cacl M3 Inv ggccagcaaaaggtcaggaaccgta

Cacl M2 Inv 2 ataaagatancaggcgtttccccctngaagctcectegtgegct
CaclM21Inv 3 ataaagatancaggcgtttcccnnnggaagctccctcgtgegct
Cacl M2 Inv 4 ataaagataacaggcgtttccccctagaagctcectegtgegct
Cacl M2 Inv 5 ataaagataacaggcgtttcccnntggaagctcectcgtgegctctectgt
Cacl M2 Dir 2 gaaacgcctgttatctttatagtcct

M13R caggaaacagctatgacc

oMCS25 ctcattagtagttcagggtttaaca

Bad33 2455 frag 1 directo tacccggggaggaataataaatggccgtactccgcaatattgat
Bad33 2455 frag 2 inverso ttattattcctccccgggtaccgagcetcgaattcgceta

Bad33 2455 frag 2 directo caaagatcgttgaggctgttttggcggatgagagaagat
Bad33 2455 frag 1 inverso aacagcctcaacgatctttgcgcagcacgacgatgtgctcgttcgt
0105 agggacagctagttctagagtcggtgaacgctctcc

0106 ccaactttttaaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttggtctgac
0107 gatttaaaaagttggcccagggcttccegg

0108 gaactagctgtccctgatggtcgtcatctac

oMCS158 cagcacttaacattaaccatataatcacgaac

oMCS159 cagctatagcagctactctttggtattattatcaaaatg
oMCS418 ggtagaccctaattatcgtgaacgc

oMCS419 tgattattattatgaaccgattgtaaatgatttttag

oMCS420 ttggatgagaagatacttaaagatgtaaggg

oMCS421 ttcagagtatatttttcttaaatacgtaaatatttttttc

oMCS422 atgaacaaaaatataaaatattctcaaaactttttaac
oMCS423 ttatttcctccecgttaaataatagataactatta

oMCS426 ctataaatattagcgttggacttttttcttccctttaaatc
oMCS427 tccaacgctaatatttatagtatcagttttaaactgaaactgcaac
GA CA1_1 Plasmido Dir ccgcggcecgccattatagcataaagagggct

GA CA1_1 Plasmido Inv agattgaccitttattattcagagtatatttttct

GA CA1_1 203 Dir tgaataataaaggtcaatctatgaaatgcga

GA CA1_1203 Inv tgctataatggcggccgceggtcatagetgtt

GA CA1_2 Plasmido Dir ccgcggcecgcecagctatagcagctactctt

GA CA1_2 Plasmido Inv agattgacctcagcacttaacattaaccat
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GA CA1_2 203 Dir ttaagtgctgaggtcaatctatgaaatgcga

GA CA1_2203 Inv gctatagctggcggcecgceggtcatagetgtt

Ejemplo 4: identificacién de la metiltransferasa de Clostridium aceticum (M.Cacl, RYB0O02455) y caracterizacién de
su actividad

El marco de lectura abierto de Clostridium aceticum RYBO02455 (SEQ ID NO: 2) codifica para una enzima con
homologia a M.Mval, una metiliransferasa de Micrococcus varians que transfiere un grupo metilo sobre el resto 4-
amino del segundo residuo de citosina de la secuencia de reconocimiento CCWGG (W =T o A) (Butkus et al., 1985,
Nucl. Acids Res., vol. 13, n.° 16: 5727-5746). Para determinar si el producto proteico de RYBO02455 metila
CCWGG, y por tanto protege esta secuencia de reconocimiento de su escision por la actividad de Cacl en el lisado
de C. aceticum, la empresa DNA2.0 optimizé los codones de la secuencia codificante de RYBO02455 para la
expresion en E. coli y la cloné mediante la clonacion sin costuras GeneArt (Life Technologies) en el vector inducible
por arabinosa pBAD33 para crear el plasmido pDW268. Los cebadores usados se proporcionan en la tabla 4, y el
mapa de plasmido para pDW268, asi como su secuencia de ADN, se muestran en la figura 23 y la figura 24A-C
(SEQ ID NO. 14), respectivamente.

Entonces se cotransformé pDW268 con pMCS244 en células quimicamente competentes de E. coli Top10 (Life
Technologies). Se hicieron crecer las células durante la noche en LB con antibidticos apropiados, se diluyeron de
nuevo el dia siguiente en medio nuevo en una razéon 1:1 y se indujeron con arabinosa (120 pl de una disolucion al
15% p/v en 5 ml de LB) durante 3 horas. Entonces se purificaron los plasmidos (Qiagen) y se sometieron a escision
mediante el lisado de C. aceticum. La figura 25 muestra que el ADN metilado por RYBO02455 era resistente a la
escision por Cacl, porque pMCS244 pudo volver a transformarse en E. coli tras la incubacién en lisado de C.
aceticum. A la inversa, la figura 26 muestra que no era posible transformar células de E. coli con pMCS244 no
metilado tras la incubacién en lisado de C. aceticum, debido a la digestion completa por la actividad endonucleasa
de Cacl. La enzima codificada por RYBO02455 se denomind “M.Cacl”, siguiendo los sistemas de nomenclatura
convencionales para metiltransferasas en sistemas de restriccién-modificacion.

Ejemplo 5: identificacién del marco de lectura abierto (ORF) que codifica para la endonucleasa de restriccion Cacl

RYBO02454 es un ORF que es directamente adyacente a, y transcrito en la direccion opuesta de, RYBO02455
(M.Cacl). RYBO02454 codifica para una enzima con baja identidad de secuencia con M.Mval, una endonucleasa de
restriccion de Micrococcus varians que escinde CCWGG. Debido a su proximidad a M.Cacl, su homologia con una
enzima que se sabe que escinde la secuencia de reconocimiento CCWGG, y la tendencia de las parejas de enzimas
de restriccion/metilacion a localizarse conjuntamente en genomas bacterianos, se consider6 RYBO02454 un
candidato a codificar para Cacl, una enzima de restriccion en el lisado de C. aceticum.

Ejemplo 6: creaciéon de un plasmido resistente a Cacl, pDW265

Para determinar si Cacl, que selecciona como diana CCWGG, era la actividad endonucleasa de restriccion
predominante en el lisado de C. aceticum, se ensamblé el plasmido pDW265, en el que los 4 sitios de
reconocimiento CCWGG identificados se mutaron, usando tanto el kit de clonaciéon sin costuras GeneArt (Life
Technologies) como la mutagénesis por PCR QuikChange (Stratagene) segun los protocolos recomendados por el
fabricante (véase la tabla 4 para los cebadores). El mapa de plasmido para pDW265 se proporciona en la figura 14,
y la secuencia de ADN para pDW265 se proporciona en la figura 15A (SEQ ID NO. 11).

La figura 16 muestra los resultados de un ensayo de endonucleasas de restriccion usando un plasmido de control,
pMCS244, o el plasmido pDW265 (que tenia los cuatros sitios de reconocimiento de ADN de Cacl CCWGG
mutados) tratado con lisado de Clostridium aceticum, la endonucleasa de restriccion Hindlll o ambos. Carril 1:
marcador de peso molecular de ADN X de Roche; carril 2: plasmido de control pMCS244; carril 3: plasmido pDW265
no tratado; carril 4: control de pMCS244 tratado con lisado de C. aceticum; carril 5: plasmido pDW265 tratado con
lisado de C. aceticum; carril 6: pMCS244 tratado con Hindlll; carril 7: pDW265 tratado con Hindlll; carril 8: plasmido
pMCS244 tratado con tanto lisado de C. aceticum como Hindlll; carril 9: pDW265 con tanto lisado de C. aceticum
como Hindlll.

Los carriles 5, 7 y 9 de la figura 16 muestran que pDW265 resiste la escisién cuando se incuba con lisado de
Clostridium aceticum (carril 5), cuando se incuba con Hindlll (carril 7) o cuando se incuba con ambos (carril 9). A la
inversa, la figura 16 también muestra que el plasmido pMCS244, que es idéntico a pDW265 excepto porque todavia
contiene los 4 sitios de reconocimiento CCWGG identificados, no resiste la escision cuando se incuba con lisado de
Clostridium aceticum (comparese pMCS244 no tratado en el carril 2 con pMCS244 tratado con C. aceticum en el
carril 4), Hindlll (carril 6) o ambos (carril 8).

Entonces se incubaron pDW265 y pMCS244 con el lisado de C. aceticum tal como se describié anteriormente y se
transformaron en células de E. coli quimicamente competentes Top10 (Life Technologies) segun el protocolo
recomendado por el fabricante. El dia siguiente, la presencia de colonias resistentes a eritromicina transformadas
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con pDW265 (figura 17), y la ausencia completa de colonias resistentes transformadas con pMCS244 (figura 18),
confirmoé que pDW265 estaba protegido de la escision por el lisado de C. aceticum que contiene Cacl, que reconoce
especificamente CCWGG.

Ejemplo 7: creacién de un plasmido lanzadera de E. coli - C. aceticum conjugativo, pDW280

Para transformar satisfactoriamente C. aceticum con ADN heterélogo, se construyeron en primer lugar vectores
lanzadera para su propagacion en E. coli. La construccion de una serie de vectores lanzadera modulares entre E.
coli y diversas especies bacterianas clostridiales (conocida como “la serie pMTL80000") se describe en Heap et al.,
2009 (Journal of Microbiological Methods, vol. 78: 79-85). Estos vectores pMTL80000 portan uno de cuatro
replicones Gram-positivos, un origen de replicacion de p15A o ColE1 en E. coli, un sitio de clonacién multiple con
terminadores de la transcripcion flanqueantes y un marcador resistente a antibidticos, catP, ermB, aad9 o tetA.
Algunos de los vectores también portan un promotor de ferredoxina (Pfdx) de C. sporogenes y un sitio de union al
ribosoma (RBS) o un promotor de tiolasa de C. acefobutylicum y RBS para la expresion génica.

Para crear el vector lanzadera pDW280, se amplificé la estructura principal de plasmido de pMCS203 (pMTL85151)
mediante PCR (PfuUltra I, Agilent Technologies) usando los pares de cebadores indicados en la tabla 4 (por
ejemplo, GA CA1_1 203 Dir y GA CA1_1 203 Inv). El mapa de plasmido y la secuencia de ADN para pMCS203 se
proporcionan en la figura 8 y la figura 9A-B, respectivamente. Se amplificé el plasmido pCA1 usando los pares de
cebadores indicados (por ejemplo, GA CA1_1 Plasmido Dir y GA CA1_1 Plasmido Inv, tal como se enumera en la
tabla 4). El mapa de plasmido y la secuencia de ADN para pCA1 se proporcionan en la figura 6 y la figura 7A-B,
respectivamente. Los productos de PCR del peso molecular apropiado se purificaron mediante electroforesis en gel
(Qiagen) y se combinaron usando el kit de clonacién sin costuras GeneArt (Life Technologies). Entonces se
transformaron estos productos de PCR en células de E. coli TOP10 quimicamente competentes (Life Technologies)
segun el protocolo recomendado por el fabricante. Se recuperaron las células y se sembraron en placa sobre medio
selectivo, y se seleccionaron transformantes resistentes a cloranfenicol para su andlisis adicional. Se hicieron crecer
varias colonias individuales durante la noche en medio LB selectivo, y el dia siguiente se purificaron los plasmidos
(Qiagen) y se compararon los pesos moleculares con el del plasmido pCA1 original mediante electroforesis en gel.
Esto dio como resultado el plasmido pDW264. Tal como se indica en el mapa de plasmido pDW264 mostrado en la
figura 20, el vector lanzadera pDW264 contiene el plasmido pCA1 de Clostridium aceticum nativo y casetes de ADN
que permiten la replicacion en E. coli, la transferencia conjugativa y la resistencia al antibiotico cloranfenicol. La
secuencia de ADN para pDW264 se muestra en la figura 22A-C.

A continuacion, se cort6 pDW264 con las enzimas de restriccion Fsel y Pmel (New England Biolabs), siguiendo el
protocolo recomendado por el fabricante, para eliminar el casete de resistencia a cloranfenicol. Entonces se ligaron
estos vectores (ligasa de T4, NEB) a un casete de resistencia a eritromicina que se habia aislado del molde pDW265
mediante digestion por restriccion con Fsel, Pmel y Ascl, y se transformé en células de E. coli quimicamente
competentes Top10 (Life Technologies), usando técnicas de biologia molecular convencionales. El plasmido
lanzadera conjugativo resultante, pDW280, contenia toda la secuencia nativa de pCA1 de Clostridium aceticum, un
origen de transferencia, un origen de replicacion en E. coli y el casete de resistencia a eritromicina. El mapa de
plasmido y la secuencia de pDW280 se proporcionan en la figura 27 y la figura 28A-C, respectivamente.

Ejemplo 8: creacién de los pldsmidos lanzadera de E. coli - C. aceticum conjugativos pMCS537, pMCS244 y
pMCS245

El plasmido lanzadera conjugativo pDW280 (mostrado en su forma no modificada en la figura 27) se modifico
mediante la eliminaciéon de sus cuatro proteinas hipotéticas asi como la eliminacién del marco de lectura abierto de
transposasa de repB para crear el plasmido lanzadera de E. coli - C. aceticum conjugativo mas pequefio pMCS537.
En resumen, se amplificé el plasmido pDW280 mediante PCR usando los cebadores oMCS426 y oMCS427 (tabla 4)
y luego se purificd y se sometié a autoligacion usando el kit de clonacion sin costuras GeneArt de Invitrogen.

Se crearon pMCS444 y pMCS445 reemplazando el casete de catP por el casete de emR en los plasmidos pMCS200
y pMCS201. Se realizd esto usando métodos de digestion-ligacion descritos para la coleccion de plasmidos
modulares (clostron.com) o tal como se indica en Heap et al., 2009. El mapa de plasmido para pMCS444 se muestra
en la figura 49, y su secuencia de ADN se proporciona en la figura 50, mientras que el mapa de plasmido para
pMCS445 se muestra en la figura 51, y su secuencia de ADN se proporciona en la figura 52.

Ejemplo 9: creacioén de los plasmidos lanzadera de E. coli - C. ljungdahlii conjugativos pMCS200 y pMCS201

Para transformar satisfactoriamente C. jjungdahlii con ADN heterdlogo, se construyeron en primer lugar vectores
lanzadera para su propagacion en E. coli. La construccion de una serie de vectores lanzadera modulares entre E.
coli y diversas especies bacterianas clostridiales (conocida como “la serie pMTL80000") se describe en Heap et al.,
2009 (Journal of Microbiological Methods, vol. 78: 79-85). Estos vectores pMTL80000 portan uno de cuatro
replicones Gram-positivos, un origen de replicacion de p15A o ColE1 en E. coli, un sitio de clonacién multiple con
terminadores transcripcionales flanqueantes y un marcador resistente a antibidticos, catP, ermB, aad9 o tetA.
Algunos de los vectores también portan un promotor de ferredoxina de C. sporogenes (Pfdx) y un sitio de unién al
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ribosoma (RBS) o un promotor de tiolasa de C. acefobutylicum y RBS para la expresion génica.

El vector pMTL82151, renombrado pMCS200, porta el origen de replicacion Gram-positivo de pCB102, el marcador
de resistencia a cloranfenicol catP y el origen de replicacion de E. coli ColE1 El mapa de plasmido para
pMCS201/pMTL83151 se proporciona en la figura 32 y la secuencia de ADN se proporciona en la figura 33A-B, y
SEQ ID NO: 17.

El vector pMTL83151, renombrado pMCS201, porta el origen de replicacion Gram-positivo de pCB102, el marcador
de resistencia a cloranfenicol catP y el origen de replicacion de E. coli ColE1. El mapa de plasmido para
pMCS201/pMTL83151 se proporciona en la figura 34, y la secuencia de ADN se proporciona en la figura 35A-B y
SEQ ID NO: 18.

Ejemplo 10: transformacién de Clostridium aceticum mediante transferencia conjugativa (pDW268 con pDW280 o

con pMCS537)

La transferencia conjugativa implica la transferencia de ADN de una célula bacteriana a otra a través de contacto
directo célula a célula. La cepa donadora que se moviliza usada en los ejemplos de la presente solicitud es la cepa
de E. coli S17-1, que contiene un derivado del plasmido RP4 integrado en su ADN cromosémico y carece de la
enzima de restricciéon de ADN especifica de E. coli K12, permitiendo por tanto la captacion eficaz de ADN clonado
foraneo (McFarlane et al., 1987, Journal of Microbiological Methods, vol. 6: 301-305). El sitio oriT de RP4 es el
origen de la transferencia conjugativa, correspondiente al sitio en el que se mella el duplex de ADN en la preparacion
para la transferencia de una Unica hebra del donador al receptor (William et al., 1990, Journal of General
Microbiology, vol. 136: 819-826; Burkhardt et al., 1979, Journal of General Microbiology, vol. 114:341-348). La cepa
de E. coli S17-1 también contiene una insercién del transposén T7n, lo que da como resultado la resistencia a
trimetoprima y bajo nivel de estreptomicina de esta cepa.

Para generar una cepa de E. coli S17-1 capaz de tanto metilacion en como conjugacion a partir de E. coli en C.
aceticum, se cotransformaron células de E. coli S17-1 (usando técnicas convencionales) con pDW268, un plasmido
que codifica para M.Cacl inducible por arabinosa, y o bien el plasmido pDW280 o bien pMCS537. En resumen, se
hicieron crecer las cepas S17-1 con tanto el plasmido de metilacion pDW268 como cualquiera del plasmido
lanzadera pDW280 o pMCS537 durante la noche en medio LB liquido que contenia los antibidticos apropiados, y se
diluyo el dia siguiente en medio nuevo. Durante la fase exponencial media, a una DO600 de aproximadamente 0,6,
se recogieron 5 ml de células mediante centrifugacion, se lavaron tres veces en medio LB liquido sin antibiéticos y
se resuspendieron en 250 pl de LB con 12 pul de una disolucion de arabinosa al 15% antes de la conjugacion.
Simultaneamente, se recogié un cultivo de C. aceticum en medio AcM liquido mediante centrifugacién y se
resuspendid en 100 pl de AcM liquido. Entonces se llevaron las células de E. coli a la camara anaerobia, y se
mezclaron suspensiones celulares (100 ul de cada una) y se sembraron en placa junto con una placa de medio
soélido AcM. El dia siguiente, se rasparon las células de la superficie de la placa de conjugacion, y se sembraron en
placa sobre placas de AcM nuevo que contenian acido nalidixico (10 ug/ml) y eritromicina (5 ug/ml) para seleccionar
transformantes positivos. Se realizaron pases sucesivamente de colonias resistentes a eritromicina y acido nalidixico
para verificar la transformacion. La figura 29 muestra células de C. aceticum sometidas a multiples pases que se
hacen crecer sobre placas con eritromicina y acido nalidixico.

Las cepas de C. aceticum transformadas se validaron adicionalmente mediante siembra en estrias sobre LB vy
pruebas para determinar el crecimiento aerobio (C. aceticum no crecera de manera aerobia), purificacion de
plasmidos (Qiagen) a partir de la cepa de C. aceticum transformada, retransformacion en células quimicamente
competentes de E. coli Top10, purificacion de plasmidos a partir de la E. coli retransformada y confirmacion
mediante secuenciacion completa (Quintara BioSciences). Para su confirmacion adicional, los productos de PCR
amplificados a partir de plasmidos pDW280 aislados a partir de una cepa de C. aceticum transformada, usando los
cebadores oMCS418 a oMCS423 (enumerados en la tabla 4), confirmaron la presencia de toda la secuencia
heterdloga, el origen de replicacion de C. aceticum y el casete de resistencia a eritromicina, respectivamente (figura
18).

Ejemplo 11: transformacién de Clostridium aceticum mediante transferencia conjugativa (pDW268 con pMCS444 o

con pMCS445)

Para generar una cepa de E. coli S17-1 capaz de tanto metilacion en como conjugacion a partir de E. coli en C.
aceticum, se cotransformaron células de E. coli S17-1 (usando técnicas convencionales) con pDW268, un plasmido
que codifica para M.Cacl inducible por arabinosa, y o bien el plasmido pMCS444 o bien pMCS445. Se hicieron
crecer las cepas S17-1 con tanto el plasmido de metilacion pDW268 como cualquiera del plasmido lanzadera
pMCS444 o pMCS445 durante la noche en medio LB liquido que contenia los antibidticos apropiados, y se diluyo el
dia siguiente en medio nuevo. Durante la fase exponencial media, a una DO600 de aproximadamente 0,6, se
recogieron 5 ml de células mediante centrifugacion, se lavaron tres veces en medio LB liquido sin antibioticos y se
resuspendieron en 250 ul de LB con 12 pl de una disolucién de arabinosa al 15% antes de la conjugacion.
Simultaneamente, se recogié un cultivo de C. aceticum en medio AcM liquido mediante centrifugacién y se
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resuspendid en 100 pl de AcM liquido. Entonces se llevaron las células de E. coli a la camara anaerobia, y se
mezclaron suspensiones celulares (100 ul de cada una) y se sembraron en placa junto con una placa de medio
soélido AcM. El dia siguiente, se rasparon las células de la superficie de la placa de conjugacion, y se sembraron en
placa sobre placas de AcM nuevo que contenian acido nalidixico (10 ug/ml) y eritromicina (5 ng/ml) para seleccionar
transformantes positivos. Se realizaron pases sucesivamente de colonias resistentes a eritromicina y acido nalidixico
para verificar la transformacion.

Las cepas de C. aceticum transformadas se validaron adicionalmente mediante siembra en estrias sobre LB vy
pruebas para determinar el crecimiento aerobio (C. aceticum no crecera de manera aerobia), purificacion de
plasmidos (Qiagen) a partir de la cepa de C. aceticum transformada, retransformacion en células quimicamente
competentes de E. coli Top10, purificacion de plasmidos a partir de la E. coli retransformada y confirmacion
mediante secuenciacion completa (Quintara BioSciences).

Conjuntamente, los ejemplos 10 y 11 demuestran la transformacion satisfactoria de Clostridium aceticum con cuatro
plasmidos (pDW280, pMCS537, pMCS444 y pMCS445) que tienen un total de tres origenes de replicacion distintos
en Clostridium aceticum.

Ejemplo 12: comparacion de métodos de transformacién para Clostridium aceticum

Se generaron protoplastos de Clostridium aceticum y se recuperaron segun el método de Allock et al, 1982,
“Clostridium acetobutylicum protoplast formation and regeneration”, Applied Environmental Microbiology, vol. 43, n.°
3:719-721.

Tal como se indica en la tabla 5, los solicitantes sometieron a prueba multiples métodos para transformar Clostridium
aceticum, incluyendo: (1) electroporacion de protoplastos (segun el método descrito en Romero et al. para la
transformacion de protoplastos de Bacillus subtilis); (2) transformacion mediada por polietilenglicol (PEG), segun el
método descrito en Chang y Cohen para la transformacion de protoplastos de Bacillus subtilis; (3) transformacion
mediada por liposomas (usando DOTAP), segun el método de Metcalf et al. para la transformacién de
Metanosarcina acetivorans; y (4) la transferencia conjugativa de plasmidos pDW268 y o bien pDW280 o bien
pMCS537 tal como se describe en el ejemplo 9 de la presente solicitud.

Tabla 5 - Resultados de los intentos de transformar Clostridium aceticum usando diversos métodos

Método de transformacion Resultado de la|Método adaptado de

prueba

Electroporacion de | Lisis celular Romer et al., 2006. “Transformation of undomesticated strains of

protoplastos Bacillus subtilis by protoplast electroporation”. Journal of
Microbiological Methods, vol. 66: 556-559.

Protoplastos + PEG Falsos positivos | Chang y Cohen, 1979. “High frequency transformation of Bacillus
subtilis protoplasts by plasmid DNA”. Molecular Genes and
Genetics, vol. 168 (1): 111-115.

Protoplastos + DOTAP Falsos positivos | Metcalf et al., 1997. “A genetic system for Archaea of the genus
Methanosarcina:  liposome-mediated transformation  and
construction of shuttle vectors”. Proceedings of the National
Academy of Sciences vol. 94: 2626-2631.

Conjugacion a partir de E.|Verdadero Presente solicitud.

coli usando pDW268 vy|positivo

(pDW280 o0 pMCS537)

Solo la conjugacion a partir de E. coli que alberga el plasmido inducible por arabinosa pDW268 y el plasmido
lanzadera conjugativo pDW280 (o el plasmido lanzadera conjugativo mas pequefio pMCS537 o pMCS444), tal como
describieron los solicitantes en los ejemplos 9 y 10 de la presente solicitud, dio como resultado la transformacion de
Clostridium aceticum. No pudieron obtenerse transformantes satisfactorios de Clostridium aceticum usando
electroporacién de protoplastos, transformacion de protoplastos mediada por PEG o transformacion mediada por
liposomas. Adicionalmente, no pudieron obtenerse transformantes satisfactorios de Clostridium aceticum usando
electroporacion de células vegetativas.

Los ejemplos 9 y 10 demuestran la transformacion satisfactoria de cuatro plasmidos (pDW280, pMCS537, pMCS444
y pMCS445) en Clostridium aceticum, tres de los cuales albergan origenes de replicacion distintos (pDW280 y
pMCS537 tienen el origen de replicacion de repB, mientras que pMCS444 tiene un origen de replicacion de repA 'y
pMCS445 tiene un origen de replicacion de repH).

Ejemplo 13: transformacién de Clostridium ljungdahlii mediante transferencia conjugativa (pbMCS466 con pMCS200 o
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con pMCS201)

Para generar una cepa de E. coli S17-1 capaz de tanto metilacion en como conjugacién a partir de E. coli en C.
ljungdahlii, se cotransformaron células de E. coli S17-1 (usando técnicas convencionales) con pMCS466 y o bien el
plasmido pMCS200 o bien pMCS201. El plasmido pMCS466 codifica para la metiltransferasa de C. ljungdahlii que
protege el ADN de la degradacion por el sistema de restriccion-modificacion de C. ljungdahlii endégeno. Para crear
el plasmido pMCS466, se amplifico el plasmido pMCIjS mediante PCR con los cebadores 0107 y 0108 (tabla 4). Se
amplifico el casete de resistencia a carbenicilina a partir del plasmido pMCS94 con los cebadores 0105 y 0106 (tabla
4). Se aparearon los dos productos de PCR usando los métodos de clonacion sin costuras (Invitrogen) para crear el
plasmido pMCS466, un derivado del plasmido pMCIjS en donde el marcador de resistencia se ha cambiado de
espectinomicina a carbenicilina.

Se hicieron crecer las cepas S17-1 con tanto el plasmido de metilacion pMCS466 como cualquiera del plasmido
lanzadera pMCS200 o pMCS201 durante la noche en medio LB liquido que contenia los antibidticos apropiados, y
se diluyo el dia siguiente en medio nuevo. Durante la fase exponencial media, a una DOggo de aproximadamente 0,6,
se recogieron 5 ml de células mediante centrifugacion, se lavaron tres veces en medio LB liquido sin antibiéticos y
se resuspendieron en 250 pl de LB con 12 ul de una disolucion de arabinosa al 15% antes de la conjugacion.
Simultaneamente, se recogié un cultivo de C. ljundahli en medio MES-F liquido mediante centrifugacion y se
resuspendié en 100 pl de MES-F liquido. Entonces se llevaron las células de E. coli a la camara anaerobia, y se
mezclaron suspensiones celulares (100 ul de cada una) y se sembraron en placa junto con una placa de medio
MES-F sdlido. El dia siguiente, se rasparon las células de la superficie de la placa de conjugacion, y se sembraron
en placa sobre placas de MES-F nuevo que contenian acido nalidixico (10 pg/ml) y el antibiético apropiado para
seleccionar transformantes positivos. Se realizaron pases sucesivamente de colonias resistentes a antibiético y
acido nalidixico para verificar la transformacion.

Se validaron adicionalmente cepas de C. ljungdahlii transformadas mediante purificacion de plasmidos (Qiagen) a
partir de la cepa de C. ljungdahlii transformada, retransformacion en células quimicamente competentes de E. coli
Top10, purificacion de plasmidos a partir de la E. coli retransformada y confirmacion mediante electroforesis en gel.

Este ejemplo demuestra la transformacion satisfactoria de Clostridium ljungdahlii con dos plasmidos que albergan
origenes de replicacion distintos: (1) pMCS200, con un origen de replicacion de repA (también denominado pBP1), y
(2) pMCS201, con un origen de replicacion de repH (también denominado pCB102).

Ejemplo 14: determinacion de las concentraciones de antibidtico inhibitorias minimas (MIC) para bacterias
clostridiales

La concentracion inhibitoria minima (MIC) es la concentracion mas baja de antibidtico que se determina que tiene un
efecto inhibitorio sobre el crecimiento de un organismo. Las concentraciones inhibitorias minimas de tiamfenicol y
eritromicina para Clostridium aceticum (en medios AcM liquidos) y Clostridium ljungdahlii en medios MES-F o MES-X
liquidos (tabla 6) se determinaron empiricamente diluyendo en serie los medios especificos de cada cepa con
adiciones conocidas con antibidtico. La concentracion de partida fue de 30 ug/ml. Se afiadié un inéculo de volumen
1:20 de un cultivo durante la noche de Clostridium aceticum a cada dilucién en serie y se permitié que creciera
durante la noche. Se midié la DOggo de cada muestra y la MIC que se determind que era la concentracion mas baja
de antibiético a la que no se habia observado crecimiento durante la noche. Los resultados para Clostridium
aceticum se muestran en la figura 36A. Los resultados para Clostridium ljungdahlii se muestran en la figura 38A.

Para determinar la MIC de o bien tiamfenicol o bien eritromicina en placas de agar solidificado, se hicieron diluciones
en serie del antibidtico en medios de agar fundido a partir de una concentracion de partida de 30 ug/ml. Se vertieron
los medios en placas de Petri y se dejaron solidificar, luego se transfirieron a la camara anaerobia y se permitio que
se equilibraran durante 48 horas. Se extendié una muestra de 10 ul de un cultivo durante la noche sobre cada placa
de agar y se dejo que creciera durante 48 horas. La MIC era la concentracion mas baja de antibiético a la que no se
observo crecimiento. Los resultados para Clostridium aceticum (hecha crecer sobre medios AcM) se muestran en la
figura 36B y los resultados para Clostridium ljungdahlii hecha crecer sobre medios MES-F (descritos en las tablas 6 y
7) se muestran en la figura 38B.

Tabla 6: receta de MES-Fructosa (MES-F) o MES-Xilosa (MES-X)

Componente de los medios P.f. Dis. madre, | Molaridad de dis. | Vol. de dis. 1x MES F final
g/l madre (M) madre/litro (mM)

NH4CI 53,49 100 1,87 10 mi 18,7

KH2PO4 136,09 100 0,73 2ml 1,46

MgS0,.7H20 246,47 100 0,406 2ml 0,811

KCI 74,55 100 1,34 1ml 1,34
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CaCl,.2H,0 147,01 20 0,136 1ml 0,136
Acetato de sodio 136,08 166 1,22 2,5 ml 3,05
Cisteina HCI 175,6 879 mg 5,01
Disolucion de vitaminas de Wolfe 10 ml

Mezcla de oligoelementos de

Ljungdahlii 10 ml

Resazurina 229,19 1 0,00436 1ml 4,36
Extracto de levadura 29

MES 195,2 20 20g 102,45
Fructosa* 180,16 10 1049 55,5

* Para crear medios MES-X, sustituir con 10 gramos de xilosa los 10 gramos de fructosa.

Tabla 7: Mezcla de oligoelementos de Ljungdahlii para su uso en la receta MES-F

Componente Cantidad
Acido nitrilotriacético 20g
MnSQ,4 - H,O 1,0g

Fe (SO4)2(NHs)2 - 6H0 0,89
CoCl, - 6H.0 0,29
ZnS04 - 7THO 0,2mg
CuCl;, - 2H,0 20,0 mg
NiCl, - 6H0 20,0 mg
Na:MoOQO,4 - 2H,0 20,0 mg
Na,SeO,4 20,0 mg
Na, WO, 20,0 mg
Agua destilada Llevar hasta 1,0 |

Ejemplo 15: transferencia conjugativa del plasmido lanzadera que contiene ispS pMCS537-IspS en C. aceticum

Se modifica un vector lanzadera pMCS537 para incluir una copia truncada, de codones optimizados del gen ispS
(isopreno sintasa) de Populus alba para crear el plasmido lanzadera pMCS537-IspS, y se transforma en Clostridium
aceticum mediante transferencia conjugativa.

La cepa de transferencia conjugativa de E. coli S17-1 se transforma conjuntamente con pDW268, un plasmido que
codifica para M.Cacl inducible por arabinosa, y el plasmido pMCS537-/spS, para generar una cepa de E. coli S17-1
capaz de tanto metilacion en como conjugacion a partir de E. coli en C. aceticum.

Se hacen crecer las cepas S17-1 con tanto el plasmido de metilacion pDW268 como el plasmido lanzadera
pMCS537-IspS durante la noche en medio LB liquido que contiene los antibidticos apropiados, y se diluyen el dia
siguiente en medio nuevo. Durante la fase exponencial media, a una DO600 de aproximadamente 0,6, se recogen
mediante centrifugacion, se lavan tres veces en medio LB liquido sin antibidticos y se resuspenden en 250 pl de LB
con 12 pl de una disolucion de arabinosa al 15% antes de la conjugacién. Simultaneamente, se recoge un cultivo de
C. aceticum en medio AcM liquido mediante centrifugacion y se resuspende en 100 pl de AcM liquido. Las células de
E. coli se llevan entonces a una camara anaerobia, y se mezclan suspensiones celulares (100 ul de cada una) y se
siembran en placa juntas en una placa de medio sélido AcM. El dia siguiente, se raspan las células de la superficie
de la placa de conjugacion, y se siembran en placa sobre placas nuevas que contienen acido nalidixico (10 ug/ml) y
el antibiético apropiado para seleccionar transformantes positivos. Se realizan pases sucesivamente de colonias
resistentes al antibiético apropiado y acido nalidixico para verificar la transformacion. Se validan adicionalmente
cepas de C. aceticum transformadas mediante siembra en estrias sobre LB y pruebas para determinar el crecimiento
aerobio (C. aceticum no crecera de manera aerobia), purificacion de plasmidos (Qiagen) a partir de la cepa de C.
aceticum transformada, retransformacién en células quimicamente competentes E. coli Top10, purificacion de
plasmidos a partir de la E. coli retransformada y confirmacion mediante secuenciacion completa (Quintara
BioSciences). Para su confirmacion adicional, los productos de PCR se amplifican a partir de plasmidos aislados de
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una cepa de C. aceticum transformada para confirmar la presencia de toda la secuencia heterdloga, el origen de
replicacion de C. aceticum, el gen ispS de Populus alba y el casete de resistencia a eritromicina, respectivamente.

Ejemplo 16: produccién de isopreno mediante Clostridium aceticum transformada con pMCS537-IspS y hecha crecer
sobre fructosa

Se hace crecer Clostridium aceticum que alberga el plasmido lanzadera pMCS537-IspS para la produccion de
isopreno en medio DSZM 135 complementado con fructosa. Tras el crecimiento, se toman muestras del espacio
superior mediante microextraccion en fase soélida (SPME) y se usa software conocido en la técnica para extraer el
idn m/z 67 que es caracteristico de isopreno. Se usa un patron de isopreno autentificado para confirmar el espectro y
el tiempo de retencioén, y un pico al tiempo de elucién del isopreno esperado (demostrado mediante el patron de
isopreno) demostraria que la C. aceticum transformada produce niveles detectables de isopreno cuando se hace
crecer sobre fructosa.

Ejemplo 17: transformacién de Clostridium ljungdahlii mediante transferencia conjugativa (pDW268 con pMCS200-

A1)

Para mejorar los niveles de producciéon de etanol de Clostridium ljungdahlii de tipo natural, se modifica el vector
lanzadera pMCS200 (por ejemplo, usando cualquiera de las técnicas divulgadas en el presente documento) para
incluir genes de aldehido deshidrogenasa y alcohol deshidrogenasa heterdlogos, creando asi el vector lanzadera
pMCS200-A1. Los genes heterélogos son de otro organismo clostridial, o de cualquier organismo que se sepa que
posee estos dos genes. Para generar una cepa de E. coli S17-1 capaz de tanto metilacién en como conjugacion a
partir de E. coli en C. ljungdabhlii, se transforman conjuntamente células de E. coli S17-1 con pDW268, un plasmido
que codifica para M.Cacl inducible por arabinosa, y pMCS200-A1. En resumen, se hacen crecer las cepas S17-1
con tanto el plasmido de metilacion pDW268 como el plasmido lanzadera pMCS200-A1 durante la noche en medio
LB liquido que contiene los antibidticos apropiados, y se diluye el dia siguiente en medio nuevo. Durante la fase
exponencial media, se recogen células mediante centrifugacion, se lavan tres veces en medio LB liquido sin
antibidticos y se resuspenden en 250 pl de LB con 12 ul de una disolucion de arabinosa al 15% antes de la
conjugacion. Simultaneamente, se recoge un cultivo de C. ljungdahlii en medio MES-F liquido (tablas 6 y 7)
mediante centrifugacion y se resuspende en 100 ul de MES-F liquido. Se llevan las células de E. coli a la camara
anaerobia, y se mezclan suspensiones celulares y se siembran en placa junto con una placa de medio MES-F
solido. El dia siguiente, se raspan las células de la superficie de la placa de conjugacion, y se siembran en placa
sobre placas de MES-F nuevo que contenian acido nalidixico (10 pg/ml) y el antibiético apropiado para seleccionar
transformantes positivos. Se realizan pases sucesivamente de colonias resistentes al antibiotico apropiado y acido
nalidixico para verificar la transformacion.

Las cepas de C. ljungdahlii transformadas se validan adicionalmente mediante purificacion de plasmidos (Qiagen) a
partir de la cepa de C. ljungdahlii transformada, retransformacion en células quimicamente competentes de E. coli
Top10, purificacion de plasmidos a partir de la E. coli retransformada y electroforesis en gel posterior.

Ejemplo 18: produccién de etanol por Clostridium ljungdahlii transformada con pMCS200-A1 y hecha crecer sobre
fructosa

Se hace crecer Clostridium ljungdabhlii que alberga el plasmido lanzadera pMCS200-A1 para la produccion de etanol
en medios MES-F (tablas 6 y 7). Tras el crecimiento, se analiza una muestra mediante microextracciéon en fase
soélida (SPME) y se usa software conocido en la técnica para extraer el ibn m/z caracteristico de etanol. Se usa un
patron de etanol autentificado para confirmar el espectro y tiempo de retencion, y un pico al tiempo de elucion del
etanol esperado (demostrado por el patron) demuestra que la C. ljungdahlii transformada produce niveles
detectables de etanol cuando se hace crecer sobre fructosa. Se espera que Clostridium aceticum transformada con
pMCS200-A1 y hecha crecer sobre fructosa produzca mas etanol que Clostridium aceticum de tipo natural que no se
ha transformado con pMCS200-A1.
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REIVINDICACIONES

Polinucleétido aislado que tiene una identidad de secuencia de al menos el 90% con SEQ ID NO: 1, en el
que el polinucleétido codifica para un polipéptido con actividad metiltransferasa.

Polinucleétido segun la reivindicacion 1,

(a) en el que el polinucledtido es SEQ ID NO: 2; o

(b) en el que el polipéptido codificado metila un polinucleétido en una secuencia que comprende CCWGG,
en el que opcionalmente la secuencia que comprende CCWGG se selecciona del grupo que consiste en
CCAGG (SEQ ID NO: 9) y/o CCTGG (SEQ ID NO: 10); o

(c) en el que el polipéptido codificado metila un polinucleétido en SEQ ID NO: 9 y/o SEQ ID NO: 10.
Plasmido que comprende el polinucledtido segin una cualquiera de las reivindicaciones 1-2,
operativamente unido a una o mas secuencias de control de manera que el polipéptido codificado puede
expresarse en un huésped de expresion.

Plasmido segun la reivindicacion 3,

(a) en el que el huésped de expresion es E. coli; y/lo

(b) en el que dicho plasmido comprende ademas SEQ ID NO: 14.

Plasmido segun una cualquiera de las reivindicaciones 3-4, en el que dicho plasmido se transforma dentro
de una célula de E. coli S17-1.

Célula huésped recombinante que comprende

(a) uno cualquiera de los polinucledtidos segin una cualquiera de las reivindicaciones 1-2 como acido
nucleico heterdlogo; o

(b) uno cualquiera de los plasmidos segun una cualquiera de las reivindicaciones 3-4.

Polipéptido aislado que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de secuencia de
al menos el 90% con SEQ ID NO: 3, en el que dicho polipéptido es capaz de metilar un polinucleétido en
una secuencia que comprende CCWGG.

Polipéptido segun la reivindicacion 7,

(a) en el que dicho polipéptido es capaz de metilar un polinucleétido en una secuencia que comprende SEQ
ID NO: 9 y/o SEQ ID NO: 10; o

(b) en el que dicho polipéptido es capaz de metilar un polinucleétido en SEQ ID NO: 9 y/o SEQ ID NO: 10; o
(c) en el que dicho polipéptido es SEQ ID NO 3.

Polipéptido aislado producido mediante uno cualquiera de los polinucleétidos segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1-2, en el que el polipéptido tiene actividad metiltransferasa.

Método de produccion de una ADN metiltransferasa, que comprende: (a) cultivar una célula huésped
recombinante que comprende el polinucledtido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-2 en
condiciones adecuadas para la produccion de la ADN metiltransferasa codificada, y (b) recuperar la ADN
metiltransferasa.

Método de produccién de un transformante bacteriano de Clostridium recombinante, que comprende:

a) introducir el polinucledtido segin una cualquiera de las reivindicaciones 1-2 o el plasmido segun una
cualquiera de las reivindicaciones 3-4 que codifican para una ADN metiltransferasa en una célula huésped
bacteriana de Escherichia,

b) cultivar la célula huésped bacteriana de Escherichia en condiciones adecuadas para la expresion de la
ADN metiltransferasa, y

c) transferir un polinucleétido metilado desde la célula huésped bacteriana de Escherichia hasta una célula
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huésped bacteriana de Clostridium, en el que las bacterias transformadas usando este método se
seleccionan del grupo que consiste en Clostridium aceticum, Clostridium ljungdahlii, Clostridium
acetobutylicum y Clostridium autoethanogenum.

Método segun la reivindicacion 11, en el que el polinucleétido metilado codifica para una enzima isopreno
sintasa.

Método seguin una cualquiera de las reivindicaciones 11-12, en el que el polinucleétido metilado comprende
uno o mas polinucledtidos heterélogos que codifican para una o mas enzimas de la ruta del isopreno
expresados en una cantidad suficiente para producir isopreno, y en el que las bacterias clostridiales
contienen una o mas rutas para la produccién de isopreno.

Método segun la reivindicacion 12, en el que la célula huésped bacteriana de Clostridium se ha modificado

por ingenieria genética para producir isopreno a partir de sintegas y/o a partir de hidratos de carbono o
mezclas de los mismos.
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FIG. 1

atggccgtactccgcaatatigatgagcaactgaccgaggaatttaagaaactgccgatcgactattgggactttgaggg
tgaggacacgaaagaactgacgcacggcectgcacaactatccggeggtgatggtttatccgatctacegtaacattate
gacatcgtgaagcgtcacggtgaggtcgaaacctttctggaccegtttatgggtageggtacgggectggtggaaggea
agctggcgggtttcaacaaagtgtacggtacggatctgaatcctctggeagtgetgetgagcaaggttaagaccacegtc
ttgaaagaggatagcgtggataticaggacaagctgctgcgegagaatattigagcaggegttcgtgtccagcaaacag
ctgctggataacattgacaattacatigcggagaagggcctggacgtcagecgecaaagacggcetggggcetcetgatgeg
catgtcattttgcgcgagtatctggatacctacaacagcggtctgaaaatcccagactttaagaatatgggttatiggticaa
accgcgcgttattctggagcetgcaactgattaaggatatcattctgcagatcgagaatgaggacttccgtaacttctttctggt
ctgcttctctgaaactgcccgetacgtgagcaacacccegtaatggtgagticaagetgticegtatcaagaaagaaaaag
tggcagatttcaatccggacgttaagatcgagttttacaaatatctggatcgtaacatcgaaaagattaaagactttgacaa
acgttgtaacaacgattgcgaagttagcgtigcttttgaagatacccgceattctggactcggticcggacaatagcatcgat
ctgatgattaccagcccaccgtacggegatagcaaaactacggtggegtacggicaatttagecgtccegtetttgtggtggt
tggatctggaatigatggacatcgaagagcetgaatcaagtigacaacaatctgetgggtggtaagaaggtggacaaag
acttcgagtgtgaactgagctceccgtaccttggagaaggcgattaaagaaatcaaagaaaaggacctggaccgegea
cgtgacgtttatagctictacgaggattiggataaggctatggagtccattacgaaaaagatgcgtcataacagctaccag
ttctgggttgtcggtaaccgtaccgttaaagaagtcaaactgctgaccaacgaaatcattagcgaactgggcgagaaat
atggtttggttgaggtttacgatatcccgegtaacatcccgaataaggtcatgeccgagecgtaatticccecgaccaatgaaa
ccggcaagacggicagecaccatgacgaacgagceacatcgtcgtgetgecgcaaagategt
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FIG. 2

atggctgtattgagaaatattgatgaacaattaacagaagaaticaaaaaactaccaatagattatigggattttgaaggtg
aagatacaaaagaattaacgcatggacticacaattaccctgetgttatggtatatcctatatatagaaatataatagatatt

gtcaaaaggcatggtgaggtagaaacttttttagatcctttcatgggtictggtacaggacttgtagagggaaaattggcag
gctttaataaagtttatgggacagatttaaaccctttageggtcttattaagtaaggttaaaacaactgtattaaaagaagatt
ctgtagatattcaagataaattacttagagagaatattgaacaagcatttgttagcagcaaacaattacttgataatattgat

aattacatigcagaaaaaggtttagatgtatctgctaaagatggatggggticagatgcacatgttatictgagagaatactt
agatacatataactcaggtttaaaaattccagacticaaaaatatggggtactggtttaaaccacgtgtgatattagagcttc
aacttattaaggatataatactacaaatagaaaacgaagattttagaaatticticttagtatgtittagigaaactgcaagat

atgttagtaatacaagaaatggtgagtttaaactatttagaattaaaaaggaaaaagtagcagatticaatcctgatgttaa
aatcgagtictataagtatttagatagaaacatcgaaaaaataaaagactttgataaaagatgtaataacgactgcgaag
ttagtgtigcatttgaggatactaggattttagatagtgtacctgacaatagcatagatttaatgataactagtccaccatatgg
tgatictaaaactactgtagcatatggacagttcagtagacccictttatggtggttagatctagagcttatggacatagaag

aattaaatcaagtagataacaacctactaggcggtaagaaagttgacaaggattttgaatgtgaattatcaagtagaactt
tagaaaaagcaataaaagagattaaggaaaaagacctigatagagcaagagatgtittatagtttctatgaggacttaga
taaagcaatggaatcaataactaagaaaatgagacataatagttatcaattctgggttgttgggaacagaacagtaaaa

gaagtitaagctatiaactaatgaaattatitcagaattaggtgaaaagtacggtitagtggaagtatatgatatacctagaaa
tataccaaataaagttatgccaagcaggaattcaccaactaatgaaacaggaaaaactgtaagtacaatgacaaatga
acatatagtagtattaagaaaagatagggaa
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FIG. 3

MAVLRNIDEQLTEEFKKLPIDYWDFEGEDTKELTHGLHNYPAVMVYPIYRNIIDIVKRHG
EVETFLDPFMGSGTGLVEGKLAGFNKVYGTDLNPLAVLLSKVKTTVLKEDSVDIQDKLL
RENIEQAFVSSKQLLDNIDNYIAEKGLDVSAKDGWGSDAHVILREYLDTYNSGLKIPDF

KNMGYWFKPRVILELQLIKDIILQIENEDFRNFFLVCFSETARYVSNTRNGEFKLFRIKKE
KVADFNPDVKIEFYKYLDRNIEKIKDFDKRCNNDCEVSVAFEDTRILDSVPDNSIDLMIT

SPPYGDSKTTVAYGQFSRPSLWWLDLELMDIEELNQVDNNLLGGKKVDKDFECELSS
RTLEKAIKEIKEKDLDRARDVYSFYEDLDKAMESITKKMRHNSYQFWVVGNRTVKEVK
LLTNEINSELGEKYGLVEVYDIPRNIPNKVMPSRNSPTNETGKTVSTMTNEHIVVLRKDR

48



ES 2728 307 T3

FIG. 4A

atgtataccctagagagattaaaaattaggttaagagaaataaatcaaatgggatatgttagaactcacaggagtggtcc
tactggaataggtaaaactcttgaagatttattaggaattgcagagaataatattgctggagcagatcttgaccatcttggeg
agttaaaatcatgtagaaacgggcaaattagcatggttacattgtttacaaaaagtcctagccctccacgagtaaacact
gcactictagaatcctatggctatgtigaccctacaagaggecggacgaaaaatacticacacaactttaaatggtgttaact
acaatactgtaaacggaaccccttatggaticaaagtcgaagttagaggaagtaggttatatitactitctaatticcctacge
aagttaatgcttattgggaaagagaagatttacgttatgcttttgaaagtaaacttccacgtctaatatttgttaaagcaaattc
acgaggtgctggaagaaatgaagaatttcatttigtagaagcectatcatcttgaaggctttagttitgaacaatttgaagattt
actagaacaaggaattataaaaatcgacaticgtataggacaatatccagatggacgaacccatgaccatggtacage
ttttagaattatgaatgacagaatagatgacttattigaaaataaaataagattatta
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FIG. 5

MYTLERLKIRLREINQMGYVRTHRSGPTGIGKTLEDLLGIAENNIAGADLDHLGELKS
CRNGQISMVTLFTKSPSPPRVNTALLESYGYVDPTRGGRKILHTTLNGVNYNTVNGT
PYGFKVEVRGSRLYLLSNFPTQVNAYWEREDLRYAFESKLPRLIFVKANSRGAGRN
EEFHFVEAYHLEGFSFEQFEDLLEQGIIKIDIRIGQYPDGRTHDHGTAFRIMNDRIDDL
FENKIRL
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FIG. 6

proteina hipotética
transposasa,
familia de 1S605 OrfB

pCAl

5720 pb

;‘

proteina %

hipotética e

proteina hipotética

proteina hipotética ~

53



ES 2728 307 T3

FIG. 7A

ttgaagaacaaaaaacaagggggtoaaacaatgcagataacagtaaaatttaatattatittgacaaaagaacaagta
caactaatagaatctatatcaaaagaatatatccatactgttaatagccttgtttcatctacgctccaatcagaagaaagagt
aaagctatcatctaaagatgtttttgcaaatatgccaagtgcagtgaaaaatcaatctattagagatgecaaaagtatcetgt
actaagtacaagaaagctatcaaggctaaticcaaactgcctactgataaacaaaaagtaatcaatgtagctacccttaa
aaaacctgictgtatatggaataatcaaaattaticacttaaagacgagtaticttagttticcegttattatagatgggaaateg
cagcgtattcaaactagaactatcatgacagactatcagctaaaacaactagaaggtcatttgggagceattgegtataact
aagaaaagcaataaatatatcgctcaaataagtgtigaaaaagtatctcatatagttaaaggtgatgttgtaatgggtgttg
acttaggcctaaaagttccigetgtagectgtaaccgaticaggaaaaacqttttttttggaaacggtaggcaaaataaata
cgtcaaacgtaaatataaagcgaaacgtaaaaaactiggaaaagccaagaagcttaaagtcattaaaaagctigatg
ataaagaacaacgttggatgacagaccaagaccacaaagtaagtagagaaataattaatittgcagtaaataataatgt
ttctgataticggetigaaaaattaacgaatatcagaaacacggcaagaacaagecgtaaaaacgaaaaaaatctaca
tacatggtcattctatcgtctagctcaaticatagagtataaggceactatigaaggggataaaggttgaatatgttgatectaa
atacacttctcaaatatgcectgaatgtaagaaactaaataaagcaagagatagaaaatataaatgetectgtgottttaa
aacacatagggatagagtaggtgctataaatataattaatgcacctgtagtagatggtaaaagtctactagectagggtac
tatatgtactgctctaggaggggtaatggcataccctaagcttgaggtcatactccgatagcagaaatgtacttcggtttaat
cactcaagaatcccactgctttagetgtgggagtgtcaaatgaagceatgatggtcatttatctgtaactagtgaaggaagat
tgtattatgctggtagtcaaaaaattagtittaatagtggtatacctttaaatacaggagatggagtigttgtttggaatgaaatt
caagatttaatticaactictgatgtttaticcgatgttactttaacggatgaaatigcaaaticaaattatccaaatataaatittg
aatatgatggaaaagaaccgattagcaatcegttttgggattatgaaaacttacatacaggtactagaagtatigatatag
gtgcaaatccagatttatcagetctagtagggaaaacatatgaagatgttattagtgaaaatccaagtcaacaaaatccta
tggtgectccgataccatttcetgaticatggtitggcaaatggaaagatatagttaacgatagtggaacatggecaagggg
aaggcatagatggaagtactggaactgcaatagatagtcctecattagatattcetggaacgtggcaaggeaaatggtct
tggacagcagacggtcaattagttitcgatggttetititcaggtictgacggaacaacatggeaaggaacatatacgeata
caggaataggtgttcagaatcctgtactaaatccaccactaaccecggatitaacaggaataacaggtiggttatcatetat
aagttcatggttaactagtttgtttgcgtttccaactgattttagttigaatttagaccegttgaaaaatctacctatagcaacaa
aatttcetttctotttgccatttgatttaaaaaatageattgaateatigeaatetectgteottateccagtttttacgactacttag
aatttacccttttatcaaggagatatagagattaatttagcagetatggaacgatttgcacaaataacacgattggggaacgtt
aattgtatttaatctiggtttaatactigttacaaggaaggtgttaicatgatatggcaagcactagcatctittattaatctacttat
taaagcattaggaacggttitaggggcaattatcggattattaccticaagtectiticaaactatticaaaticagcagtaaca
gaatatttaggcatgttgaattggtttatatccgtagatgccatgataactatattaacttactggactactgcaattataagtta
ctatgtaatatcaactgcgatgagatggggaaaaacaattgaatagggggataatatgataagtttitatagtggtacteca
ggaagtggaaaaagicttaatatagctagatacatatggattaaagticgacatgctaaacaaaatataatactigtiaata
tgacagttaatagagagtatcttattacatcaaaactgaagcaactigttaataaaattagattgaaattaaaacttaaacct
attaatactaagttaaaagactatggcaaaatctatictataagactcgatcagctgaacacaaaatttctagaagattatg
ctatgaaatttcacatggtgggcatigaaggacaatcaaaaataataatagatgaggcacaactgatttggtccecaacg
gtgatgaaaaataaaaagcaggtagaccctaattatcgtgaacgcetggatagagtttatgacactccatagacacttagg
ttittgacatgataattataagtcaatttgataggttigatagatgcacaaatacgttgtctatttgaatacaatcatattcatcgga
aagtcaataactitigtataggttattggctaaacctatticaaaataaaagtattigcagaagtgcaatattggtatggagtta
gagcaaggattggagttaattt
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FIG. 7B

cttcgctattaciccatggacticaaaacactataggaaaatttataacgcacataaaaggtictcagatitaaagggaa
agaaaaaagtagcgtagcgttggactttiticticcctttaaatcaagaaatataatgticgtaaaaaaatgaatcctgatgt
catggatcacgtggcagcagtcaatatttagatctaaaaattgaataatatccaaacaaataggaggotgtgtaaaataa
atgttcgtgattatatggttaatgttaagtgctgcagctatagcagctactctttggtattattatcaaaatgcttaataaaatag
atttacaaaagtgictatacatgatagiatatatitaatgatatataggggggtgtatagatigtitacaaggaaaccagaa
actaaaaataagtctttagttcttagaatgacagaaacgcaaaagaagatacttgagattatggctaatgagagagottt
atcacaatcagaattaattatgatattattggagaatgaatticaagaagcctgtattagaaataaagcagcaagattaaa
cttgccgecttggatagcggageaacggttttatccaageggtaaacaatatictaaacageggtgtttaaaattatcaac
tagaagtgtattaatggctgcggaaagaaatattaaaccagtactatcacaattcgcaccttaaaagtaaggtttttaatgt
ttaattttggcacggaacttgetcttictigatatattacaaacaagtcggcetaaaattgaaatittaacgttatcctgaaagg
ggggcaaaatttggatgagaagatacttaaagatgtaagggttictaaaaatcatttacaatcggticataataataatca
gtataataagttgattgtaggttattacaatcaatacatagaagattctagacctgtaaagaagaaaaagactatttiggat
tatactagatttacttatgaagattattitgtigaaaaattagaacataaaagagataagttagctaattgtaataagaaatg
ggaagttgaagtttatgaaaaacttaaagtaaaagattatgtgtctactttattatgtaatgataagttitgtagtaatigtaag
aaagtaaagcaagcticaaggatggcgaaaaatatgectitgetigaacagtataaagataaatiatatcaaatggtttt
aactacaccaaatattgtagatcatacaggggaagaatigaaaaaagagattaaaaagcaatttaaagcattaactta
tttaacagaatatttaaaaggtaaaaaacaagtaaagggtttagattttgatatiggatacttaggtgcaataaggtcgttg
gaggtaacttatagcggtgactattatcatccgceattigcattigatattagtattggataatcaaaatgaatttataacagat
aaaaaaaatataaataactattcttatgattattataaaaaaagaccaactagattattticagatttigaaatattgttacag
aaatcttggtatctittatataatggggaaagatigactaaggaaaatatagataaactggaaaaaggttatagttgcatg
atggataaggcaaaagaagatgatittttagaagtttttaaatacatggtgaagaatgatccggcagaggagaatgtaa
aaggtagtaacaaaatgacttataaaaattttagagtattagaatatgcattgcatagtataagacagatacaaggttatg
gagttttttataatattaaagatatattaatggctgaagaagtaaatgaaatgtatgaatggataagagagtatttaatcaa
aaatgaaggagaagcicctgcatatcgtgtigagaagatacagaagctictagatgatactgagtatacicttatatcaa
ggaaaaaaatatitacgtaittaagaaaaatatacictgaataataacattatagcataaagagggcttaatigeictctttt
ttaattictittaaagcttcattigggtgtatgtttaatagattacagtaaattcgectgaaageccacggtticaatcgtgggat
gaaaggcgtttcttitaatcttctigttgcagtitcagtttaaaactgatactataaatatatgggacaagattatagaagaac
acaaacaacagtatctttaataaactatcatttigttttctgtccaaggtacagacgtaaagtictagtiggagaagttgaaa
taaaatttaaacagctictcaatgagattigtaaagacattgaaatagaaattttggcaatagaatgtgataaagaccact
gccatctttttgtcaatgcacticctcatttaagiccagcagacataatggcaaaagtgaaaggagtgacttctcgattatta
aggcaggaatttaaacatctgcgacattigccaagtctttggacaagaagctatttigtatctaccgcaggaaatgtatca
agtgaaactataaaacgatatg
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FIG. 9

cctgcaggataaaaaaattgtagataaattttataaaatagttttatctacaatttttttatcaggaaacagetatgaccgoggcegetgt
atccatatgaccatgattacgaattcgagetcgptaccocggggatectetagagtogacgtcacgogtocatggagatectogaggectge
agacatgcaagcttggcactggecgtegttttacaacgtcgtgactgggaaaacectggepttacccaacttaatcgecttgcageacat
cecectttcgocagetgpcptaatagogaagageoccecaccgatecgeccttcocaacagttgogeagectgaatggcgaatggcacta
gcataaaaataagaagcctgcatttgcagecttcttatttttatggcogcgocgeattcacttettttctatataaatatgagegaagegaat
aapcetcggaaaageageaaaaagtitectitttgetgttggagcatggggettcaggeegtgcagtatctgacgtcaatgocgagega
aapcgagocgaagegtageatttacgttagataaccecctgatatgetecgacgetttatatagaaaagaagattcaactaggtaaaat
cttaatataggtigagatgataaggtttataaggaattigtitgtictaatttttcactcattttgtictaatttcttttaacaaatgtctitttt
ttttagaacagttatgatatagttagaatagtttaaaataaggagtgagaaaaagatgaaagaaagatatggaacagtctataaagect
ctcagaggctcatagacgaagaaagtggagaagtcatagagetagacaagttataccgtaaacaaacgtctggtaacttcgtaaagec
atatatagtgcaattaataagtatgttagatatgattggcggaaaaaaacttaaaatcgttaactatatectagataatgtecacttaagt
aacaatacaatgatagctacaacaagagaaatagcaaaagctacaggaacaagtctacaaacagtaataacaacacttaaaatctta
gaagaaggaaatattataaaaagaaaaactgpagtattaatgttaaaccctgaactactaatgagagpcgacgaccaaaaacaaaas
tacctcttactcgaatttgggaactttgagcaagaggcaaatgaaatagattgacctcccaataacaccacgtagttattgggagetcaa
tctatgaaatpogattaaggeccggccagtggecaagttgaaaaattcacaaaaatgtpptataatatcttigticattagagcgataaa
cttgaatttgagapppaacttapatpetatttgaaaaaattgataaaaatagttggaacagaaaagagtattttgaccactactttgcaa
gtetaccttgtacctacageatgaccgttaaagtgpatatcacacaaataaaggaaaagpeaatgaaactatatectgeaatgetttatt
atattgcaatgattgtaaaccgccattcagagtttaggacggcaatcaatcaagatggtgaatiggggatatatgatgagatgataccaa
gctatacaatatttcacaatgatactgaaacattttccagectttggactgagtgtaagtctgactttaaatcatttttagcagattatgaaa
gtgatacgcaacggtatggaaacaatcatagaatggaaggaaagecaaatgetccggaaaacattittaatgtatctatgatacegtge
tcaaccttegatggetttaatctgaatttecagaaaggatatgattatttgattectatttttactatggggaaatattataaagaagataa
caaaattatacttcctttggcaattcaagttcatcacgeagtatgtgacggatttcacatttgecgttttgtaaacgaattgcaggaattgat
aaatagttaacttcaggtttgtctgtaactaaaaacaagtatttaagcaaaaacatcgtagaaatacggtgttttttgttaccctaagttta
aactcctttttgataatctcatgaccaaaatcccttaacgtgapttttcgttccactgapcptcagaccecgtagaaaagatcaaapgeate
ttcttgagatoctttttttctgcpoptaatetgetgettgeaaacaaaaaaaccaccgetaccageggtpetttgtttpeccgpatcaagage
taccaactctttttccgaagetaactggcttcageagagcgeagataccaaatactgtictictagtgtagecgtagttaggccaccacttc
aagaactctgtagcaccgoctacatacctegetctgetaatectgttaccagtgectgctgccagtggcpataagtcgtgtcttaccgggtt
geactcaagacgatagttaccgeataapgcpcapceptcgepctgaacgeggeettcgtgcacacageccagettggagegaacgac
ctacaccgaactgagatacctacagegtgagctatgagaaagegccacgeticccgaagggagaaaggcgpacaggtatocggtaag
cgpragggtcggaacaggagagogcacgagegagcticcagegggaaacgoctggtatetttatagtoctgtoggetttcgocacctet
gacttgagcgtcgatttitgtgatgctcgtcagpeeeecegagoctatggaaaaacgccagoaacgoggectttttacggttoctggectt
ttgctggccttttgctcacatgtictttoctgegttatcocctgattctgtggataaccgtattaccgectttgagtgagetgataccgctegoe
gragccgaacgaccgagogcagogagtcagtgagogagoaagoggaagagegcccaatacgeagepcccectgcticggoateatta
tagcgattttttcggtatatccatectttttcgcacgatatacaggattttgecaaagggttcptgtagactttccttggtgtatccaacggeg
tcagccgggcagpataggtgaagtaggcccacccgcgagegggtgttecticticactgteecttaticgcacctggogptectcaacgg
gaatcctgetctgcgagectgpocgectaccgecgecptaacagatgageecaagcggatgectgatgaaaccaagecaaccaggas
gepragcoccacctatcaaggtgtactgocttccagacgaacgaagagegattigaggaaaaggcgecgecgeccggcatgagectgtc
gecctacctgctggocgtcggccagggctacaaaatcacgggcgtegtggactatgageacgtoccgogagetggoccgeatcaatggeg
acctpggccgoctgppcgecctgctgaaactctggotcaccgacgacccgcgcacggcgogpttcggtgatpocacgatoctegeooctg
ctgpcgaagatcgaagagaapcaggacgagcttegcaagetcatgatpepcetegtccgoccgageecagagecatgacttttttage
cgctaaaacggocgeggeetecgcpteattgccaageacgtecccatgogetecatcaagaagagegacttcgoggagctgetgaagt
acatcaccgacgagcaaggcaagaccgatcgggcce
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FIG. 10B
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FIG. 11

cctgcaggataaaaaaatigtagataaattttataaaatagttttatctacaatttttttatcaggaaacagcetatgaccgegg
ccgegtotagtagectgtgaaataagtaaggaaaaaaaagaagtaagtgttatatatgatgattattttgtagatgtagata
ggataatagaatccatagaaaatataggttatacagttatataaaaattactitaaaaattaataaaaacatggtaaaatat
aaatcgtataaagtigtgtaatttttaaggagotgtgttacatatgaccatgattacgaattcgageteggtacceggggate
ctctagagtcgacgtcacgegtccatggagatetcgaggectgeagacatgeaagettggeactggecqgtegttttacaa
cgtcgtgactgggaaaaccctggegttacccaacttaategecttgeageacateccectttegecagetggegtaatage
gaagaggcccgcaccgatcgecctticccaacagttigegeagectgaatggegaatggegetagcataaaaataagaa
gcctgcatttgecaggcticttatitttatggegegecgeattcactictitictatataaatatgagcgaagegaataagegteg
gaaaagcagcaaaaagtttcctttttgetottggageatggagaottcagggagtgeagtatetgacgtcaatgecgageg
aaagcgagccgaagggtageatttacgttagataaccccctgatatgeteccgacgcetttatatagaaaagaagaticaac
taggtaaaatcttaatataggtigagatgataaggtttataaggaatttgtitgtictaatttttcactcatttigtictaatttctittaa
caaatgttettititttttagaacagttatgatatagttagaatagtttaaaataaggagtgagaaaaagatgaaagaaagat
atggaacagtctataaaggctetcagaggcetcatagacgaagaaagtggagaagtcatagaggtagacaagttatace
gtaaacaaacqgtctggtaacticgtaaaggceatatatagtgcaattaataagtatgttagatatgatiggecggaaaaaaac
{taaaatcgtiaactatatcctagataatgtccactiaagtaacaatacaatgatagctacaacaagagaaatagcaaaa
gctacaggaacaagtictacaaacagtaataacaacacttaaaatcttagaagaaggaaatattataaaaagaaaaac
tggagtattaatgttaaaccetgaactactaatgagaggegacgaccaaaaacaaaaatacctettactegaatttggga
actttgagcaagaggcaaatgaaatagattgacctcccaataacaccacgtagttattgggaggtcaatctatgaaatge
gattaagggccggcecgaageaaacttaagagtgtgtigatagtgcagtatcttaaaatitigtataataggaattgaagtta
aattagatgctaaaaattigtaattaagaaggagtgattacatgaacaaaaatataaaatatictcaaaactitttaacgagt
gaaaaagtactcaaccaaataataaaacaatigaatttaaaagaaaccgataccgtttacgaaattggaacaggtaaa
gggcatttaacgacgaaactggctaaaataagtaaacaggtaacotctatigaattagacagtcatctaticaacttategt
cagaaaaattaaaactgaatacicgtgtcactitaaticaccaagatatictacagtticaaticcctaacaaacagaggtat
aaaattgttgggagtaticcttaccatttaagcacacaaattattaaaaaagtggtittigaaagccatgcgictgacatctat
ctgattgttgaagaaggatictacaagegtacctiggataticaccgaacactagggttgetcttgcacactcaagtctcgat
tcagcaattgcttaagctgeccageggaatgetticatcctaaaccaaaagtaaacagtgtcttaataaaacttaccecgecat
accacagatgticcagataaatatiggaagctatatacgtactitgtttcaaaatgggtcaatcgagaatatcgicaactgttt
actaaaaatcagtitcatcaageaatgaaacacgecaaagtaaacaatttaagtacegttacttatgageaagtattgtet
atttttaatagttatctattatitaacgggaggaaataattctatgagtegcetttigtaaatttggaaagttacacgttactaaagg
gaatgtgtttaaactcetttttgataatctcatgaccaaaatecettaacgtgagtiticgttccactgagegtcagaccecgta
gaaaagatcaaaggatctictigagalccittttticigcgegtaalcigetgetigcaaacaaaaaaaccaccgcetaccag
cgatggttigittgccggatcaagagetaccaacictiiticcgaaggtaactggeticagecagagegeagataccaaata
ctgttcttctagtgtagecgtagttaggecaccacttcaagaactetgtagecaccgectacatacctegetetgetaatectgtt
accagtggctgctgecagtggegataagtegtgtcttaccgggttggactcaagacgatagttaccggataaggegeag
cggtcgggcetgaacggggggticgtgcacacageccagetiggagegaacgacctacaccgaactgagatacctaca
gcgtgagcetatgagaaagegecacgcettcccgaagggagaaaggeggacaggtatccggtaageggeaggatcgg
aacaggagagcgcacgagggagceticcagggggaaacgcctggtatetttatagtectgtegggtttcgecacetctga
cttgagcgtegattitigtgatgetegtcagggaggcggagectatggaaaaacgecageaacgeggectttttacggtic
ctggectttigctggectitigetcacatgtictticctgegttatccectgatictgiggataaccgtattaccgectiigagtgage
tgataccgctcgecgecagecgaacgaccgagegeagegagtcagigagegaggaageggaagagegeccaatac
gcagggece
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FIG. 12B
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FIG. 14
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FIG. 15

cctgcaggataaaaaaatigtagataaattttataaaatagttttatctacaatttttttatcaggaaacagctatgaccgeggee
gcgtgtagtagectgtgaaataagtaaggaaaaaaaagaagtaagigttatatatgatgattattttgtagatgtagataggat
aatagaatccatagaaaatataggttatacagttatataaaaattactitaaaaattaataaaaacatggtaaaatataaatcg
tataaagttgtgtaatttittaaggaggtgtgttacatatgaccatgattacgaattcgageteggtacceggggatectctagagt
cgacgtcacgceglccatggagatcicgaggectgcagacatgcaagetiggeactggecgtegttttacaacgtegtgactg
ggaaaaccctgacgttacccaacttaategecttgeageacateccectttcgecagetggegtaatagegaagaggeeeg
caccgatcgeccttcccaacagtigegeagectgaatggegaatggegetageataaaaataagaagectgeatttgeagg
cttcttatitttatggegegecgeaticacttcttiictatataaatatgagegaagegaataagegicggaaaageagcaaaaa
gttteettittgetgitggageatgggggticagggggtgeagtatetgacgteaatgecgagegaaagegagecgaagggta
gcatttacgttagataaccccctgatatgetccgacgctitatatagaaaagaagaticaactaggtaaaatcttaatataggtt
gagatgataaggtttataaggaatttgttigttctaattittcactcattitgtictaattictittaacaaatgttcttttitttttagaacagtt
atgatatagttagaatagtttaaaataaggagtgagaaaaagatgaaagaaagatatggaacagtctataaaggctctcag
aggctcatagacgaagaaagtggagaagicatagaggtagacaagttataccgtaaacaaacgtctggtaacttcgtaaa
ggcatatatagtgcaattaataagtatgttagatatgatiggcggaaaaaaacttaaaatcgttaactatatcctagataatgte
cacttaagtaacaatacaatgatagctacaacaagagaaatagcaaaagctacaggaacaagtctacaaacagtaataa
caacacttaaaatcttagaagaaggaaatattataaaaagaaaaactggagtattaatgttaaaccctgaactactaatgag
aggcgacgaccaaaaacaaaaataccicttactcgaattigggaacttigagcaagaggeaaatgaaatagattgacctec
caataacaccacgtagttattgggaggtcaatctatgaaatgegattaagggeeggecgaageaaacttaagagtgtgttga
tagtgcagtatcttaaaatittgtataataggaatigaagttaaattagatgcetaaaaatttgtaattaagaaggagtgattacatg
aacaaaaatataaaatatictcaaaactttttaacgagtgaaaaagtacicaaccaaataataaaacaattgaatitaaaag
aaaccgataccgtttacgaaattggaacaggtaaagggceatttaacgacgaaactggctaaaataagtaaacaggtaacg
tctattgaattagacagtcatctaticaacttatcgtcagaaaaattaaaactgaatactegtgtcactitaaticaccaagatatte
tacagtticaaticcctaacaaacagaggtataaaattgttgggagtattccttaccatttaagcacacaaattattaaaaaagt
ggtitttgaaagccatgegtctgacatctatctgattgttgaagaaggatictacaagegtaccttggataticaccgaacactag
ggttgctettgeacactcaagtctegattcageaattgettaagetgecageggaatgcetttcatectaaaccaaaagtaaaca
gtgicttaataaaacttacccgecataccacagatgttccagataaatatiggaagetatatacgtacttigtitcaaaatgggte
aatcgagaatatcgtcaactgtitactaaaaatcagtticatcaagcaatgaaacacgccaaagtaaacaatttaagtacegt
tacttatgagcaagtattgtctatttitaatagttatctattatitaacgggaggaaataatictatgagtegetitigtaaatttggaaa
gttacacgttactaaagggaatgtgtttaaactcctitttgataatctcatgaccaaaatcecttaacgtgagttttcgticcactga
gcgtcagacceegtagaaaagatcaaaggatetictigagatectttititctgegegtaatetgetgetigcaaacaaaaaaa
ccaccgctaccageggtgatitgtttgecggatcaagagetaccaactctitticcgaaggtaactggettcagecagagegea
gataccaaatactgtictictagtgtagcegtagttaggecaccacticaagaacictgtagcacegectacatacctegetetg
ctaatcctgttaccagtggcetgetgecagtggegataagtegtgtettaccgggttggacicaagacgatagttaccggataag
gcgeageggtegggetgaacgggggattegtgeacacageccagetiggagegaacgacctacaccgaactgagatac
ctacagcgtgagcetatgagaaagegecacgeticccgaagggagaaaggeggacaggtatceggtaageggcagggte
ggaacaggagagcgcacgagggagcettctagggggaaacgectgatatctttatagtectgtegggtttegecacctetgac
ttgagegtegatttitgtgatgetegtcaggggggeggagectatggaaaaacgecageaacgeggcctitttacggttectga
cettttgctggecttttgetcacatgtictitectgegttatceectgatictgtggataacegtattacegectttgagtgagetgatac
cgctcgeegeagecgaacgaccgagegeagegagticagtgagegaggaageggaagagegeccaatacgeaggge
cc
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FIG. 16
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FIG. 17A
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FIG. 20A

ttgaagaacaaaaaacaagggggtgaaacaatgcagataacagtaaaatttaatattatittgacaaaagaacaagta
caactaatagaatctatatcaaaagaatatatccatactgttaatagectigtitcatctacgetccaatcagaagaaagagt
aaagctatcatctaaagatgtttttgcaaatatgecaagtgecagtgaaaaatcaatctattagagatgccaaaagtatctgt
actaagtacaagaaagctatcaaggctaaticcaaacigectactgataaacaaaaagtaatcaatgtagetacecttaa
aaaacctgictgtatatggaataatcaaaattaticacttaaagacggtaticttagttttcccgttattatagatgggaaateg
cagcgtaticaaactagaactatcatgacagactatcagctaaaacaactagaaggtcatitgggagcatigegtataac
taagaaaagcaataaatatatcgetcaaataagtgttgaaaaagtatctcatatagttaaaggtgatgttgtaatgggtotig
acttaggcctaaaagttcetgetgtagetgtaaccgaticaggaaaaacotttitittiggaaacggtaggcaaaataaata
cgtcaaacgtaaatataaagcgaaacgtaaaaaacttggaaaagccaagaagcettaaagtcattaaaaagettgatg
ataaagaacaacgttggatgacagaccaagaccacaaagtaagtagagaaataattaatittgcagtaaataataatgt
tictgataticggcttgaaaaattaacgaatatcagaaacacggcaagaacaagccgtaaaaacgaaaaaaatctaca
tacatggtcattctategictagetcaaticatagagtataaggeactattgaaggggataaaggtigaatatgttgatectaa
atacactictcaaatatgccctgaatgtaagaaactaaataaagcaagagatagaaaatataaatgctccigtggttttaa
aacacatagggatagagtaggtgctataaatataattaatgcacctgtagtagatggtaaaagtctactagectaggota
ctatatgtactgctetaggaggoataatggeatacectaagettgagateatacteegatagecagaaatgtacttegatitaa
tcactcaagaatcccactgcetttagetgtgggagtgtcaaatgaagceatgatggteatttatctgtaactagtgaaggaaga
ttgtattatgctggtagtcaaaaaattagttttaatagtggtatacctitaaatacaggagatggagtigtigtttggaatgaaatt
caagatttaatttcaacttctgatgtttattccgatgttactttaacggatgaaattgcaaaticaaattatccaaatataaatttty
aatatgatggaaaagaaccgattagcaaiccgtttigggattatgaaaacttacatacaggtactagaagtatigatatag
gigcaaatccagatttatcageictagtagggaaaacatatgaagatgtiattagigaaaatccaagtcaacaaaatccta
tggtgceiccgataccatitcctgaticatggttiggcaaatggaaagatatagtiaacgatagtggaacatggcaaggag
aaggcatagatggaagtaciggaactgcaatagatagtcctecattagataticctggaacgtggcaaggeaaatggtct
tggacagcagacggtcaattagttttcgatggtictititcaggtictgacggaacaacatggcaaggaacatatacgeata
caggaataggtgttcagaatcctgtactaaatccaccactaaccecggatitaacaggaataacagottggttatcatetat
aagttcatggttaactagtttgtttgegtitccaactgattttagtttgaatttagaccegttgaaaaatctacctatagcaacaa
aatttccttictgtitgecatitgatttaaaaaatagcattgaatcatigcaatceicctgtegtigtcccagtttttacgactactigg
aatttaccctittatcaaggagatatagagattaatttagcagcetatggaacgattigcacaaataacacgtiggggaacgit
aattgtatitaatcttggtttaatactigttacaaggaaggtottatcatgatatggcaageactageaicttitattaatctacttat
taaagcattaggaacggttttaggggcaattatcggattattaccticaagtccttticaaactatticaaaticagcagtaac
agaatatttaggcatgttgaattggtttatatccgtagatgecatgataactatattaacttactggactactgcaattataagtt
actatgtaatatcaactgcgatgagatggggaaaaacaatigaatagggggataatatgataagtitttatagtggtactee
aggaagtggaaaaagtcttaatatagctagatacatatggattaaagticgacatgctaaacaaaatataatacttgttaat
atgacagttaatagagagtatcttattacatcaaaactgaagcaacttgttaataaaattagattgaaattaaaacttaaac
ctattaatactaagttaaaagactatggcaaaatctatictataagactcgatcagctgaacacaaaattictagaagattat
gctatgaaatttcacatggtgggeatigaaggacaaicaaaaataataatagatgaggceacaactgatitggtccceaac
ggtgatgaaaaataaaaagcaggtagaccciaattatcgtgaacgctggatagagtitatgacaciccatagacactiag
gititgacatgataattataagtcaattigataggtigatagatgcacaaatacgtigictatiigaatacaatcatattcatcgg
aaagicaataactittgtataggttatiggctaaacctaticaaaataaaagtattigcagaagtgcaatatiggtatggagtt
agagcaaggattggagttaatticttcgetattactccatggacticaaaacactataggaaaatttataacgeacat
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FIG. 20B

aaaaggttctcagatttaaagggaaagaaaaaagtagcgtagegttggacttitticticectitaaatcaagaaatataat
ottcgtaaaaaaatgaatcctgatgtcatggatcacgtggecageagtcaatatitagatctaaaaattgaataatatccaaa
caaataggagototgtaaaataaatgttcgtgattatatggttaatgttaagtgctgeagetatageagetactcetttggtatta
ttatcaaaatgcttaataaaatagatttacaaaagtgtctatacatgatagtatatatttaatgatatataggggggtgtatag
attgtttacaaggaaaccagaaactaaaaataagtctitagticttagaatgacagaaacgcaaaagaagatacttgag
attatggctaatgagagaggtttatcacaatcagaattaattatgatattatiggagaatgaaticaagaagectgtattaga
aataaagcagcaagattaaactigccgecttggatageggagecaacggtittatccaageggtaaacaatattctaaac
agcggtgtitaaaattatcaactagaagtgtattaatggctgcggaaagaaatattaaaccagtactatcacaattcgcac
cttaaaagtaaggtttttaatgtitaatittggcacggaactigetctticttgatatattacaaacaagteggcetaaaattgaaat
tttaacgttatcctgaaaggggggeaaaattiggatgagaagatacttaaagatgtaaggotitctaaaaatcatttacaat
cgottcataataataatcagtataataagttgattgtaggttattacaatcaatacatagaagattctagacctgtaaagaag
aaaaagactattttggattatactagatttacttatgaagattattitgtigaaaaattagaacataaaagagataagttaget
aattgtaataagaaatgggaagttgaagtitatgaaaaacttaaagtaaaagattatgtgtctactitattatgtaatgataag
ttttgtagtaatigtaagaaagtaaagcaageticaaggatgocgaaaaatatgectttgettgaacagtataaagataaat
tatatcaaatgottttaactacaccaaatattgtagatcatacaggggaagaatigaaaaaagagattaaaaagcaattta
aagcattaacttatttaacagaatatitaaaaggtaaaaaacaagtaaagggtttagatttigatatiggatacttaggtgea
ataaggtcgttggaggtaacttatagcggtgactattatcatccgeattigeatitgatattagtattggataaicaaaatgaat
ttataacagataaaaaaaatataaataactatictiatgattattataaaaaaagaccaactagattatiticagatttigaaat
attgttacagaaatcttggtatcttitatataatggggaaagattgactaaggaaaatatagataaactggaaaaaggttat
agttgcatgatggataaggcaaaagaagatgatittttagaagttittaaatacatggtgaagaatgatccggeagagga
gaatgtaaaaggtagtaacaaaatgacttataaaaatittagagtatitagaatatgcatigcatagtataagacagataca
aggttatggagttitttataatattaaagatatattaatggcigaagaagtaaatgaaatgtatgaatggataagagagtattt
aatcaaaaatgaaggagaagciccigcatatcgtgtigagaagatacagaagctictagatgatactgagtatactcttat
atcaaggaaaaaaatatttacgtatttaagaaaaatatacictgaataataaaggtcaatctatgaaatgegattaaggge
cggccagtgggecaagitgaaaaaticacaaaaatgtggtataataictitgticattagagegataaacttgaattigagag
ggaacttagatggtatitgaaaaaattigataaaaatagtiggaacagaaaagagtattitgaccactacttigcaagtgtac
ctigtacctacagcatgaccgttaaagtggatatcacacaaataaaggaaaagggaatgaaactatatcetgeaatgett
tattatattigcaatgattgtaaaccgccaticagagtitaggacggcaatcaatcaagatggtgaattiggggatatatgatg
agatgataccaagctatacaatatttcacaatgatactgaaacattttccagectitggactgagtgtaagictgactttaaat
catttttagcagattatgaaagtgatacgcaacggtatggaaacaatcatagaatggaaggaaagcecaaatgctecgga
aaacatttttaatgtatctatgataccgtggicaaccticgatggctttaatctgaatttgcagaaaggatatgattattigatice
tatttttactatggggaaatattataaagaagataacaaaattatacttectttggeaattcaagttcatcacgeagtatgtgac
ggatttcacatttgcegtittgtaaacgaattgcaggaattgataaatagttaacttcaggtttgtetgtaactaaaaacaagta
tttaagcaaaaacatcgtagaaatacggtgtttittgttaccctaagtttaaactectittigataatctcatgaccaaaatcectt
aacgtgagtiticgticcactgagegticagaccecgtagaaaagatcaaaggatctictigagatecttttitictgegegtaa
tctgetgetigcaaacaaaaaaaccaccgcetaccageggtgattigtttgccggatcaagagcetaccaactctittticcgaa
ggtaactggcticagcagagegceagataccaaatactgtictictagtgtagecgtagttaggecaccacticaagaacict
gtagcaccgcctacatacctegetetgetaatectgttaccagtgoctgetgecagtggegataagtegtatettaceggott
ggactcaagacgatagttac
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FIG. 20C

cggataaggcgcagcggtcgggetgaacggggggttcgtgcacacagceccagcetiggagegaacgacctacaccgaac
tgagatacctacagcgtgagctatgagaaagcgcecacgceticccgaagggagaaaggeggacaggtatccggtaageg

gcagggtcggaacaggagagcgcacgagggagctticcagggggaaacgcectggtatctttatagtcctgtcgggtttcgec
acctctgacttgagcgtcgatttitgtgatgctcgtcaggggggeggagectatggaaaaacgeccagcaacgeggccttitta

cggttcctggecttttgetggectittgetcacatgttetticctgegttatcecctgatictgiggataaccgtattacegectiigagtg
agctgataccgctcgccgecagecgaacgaccgagcgcagegagtcagtgagcgaggaageggaagagegeccaata
cgcagggccccctgeticggggatcattatagegatittitcggtatatccatecttiticgcacgatatacaggatitigccaaagg

gttcgtgtagactticctiggtgtatccaacggegtcageecgggecaggataggtgaagtaggeccaccecgegagegggtgtt

ccttcttcactgtcecttattcgecacctggeggtgetcaacgggaatectgetctgegaggetggecggetaccgecggegtaa
cagatgagggcaagcggatggctgatgaaaccaagccaaccaggaagggcagceccacctatcaaggtgtactgectte

cagacgaacgaagagcgattgaggaaaaggcggcggceggecggeatgagectgtcggectacctgetggecgteggec
agggctacaaaatcacgggcegicgtggactatgagcacgiccgegagcetggeccgceatcaatggegacctgggecgect

gggcggcctgectgaaactctggctcaccgacgacccgegeacggegeggtticggtgatgecacgatectecgecctgetgg

cgaagatcgaagagaagcaggacgagcttggcaaggtcatgatgggegtggtccgeccgagggcagagcecatgactttt
ttagccgctaaaacggecggggggtgcgegtgattgeccaageacgtcececcatgegetccatcaagaagagegacttcgeg
gagctggtgaagtacatcaccgacgagcaaggcaagaccgatcgggecccctgcaggataaaaaaattgtagataaatt
ttataaaatagttttatctacaattttittatcaggaaacagctatgaccgcggecgccattatagcataaagagggcttaattget
ctcttttttaatticttttaaagcttcatttgggtgtatgtttaatagattacagtaaattcgectgaaagceccacggtttcaatcgtggg

atgaaaggcgtttcttttaatctictigttgcagtticagtitaaaactgatactataaatatatgggacaagattatagaagaacac
aaacaacagtatctttaataaactatcatttigtttictgtccaaggtacagacgtaaagttctagttggagaagttgaaataaaa
tttaaacagcttctcaatgagattigtaaagacattgaaatagaaattttggcaatagaatgtgataaagaccactgccatcttttt
gtcaatgcacttcctcatttaagtccagcagacataatggcaaaagtgaaaggagtgacttctcgattattaaggcaggaattt
aaacatctgcgacattigccaagtctttggacaagaagctattttgtatctaccgcaggaaatgtatcaagtgaaactataaaa
cgatatg
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FIG. 22A

ttgaagaacaaaaaacaagggggtgaaacaatgcagataacagtaaaatttaatattatittgacaaaagaacaagta
caactaatagaatctatatcaaaagaatatatccatactgttaatagcecttgtticatctacgetccaatcagaagaaagagt
aaagctatcatctaaagatgttttigcaaatatigccaagtgcagtgaaaaatcaatctattagagatgeccaaaagtatctgt
actaagtacaagaaagctatcaaggctaaticcaaactgectactgataaacaaaaagtaatcaatgtagctaccecttaa
aaaacctgtctgtatatggaataatcaaaattaticacttaaagacggtaticttagttticcegttattatagatgggaaateg
cagcgtaticaaactagaactatcatgacagactatcagctaaaacaactagaaggtcattigggagceattgegtataac
taagaaaagcaataaatatatcgcicaaataagtgtigaaaaagtatcticatatagttaaaggtgatgtigtaatgggtattg
acttaggcctaaaagttcctgetgtagetgtaaccgaticaggaaaaacotttttittiggaaacggtaggcaaaataaata
cgtcaaacgtaaatataaagcgaaacgtaaaaaacttggaaaagccaagaagcettaaagtcattaaaaagettgatg
ataaagaacaacgttggatgacagaccaagaccacaaagtaagtagagaaataattaattttgcagtaaataataatgt
ttctgataticggctigaaaaattaacgaatatcagaaacacggcaagaacaagecgtaaaaacgaaaaaaatctaca
tacatggtcatictatcgtctagctcaaticatagagtataaggeactatigaaggggataaaggttgaatatgttgatcctaa
atacactictcaaatatgccctgaatgtaagaaactaaataaagcaagagatagaaaatataaatgceiccigtggtittaa
aacacatagggatagagtaggtgctataaatataattaatgcacctgtagtagatggtaaaagtctactagectagggta
ctatatgtactgctctaggaggggtaatggcataccctaagcettgaggtcataciccgatagcagaaatgtactteggtttaa
tcactcaagaatcccactgetttagetgtggoagtgtcaaatgaageatgatggteatttatctgtaactagtgaaggaaga
ttgtattatgctggtagtcaaaaaattagtittaatagtggtatacctitaaatacaggagatggagttgttgtttggaatgaaatt
caagatttaatttcaacttctgatgtttaticcgatgttactttaacggatgaaattgcaaattcaaattatccaaatataaattttg
aatatgatggaaaagaaccgattagcaatccgttttgggattatgaaaacttacatacaggtactagaagtatigatatag
gtgcaaatccagatttatcagetctagtagggaaaacatatgaagatgttattagtgaaaatccaagtcaacaaaatecta
tggtgcctccgataccatttcetgaticatggtttiggcaaatggaaagatatagttaacgatagtggaacatggcaagggg
aaggcatagatggaagtactggaactgcaatagatagicctccattagatattcctggaacgtggcaaggceaaatggotet
tggacagcagacggtcaattagttticgatggttctttticaggtictgacggaacaacatggcaaggaacatatacgcata
caggaataggtgticagaatccigtactaaatccaccactaaccceggatitaacaggaataacaggtiggttatcatctat
aagttcatggttaactagttigtitgcgtttccaactgattttagtttgaatttagacccgtigaaaaatctacctatagcaacaa
aatttectttctgtitgecatttgatitaaaaaatageattgaatcatigcaatctectgtegttgtcccagtttttacgactacttgg
aatttacccttttatcaaggagatatagagattaatttagcagcetatggaacgatttgcacaaataacacgttggggaacatt
aattgtatttaatctiggtttaatactigttacaaggaagatgttatcatgatatggcaagceactagcatcttitattaatctacttat
taaagcattaggaacggttttaggggcaattatcggattattaccttcaagtccttticaaactatticaaattcagcagtaac
agaatatttaggcatgtigaatiggtitatatccgtagatgecatgataactatattaacttactggactactgcaattataagtt
actatgtaatatcaactgcgatgagatggggaaaaacaattigaatagggggataatatgataagttttiatagtggtactee
aggaagtggaaaaagtcttaatatagctagatacatatggattaaagticgacatgctaaacaaaatataatacttgttaat
atgacagttaatagagagtatcttattacatcaaaactgaagcaactigttaataaaattagattgaaattaaaacttaaac
ctattaatactaagttaaaagactatggcaaaatctatictataagactcgatcagctgaacacaaaattictagaagattat
gctatgaaatttcacatggtgggcatigaaggacaatcaaaaataataatagatgaggcacaactgatttggtccccaac
gatgatgaaaaataaaaagcaggtagaccctaattatcgtgaacgctggatagagtttatgacactccataga
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FIG. 22B

cacttaggttttgacatgataattataagtcaatttgataggttgatagatgcacaaatacgttgtctatttgaatacaatcatatt
catcggaaagtcaataactitigtataggttatiggctaaacctaticaaaataaaagtattigcagaagtgcaatatiggtat
ggagttagagcaaggattggagttaatttcttcgctattactccatggacttcaaaacactataggaaaatttataacgcac
ataaaaggtictcagatttaaagggaaagaaaaaagtagcgtagcgttggacttttitcticcctitaaatcaagaaatata
atgttcgtaaaaaaatgaatcctgatgtcatggatcacgtggecageagtcaatatttagatctaaaaattgaataatatcca
aacaaataggagototgtaaaataaatgttcgtgattatatggttaatgttaagtgetgaggtcaatctatgaaatgegatta
agggccggccagtgggcaagtigaaaaattcacaaaaatgtggtataatatettigticattagagegataaactigaattt
gagagggaacttagatggtatttgaaaaaattgataaaaatagtiggaacagaaaagagtatttigaccactactttgcaa
gigtaccttgtacctacagcatgaccgtiaaagtggatatcacacaaataaaggaaaagggaatgaaactatatccige
aatgctttattatattgcaatgattgtaaaccgccattcagagtttaggacggcaatcaatcaagatggtgaattggggatat
atgatgagatgataccaagctatacaatatticacaatgatactgaaacattttccagectttggactgagtgtaagtctgac
tttaaatcatttttagcagattatgaaagtgatacgcaacggtatggaaacaatcatagaatggaaggaaagecaaatgce
tccggaaaacattittaatgtatctatgataccgtggtcaacctticgatggctttaatctgaatttgcagaaaggatatgattatt
tgattcctatttttactatggggaaatattataaagaagataacaaaattatacticctitggcaattcaagttcatcacgcagt
atgtgacggatttcacatttgccgtttigtaaacgaattgcaggaattgataaatagttaacttcaggtttgtctgtaactaaaa
acaagtatttaagcaaaaacatcgtagaaatacggtgttttttgttaccctaagtttaaactcctititgataatctcatgacca
aaatcccttaacgtgagttticgticcactgagcgtcagaccccgtagaaaagatcaaaggatcttcttgagatcecttttttict
gcgegtaatctgetgetigcaaacaaaaaaaccaccgcetaccageggtggtitgtttgccggatcaagagcetaccaacte
tttttccgaaggtaactggctticagcagagcgecagataccaaatactgttcttctagtgtagecgtagttaggecaccactte
aagaactctgtagcaccgcctacatacctegetetgetaatectgttaccagtggetgetgecagtggegataagtegtgte
ttaccgggttggactcaagacgatagttaccggataaggcgcageggicgggctgaacgggggaticgtgcacacagce
ccagcttggagcgaacgacctacaccgaactgagatacctacagegtgagcetatgagaaagcgecacgcttcccgaa
gggagaaaggcggacaggtatccggtaageggcagggicggaacaggagagegeacgagggageticcagggg
gaaacgcctggtatctttatagtectgtcgggtttcgecacctctgactigagegtegattttigtgatgetegtcaggaggge
ggagcctatggaaaaacgccagcaacgeggcctttttacggttectggectttigetggecttttgctcacatgttetttectge
gttatccectgattctgtggataaccgtattaccgectttgagtgagcetgataccgetcgecgcagecgaacgaccgagceg
cagcgagtcagtgagcgaggaagcggaagagegeccaatacgcagggcecccctgeticggggatcattatagegatttt
ttcggtatatccatcctitttcgcacgatatacaggattttgccaaagggticgtgtagactttectiggtgtatccaacggegte
agccgggceaggataggtgaagtaggeccaccegegagegaatgticcticticactgtcecttattcgeacctgaegatg
ctcaacgggaatcctgetetgegaggcetggecggetacegecggegtaacagatgagggeaageggatggetgatga
aaccaagccaaccaggaagggcagceccacctatcaaggtgtactgecticcagacgaacgaagagegattgagga
aaaggcggcggceggecggeatgagectgtcggectacetgetggecgtecggecagggetacaaaatcacgggegic
gtggactatgagcacgticcgegagcetggeccgealcaatggegacctgggecgectgggeggectgetgaaactetgg
ctcaccgacgacccgegeacggegeggticggtgatgecacgatectegecctgetggegaagatcgaagagaagea
ggacgagcttggcaaggtcatgatgggegtggtccgeccgagggceagagcecatgacttititagcegetaaaacggec
ggggggatgcgegtgattgccaageacgtccccatgegcetccatcaagaagagegacticgeggagetggtgaag
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FIG. 22C

tacatcaccgacgagcaaggcaagaccgatcgggceccectgcaggataaaaaaattgtagataaattttataaaatagtttt
atctacaatttttitatcaggaaacagctatgaccgecggecgecagctatagcagcetacicttiggtattattatcaaaatgcettaa
taaaatagatttacaaaagtgtctatacatgatagtatatatttaatgatatataggggggtgtatagattgtttacaaggaaacc
agaaactaaaaataagictttagticttagaatgacagaaacgcaaaagaagatacttgagattatggctaatgagagaggt
ttatcacaatcagaattaattatgatattattggagaatgaaticaagaagcctgtattagaaataaagcagcaagattaaactt
gcegecttggatagecggagceaacggttttatccaageggtaaacaatatictaaacageggtgtitaaaattatcaactagaa
gtgtattaatggctgcggaaagaaatattaaaccagtactatcacaattcgcaccttaaaagtaaggtttttaatgtttaattitgg
cacggaactigctctticttgatatattacaaacaagtcggctaaaatigaaattitaacgttatcctgaaaggggggcaaaattt
ggatgagaagatacttaaagatgtaagggttictaaaaatcatttacaatcggttcataataataatcagtataataagttgattg
taggttattacaatcaatacatagaagatictagacctgtaaagaagaaaaagactatittggattatactagatttacttatgaa
gattattttgttgaaaaattagaacataaaagagataagttagctaattgtaataagaaatgggaagttgaagtttatgaaaaa
cttaaagtaaaagattatgtgtctactttattatgtaatgataagttttgtagtaattgtaagaaagtaaagcaagcttcaaggatg
gcgaaaaatatgcectitgecttgaacagtataaagataaattatatcaaatggtittaactacaccaaatatigtagatcatacag
gggaagaattgaaaaaagagattaaaaagcaatttaaagcattaacttatttaacagaatatttaaaaggtaaaaaacaag
taaagggtttagattttgatatiggatacttaggtgcaataaggtcgtiggaggtaacttatagcggtgactattatcatccgeattt
gcatttgatattagtattggataatcaaaatgaatitataacagataaaaaaaatataaataactaticttatgattattataaaaa
aagaccaactagattattticagattttgaaatattgttacagaaatcttggtatcttttatataatggggaaagattgactaagga
aaatatagataaactggaaaaaggttatagttgcatgatggataaggcaaaagaagatgattttttagaagttittaaatacat
ggtgaagaatgatccggcagaggagaaigtaaaaggtagtaacaaaatgactiataaaaatittagagtattagaatatge
attgcatagtataagacagatacaaggttatggagttttttataatattaaagatatattaatggctgaagaagtaaatgaaatgt
atgaatggataagagagtatttaatcaaaaatgaaggagaagctcctgecatatcgtgtigagaagatacagaagcetictaga
tgatactgagtatactcttatatcaaggaaaaaaatatitacgtatttaagaaaaatatactctgaataataacattatagcataa
agagggcttaattgctcticttitttaatttcttttaaagcettcattigggtgtatgtttaatagattacagtaaattcgectgaaagecca
cggtttcaatcgtgggatgaaaggcgttictittaatctictigtigcagtttcagtitaaaactgatactataaatatatgggacaag
attatagaagaacacaaacaacagtatctttaataaactatcatttigttttctgtccaaggtacagacgtaaagttctagttgga
gaagttgaaataaaatttaaacagctictcaatgagatttgtaaagacatigaaatagaaattttggcaatagaatgtgataaa
gaccactgccatctttttgtcaatgcacttcctcatttaagtccagcagacataatggcaaaagtgaaaggagtgacttctcgat
tattaaggcaggaatttaaacatctgcgacatttgccaagtctttggacaagaagctatttigtatctaccgcaggaaatgtate
aagtgaaactataaaacgatatg
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FIG. 24A

gcaaactattaactggcgaactacttactctagetticccggcaacaattaatagactggatggaggeggataaagttgea
ggaccactictgegetcggeccticeggetggetgatttatigetgataaatciggagecggtgagegtgggtctegeggtat
cattgcagcactggggcecagatggtaagecctcecegtategtagttatctacacgacggggagtcaggeaactatggat
gaacgaaatagacagatcgctgagataggtgectcactgattaagcattggtaactgtcagaccaagtttactcatatata
ctttagattgatttacgcgecectgtageggegeattaagegeggeggotatgatgottacgegeageatgacegetacactt
gccagegecctagegeccgcetectttegetticttcecttectttctegecacgtticgecggetttcceegtcaagetctaaate
gggggctcectttagggttcegatttagtgetttacggeacctcgaccccaaaaaacttgatttgggtgatggttcacgtagt
gggccatcgecctgatagacggtitticgecctttgacgtiggagiccacgticttiaatagtggactctigticcaaactigaa
caacactcaaccctatctcgggctatictttigatttataagggattttgccgatttcggectattggttaaaaaatgagcetgattt
aacaaaaatttaacgcgaattttaacaaaatattaacgttiacaatttaaaaggatctaggtgaagatccttttigataatcte
atgaccaaaatcccttaacgtgagttttcgticcactgagegicagacceecgtagaaaagatcaaaggatctictigagat
cctttttttctgecgegtaatetgetgetigcaaacaaaaaaaccaccgetaccageggtggttigtttgeecggatcaagaget
accaacfctttttccgaaggtaactggceticagcagagegcagataccaaatactgtectictagtgtagecgtagttagge
caccacttcaagaactctgtagcaccgectacatacctegetctgetaateetgtiaccagtcaggeatttgagaagecaca
cggtcacactgcticcggtagtcaataaaccggtaaaccagcaatagacataageggcetatttaacgaccctgeectga
accgacgaccgggtcgaatttgetttcgaattictgecattcateegettattatcacttattcaggegtageaccaggegtita
agggcaccaataactgecttaaaaaaattacgccccgecctgecactcategeagtactgttgtaattcattaageattctg
ccgacatggaagcecatcacagacggceatgatgaacctgaatcgecageggeatcageaccttgtegecttgegtataat
atttgcccatggtgaaaacgggggegaagaagtigtccatatiggecacgtttaaatcaaaactggtgaaactcaccecag
ggattggctgagacgaaaaacatattctcaataaaccctttagggaaataggcecaggttticaccgtaacacgecacatc
ttgcgaatatatgtgtagaaactgecggaaategtcgtggtaticactccagagegatgaaaacgtttcagtttgetcatgg
aaaacggtgtaacaagggtgaacactatcccatatcaccagcetcaccgtctticatigeccatacggaaticcggatgage
attcatcaggcgggcaagaatgtgaataaaggcecggataaaacttgtgcttattttictitacggtctttaaaaaggecgtaa
tatccagctgaacggictggttataggtacattgagcaactgactgaaatgecicaaaatgttctitacgatgecattgggat
atatcaacggtggtatatccagtgatttitttctccattttageticcttagetcctgaaaatctcgataactcaaaaaatacgece
cgotagtgatcttatttcattatggtoaaagtiggaacctettacotgecgatecaacgtetcattttcgecaaaagttggecea
gggcttcecggtatcaacagggacaccaggattiatttatictgegaagtgatcttcegtcacagatatttaticggegeaaa
gtgcgtcgggtoatgetgecaacttactgatitagtgtatgatggtgtittigaggtgetecagtggcetictgttictatcagetgte
cctectgttcagetactgacggaatgatgegtaacggeaaaageaccgecggacatcagegetageggagtgtatactg
gcttactatgttggcactgatgagggtgtcagtgaagtgcttcatgtggcaggagaaaaaaggcetgcaccggtgegtcag
cagaatatgtgatacaggatatattccgeticetegeteactgactegetacgetegotegticgactgegacgageggaa
atggcttacgaacggggcggagatticctggaagatgeccaggaagatacttaacagggaagtgagagggecgeggce
aaagccgtitttccataggcetccgeccecctgacaageatcacgaaatctgacgetcaaatcagtggtggegaaacceg
acaggactataaagataccaggcgtttcccectggeggcetecctegtgegcetcteetgticetgectttcggtttaccggtgte
attccgcetgttatggecgegttigicteaticcacgectgacactcagticcgggtaggeagticgetccaagetggactgtat
gcacgaaccccccgticagtcegacegetgegecttatccggtaactategtettgagtccaacccggaaagacatgea
aaagcacc
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FIG. 24B

actggcagcagccactggtaattgatttagaggagttagtcttgaagtcatgegecggttaaggcetaaactgaaaggaca
agttttggtgactgcgctectccaagecagttaccteggticaaagagtiggtagetcagagaaccticgaaaaaccgecce
tgcaaggcggattitttcgtittcagagcaagagattacgecgeagaccaaaacgatctcaagaagatcatcttattaatcaga
taaaatatttgctcatgageccgaagtggegageccgatcttceccateggtgatgtcggegatataggegecageaacce
gcacctgtggegcecgatgatgecggecacgatgegtececggcgtagaggatetgetcatgtttgacagettatcatcgatge
ataatgtgcctgtcaaatggacgaagcagggatictgcaaaccctatgetactcegtcaagecgtcaattgtetgattegtt
accaattatgacaacttgacggctacatcattcactttticttcacaaccggcacggaactegetcgggetggecccgagtge
attttttaaatacccgecgagaaatagagtigatcgicaaaaccaacattigecgaccgacggtggegataggeatcegggtg
gtgctcaaaagcagcttcgectggetgatacgttggtectcgegecagettaagacgcetaateectaactgetggeggaa
aagatgtgacagacgcgacggcgacaagcaaacatgetgtgegacgetggegatatcaaaattgetgtctgecagatg
atcgctgatgtactgacaagectcgegtaccegattatccateggtggatggagegactcegttaatcgeticcatgegecg
cagtaacaattgctcaagcagatttatcgccagcagetccgaatagegceccttccectigeeccggegttaatgatttgecca
aacaggtcgcetgaaatgeggcetggtgegcetticatccgggegaaagaaccecgtatiggeaaatatigacggecagttaa
gccattcatgeccagtaggegegeggacgaaagtaaacccactggtgataccaticgegagectccggatgacgaccegt
agtgatgaatctctcctggecgggaacageaaaatatcacceggtcggeaaacaaattctcgteectgatttttcaccaccee
cctgaccgegaatggtgagattgagaatataaccttteaticecageggtegotcgataaaaaaategagataaccegttg
gcctcaatcggegttaaacccgecaccagatgggeattaaacgagtatcccggeageaggggatcattttgegeticag
ccatacttticatactcccgecaticagagaagaaaccaattgtccatattgecatcagacattgecgtcactgegtcttttact
ggcicttctecgetaaccaaaccggtaacceegcettattaaaageatictgtaacaaagegggaccaaagecatgacaaa
aacgcgtaacaaaagtgtictataatcacggcagaaaagtccacattgattatttgcacggegtcacactttgetatgecat
agcattittatccataagattagcggatcctacctgacgctitttatcgeaactcictactgtiictccatacecgtttitttgggeta
gcgaattcgagetcggtacccggggaggaataataaatggecgtactcegeaatattigatgagecaactgaccgaggaa
tttaagaaactgccgatcgactattgggactitgagggtgaggacacgaaagaactgacgcacggcectgcacaactatc
cggcggtgatggtttatccgatctaccgtaacattatcgacatcgtgaagegicacggtgaggtegaaacctitctggacee
gtttatgggtagcggtacgggectggtggaaggeaagetggegggtitcaacaaagtgtacggtacggatetgaatccte
togcagtgetgetgageaagottaagaccaccotettgaaagaggatagegtggataticaggacaagetgetgegeg
agaatattgagcaggcgttcgtgtccagcaaacagcetgetggataacattgacaattacatigcggagaagggectgga
cgtcagcgcecaaagacggcetggggceteigatgegeatgteattttgegegagtatetggatacctacaacageggtctga
aaatcccagactttaagaatatgggttattggticaaaccgegegttatictggagetgecaactgattaaggatatcattetge
agatcgagaatgaggacttccgtaactictttctggtctgetictctgaaactgeccgetacgtgagcaacaccegtaatggt
gagttcaagetoticegtatcaagaaagaaaaagtggeagatttcaatecggacgttaagategagttttacaaatatetg
gatcgtaacatcgaaaagattaaagactitgacaaacgttgtaacaacgattgcgaagttagegttgcettttgaagatacc
cgcatictggactcggticcggacaatageatcgatcigatgattaccageccaccgtacggegatagcaaaactacggt
ggcgtacggtcaatttagccgtccgtetitgtggtggttggatectggaattgatggacatcgaagagcetgaatcaagttgac
aacaatictgctgggtggtaagaaggtggacaaagacticgagtgtgaactgageiccegtacctiggagaaggegatta
aagaaatcaaagaaaaggacctggaccgegceacgtgacgtttatagettctacgaggattiggataaggetatggagtc
cattacgaaaaagatgc
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FIG. 24C

gtcataacagctaccagtictgggttgtcggtaaccgtaccgttaaagaagtcaaactgctgaccaacgaaat
cattagcgaactgggcgagaaatatggtttggttgaggtttacgatatcccgegtaacatcccgaataaggtcat
gccgagccgtaaticcccgaccaatgaaaccggcaagacggtcagcaccatgacgaacgagcacatcgic
gtgctgcgcaaagatcgttgaggcetgtittggecggatgagagaagattttcagectgatacagattaaatcaga
acgcagaagcggtctgataaaacagaatttgectggcggcagtagegeggtggtecccacctgacccecatge
cgaactcagaagtgaaacgccgtagcgccgatggtagtgtggggtctccccatgecgagagtagggaactge
caggcatcaaataaaacgaaaggctcagtcgaaagactgggcctticgtittatctgttgttigicggtgaacgct
ctcctgagtaggacaaatccgecgggagceggatttgaacgttgecgaagecaacggeccggagggatggeggg
caggacgcccgccataaactgccaggcatcaaattaagcagaaggcecatcctgacggatggcectttttgegtt
tctacaaactctttigtttatittictaaatacaticaaatatgtatccgctcatgagacaataaccctgataaatgcett
caataatattgaaaaaggaagagtatgagtattcaacatttccgtgtcgeccttattcecttttttgecggceattttgec
ttcctgtttttgctcacccagaaacgcetggtgaaagtaaaagatgctgaagatcagttgggtgea
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FIG. 25

265 + Lisado

80



ES 2728 307 T3

FIG. 26

Control + Lisado
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FIG. 27
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FIG. 28A

aaacicctititgataatcicatgaccaaaatcccttaacgtgagitticgticcactgagegicagacceccgitagaaaagatc

aaaggatctictigagatccttittttctgcgegtaatctgetgetigcaaacaaaaaaaccaccgcetaccageggtggtitgttt
gceggatcaagagcetaccaactctttttcegaaggtaactggettcageagagegeagataccaaatactgttettctagtgt
agccgtagttaggecaccacticaagaactctgtagcaccgectacataceicgelctgetaatcetgttaccagtggetget

gccagtggcgataagtcgtgicttaccgggtiggactcaagacgatagttaccggataaggegcageggtecgagetgaac
ggggggttcgigcacacageccagcetiggagegaacgacctacaccgaactgagatacctacagegtgagcetatgaga
aagcgccacgcticccgaagggagaaaggeggacaggtatccggtaageggeagggteggaacaggagagegeac
gagggagcttccagggggaaacgcectggtatctitatagtcctgteggatttcgecacctetgacttgagegtegatttttgtga
tgctcgtcaggggggcggagcectalggaaaaacgecageaacgeggcectitttacggttcctggcectttigetggecttitget
cacatgttctticctgegttatecectgattetgtggataaccegtattacegectttgagtgagetgatacegetegeegeagecg
aacgaccgagcgcagcgagicagigagcgaggaagcggaagagcegceccaatacgcagggeccectgeticggggic
attatagcgattitticggtatatccatcctttitcgcacgatatacaggattttgccaaagggttcgtgtagactttectiggtotate
caacggcgtcagecgggeaggataggtgaagtaggeccaccegegageggatgttecticticactgteecttattegeac
ctggcggtgctcaacgggaatectgetctgegaggetggecggctaccgecggegtaacagatgagggcaageggatg
gctgatgaaaccaagccaaccaggaagggcageccacctatcaaggtgtactgecticcagacgaacgaagagegat
tgaggaaaaggcggcggeggecggcatgagectgteggectacctgetggeegtcggecagggctacaaaatcacgg

gcgtegtggactatgageacgtccgegagetggeccgeatcaatggegacctgggecgectgggeggectgetgaaact
ctggctcaccgacgaccecgegeacggegeggttcggtgatgecacgatectcgecetgetggegaagategaagagaa
gcaggacgagctiggcaaggticatgatgggegtggtccgeccgagggcagagecatgacttitttagecgctaaaacgg

ccggggggtgegegtgattgecaageacgtceccatgegetecatcaagaagagegacticgeggagetggtgaagtac
atcaccgacgagcaaggcaagaccgategggeccectgcaggataaaaaaattgtagataaatittataaaatagttttat

ctacaattittttatcaggaaacagctatgaccgeggecgecagetatageagctactctttggtattattatcaaaatgcttaat
aaaatagatttacaaaagtgtctatacatgatagtatatatttaatgatatataggggggtgtatagattgtttacaaggaaacc
agaaactaaaaataagictitagticttagaatgacagaaacgcaaaagaagatactigagattatggctaatgagagag
gittatcacaatcagaattaattatgatattattggagaatgaattcaagaagcectgtattagaaataaagcagcaagattaa
acttgcegecttggatageggageaacggtittatccaageggtaaacaatattctaaacageggtgtttaaaattatcaact
agaagtgtattaatggctgcggaaagaaatattaaaccagtactatcacaaticgecaccttaaaagtaaggtttttaatgttta
attttggcacggaacttgcetcttictigatatattacaaacaagtcggcetaaaattgaaattttaacgttatcctgaaaggggag
caaaatttggatgagaagatacttaaagatgtaagggttictaaaaatcatttacaatcggticataataataatcagtataat
aagttgattgtaggttattacaatcaatacatagaagatictagacctgtaaagaagaaaaagactattitggattatactaga
tttacttatgaagatiatittgttgaaaaattagaacataaaagagataagttagetaattgtaataagaaatgggaagttigaa
gittatgaaaaacttaaagtaaaagattatgtgtctactttattatgtaatgataagttttgtagtaattgtaagaaagtaaagea
agcttcaaggatggegaaaaatatgectttgetigaacagtataaagataaattatatcaaatggtittaactacaccaaatat
tgtagatcatacaggggaagaattgaaaaaagagattaaaaagcaatttaaagcattaacttatttaacagaatatitaaa
aggtaaaaaacaagtaaagggtttagattttgatattggatacttaggtgcaataaggtegttggaggtaacttatageggtg
actattatcatccgceattigeatttgatattagtatiggataatcaaaatgaatttataacagataaaaaaaatataaataactat
tcttatgattattataaaaaaagaccaactagattatittcagattitgaaatatigttacagaaatcttggtatctittatataatgg
ggaaagattgactaaggaaaatatagataaactggaaaaaggttatagttgcatgatggataaggcaaaagaagatgat
tttttagaagtttttaaatacatggtgaagaatgatccggcagaggagaatgtaaaaggtagtaacaaaatgacttataaaa
at
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FIG. 28B

tttagagtattagaatatgcatigcatagtataagacagatacaaggttatggagtttittataatattaaagatatattaatgg
clgaagaagtaaatgaaatgtatgaatggataagagagtatttaatcaaaaatgaaggagaagcicctgcatatcgigtt
gagaagatacagaagctictagatgatactgagtatactcttatatcaaggaaaaaaatatttacgtatttaagaaaaatat
actctgaataataacattatagcataaagagggcttaatigcicicttitttaattictittaaagcttcattigggtgtatgtitaata
gattacagtaaaticgcctgaaagcccacggtttcaatcgtgggatgaaaggcqgtticttttaatctictigttgeagtttcagttt
aaaactgatactataaatatatgggacaagattatagaagaacacaaacaacagtatctttaataaactatcattttgtttict
giccaaggtacagacgtaaagtictagtiggagaagtigaaataaaatitaaacagcticticaatgagattigtaaagaca
ttgaaatagaaatttiggcaatagaatgtgataaagaccactgecatctitttgtcaatgeacttceteatttaagtccageag
acataalggcaaaagigaaaggagigacticicgatiattaaggcaggaatttaaacaictgegacattigecaagtcttt
gacaagaagctatttigtatctaccgcaggaaatgtatcaagtgaaactataaaacgatatgttgaagaacaaaaaaca
agggggtgaaacaatgcagataacagtaaaatitaatattatitigacaaaagaacaagtacaactaatagaatctatat
caaaagaatatatccatactgttaatagectigtttcatctacgetccaatcagaagaaagagtaaagctatcatctaaaga
tgtttitgcaaatatgccaagtgcagtgaaaaatcaatctattagagatgccaaaagtatctgtactaagtacaagaaagct
atcaaggctaattccaaactgcctactgataaacaaaaagtaatcaatgtagctacccttaaaaaacctgictgtatatgg
aataatcaaaattattcacttaaagacggtaticttagttticccgttattatagatgggaaatcgecagegtaticaaactaga
actatcatgacagactatcagctaaaacaactagaaggtcatttgggagcattgegtataactaagaaaagcaataaat
atatcgctcaaataagtgttgaaaaagtatctcatatagttaaaggtgatgtigtaatgggtgtigacttaggectaaaagttc
cigctgtagetgtaaccgaticaggaaaaacgtttittttiggaaacggtaggcaaaataaatacgicaaacgtaaatataa
agcgaaacgtaaaaaactiggaaaagcecaagaageitaaagicattaaaaagetigatgataaagaacaacgtigga
tgacagaccaagaccacaaagtaagtagagaaataattaattttgcagtaaataataatgttictgatatticggcettgaaa
aattaacgaataicagaaacacggcaagaacaagccgtaaaaacgaaaaaaalctacatacatggicatictatcgic
tagctcaaticatagagtataaggcactattgaaggggataaaggttgaatatgttgatcctaaatacactictcaaatatge
cctgaatgtaagaaactaaataaagcaagagatagaaaatataaatgetcctgtggttttaaaacacatagggatagag
taggtgctataaatataattaatgcacctgtagtagatggtaaaagtctactagcctagggtactatatgtactgcetctagga
ggggtaatggcataccctaagetigaggtcatactccgatagecagaaatgtacttcggtttaatcactcaagaatcecact
gctitagetgtgggagtgicaaatgaagcatgatggtcatttatctgtaactagtgaaggaagattigtattatgctggtagtca
aaaaattagttttaatagtggtatacctitaaatacaggagatggagttgttgttiggaatgaaaticaagatttaatttcaactt
clgatgtitaticcgatgtiactitaacggatgaaatigcaaaticaaattatccaaatataaatiitgaatatgatggaaaaga
accgattagcaatcegtittgggattatgaaaacttacatacaggtactagaagtattgatataggtgcaaatccagatttat
cagcictagtagggaaaacatatgaagatgttattagtgaaaatccaagtcaacaaaatcctatggtgectccgatacca
iticctgaticatggttiggcaaatggaaagatatagttaacgatagiggaacatggcaaggggaaggcatagatggaag
tactggaactgcaatagatagtcctccattagatatticctggaacgtggeaaggeaaatggtecttggacageagacggtc
aattagttttcgatggttctitttcaggtictgacggaacaacatggcaaggaacatatacgcatacaggaataggtgttcag
aatcctgtactaaatccaccactaaccccggatttaacaggaataacaggtiggttatcatctataagticatggttaactag
tttgtttgcgtticcaactgatttiagtiigaatttagacccgtigaaaaaictacctatagcaacaaaatticctticigtiigecatt
tgatttaaaaaatagcattgaatcattgcaatctcctgtegttgteccagtttttacgactacttggaatttacecttttatcaagg
agatatagagattaattiagcagctatggaacgatitigcacaaataacacgtiggggaacgttaatigtatitaatcitggttt
aatacttgttacaaggaaggtgttatcatgatatggcaagcactagcatcttttattaatctacttattaaagcattaggaacg
gttttaggggcaattatcggattattaccticaagtecttticaaactatticaaaticagecagtaacagaatatttaggeatgtt
gaattggt
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FIG. 28C

ttatatccgtagatgccatgataactatattaacttactggactactgcaattataagttactatgtaatatcaactgcgatgag
atggggaaaaacaatigaatagggggataatatgataagtitttatagtggtactccaggaagtggaaaaagicttaatat
agctagatacatatggattaaagticgacatgctaaacaaaatataatactigttaatatgacagttaatagagagtatctta
ttacatcaaaactgaagcaacttgttaataaaattagattgaaattaaaacttaaacctattaatactaagttaaaagactat
ggcaaaatctattctataagactcgatcagctgaacacaaaattictagaagattatgctatgaaatttcacatggtgggca
ttgaaggacaatcaaaaataataatagatgaggcacaactgatttggtccccaacggtgatgaaaaataaaaagcag
gtagaccctaattatcgtgaacgctggatagagtttatgacactccatagacacttaggttttgacatgataattataagtca
atttgataggttgatagatgcacaaatacgttgtctatttgaatacaatcatattcatcggaaagtcaataacttttgtataggtt
attggctaaacctaticaaaataaaagtatttgcagaagtgcaatattggtatggagttagagcaaggattggagttaatttc
ttcgctattactccatggacticaaaacactataggaaaatttataacgcacataaaaggtictcagatttaaagggaaag
aaaaaagtagcgtagcgttggacttttticticcctttaaatcaagaaatataatgticgtaaaaaaatgaatcctgatgtcat
ggatcacgtggcagcagtcaatatttagatctaaaaattgaataatatccaaacaaataggaggtgtgtaaaataaatgtt
cgtgattatatggttaatgttaagtgctgaggtcaatctatgaaatgcgattaagggecggecgaagcaaacttaagagigt
gttgatagtgcagtatcttaaaatttigtataataggaattgaagttaaattagatgctaaaaatttgtaattaagaaggagtg
attacatgaacaaaaatataaaatattctcaaaactttttaacgagtgaaaaagtactcaaccaaataataaaacaattg
aatttaaaagaaaccgataccgtttacgaaatiggaacaggtaaagggcatttaacgacgaaactggctaaaataagt
aaacaggtaacgtctattgaattagacagtcatctaticaacttatcgtcagaaaaattaaaactgaatactegtgtcacttt
aattcaccaagatattctacagtttcaattccctaacaaacagaggtataaaattgttgggagtattccttaccatttaagcac
acaaattattaaaaaagtggtttttgaaagccatgcgtctgacatctatctgattgtigaagaaggattctacaagcgtacctt
ggatattcaccgaacactagggttgctctigcacactcaagtctcgaticagcaattgcttaagctgccageggaatgcettic
atcctaaaccaaaagtaaacagtgtcttaataaaacttacccgccataccacagatgticcagataaatatiggaagcetat
atacgtactttgtttcaaaatgggtcaatcgagaatatcgtcaactgtttactaaaaatcagtttcatcaagcaatgaaacac
gccaaagtaaacaatttaagtaccgttacttatgagcaagtattgtctattittaatagttatctattatttaacgggaggaaat
aattctatgagtcgctttigtaaattiggaaagttacacgttactaaagggaatgtgtit
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FIG. 31A

aaactcctttttgataatctcatgaccaaaatcecttaacgtgagttticgttccactgagegtcagacecegtagaaaagatca
aaggatcticttgagatcctittittctgegegtaatctgetgettigcaaacaaaaaaaccaccgetaccagegatogtitgtitge
cggatcaagagctaccaactctttticcgaaggtaactggettcageagagegeagataccaaatactgttctictagtgtage
cgtagttaggecaccacticaagaacictgtagcacegectacatacctegetetgetaatectgttaccagtggetgetgeea
gtggcgataagtegtgtcttaccgggtiggactcaagacgatagttaccggataaggegeageggtcgggetgaacgggg
ggttcgtgecacacageccagettggagegaacgacetacaccgaactgagatacctacagegtgagetatgagaaageg
ccacgcttccegaagggagaaaggeggacaggtatceggtaageggeagggtcggaacaggagagegeacgaggga
gcttccagggggaaacgectggtatetitatagtectgtegggtticgecacctetgacttgagegtegattitigtgatgetegtea
gggaggcggagectatggaaaaacgecageaacgeggectttttacggttectggecttttgetggectittgetcacatgttctt
tcctgegttatcceetgatictgtggataaccgtattacegectttgagtgagetgatacegetcgecgeagecgaacgaccga
gegecagegagtcagtgagegaggaageggaagagegeccaatacgeagggececectgeticgggateattatagegatt
ttttcggtatatccatectttttcgecacgatatacaggattttgeccaaaggattcgtgtagactttcettggtgtatccaacggegtea
gccgggeaggataggtgaagtaggeccacccgegagegggtaticeticticactgteccttaticgeacctggeggtgetca
acgggaatcctgetctgegaggcetggecggetaccgecggegtaacagatgagggeaageggatggetgatgaaacca
agccaaccaggaagggceageccacctatcaaggtgtactgecticcagacgaacgaagagegatigaggaaaaggeg
gcggegaccggeatgagecetgteggectaceigetggecgtcggecagggcetacaaaatcacgggegtegtggactatga
gcacgtccgegagetggeccgeatcaatggegacctgggecgectgggeggectgetgaaactetggetcaccgacgac
ccgegeacgacgegaticggtgatgecacgatectegecctgetggegaagatcgaagagaageaggacgaqgettgaea
aggtcatgatgggegtggtecgeccgagggeagagecatgactttittagecgetaaaacggecggggagtgegegtgatt
gccaageacgtccccatgegetecatcaagaagagegacticgeggagetggtgaagtacatcaccgacgageaagge
aagaccgatcgggcceccctgcaggataaaaaaattgtagataaattitataaaatagttttatctacaatttttitatcaggaaac
agctatgaccgoeggecgecagetatageagetactetttggtattatiatcaaaatgettaataaaatagatttacaaaagtgtet
atacatgatagtatatatitaatgatatataggggggtgtatagatigtttacaaggaaaccagaaactaaaaataagtctttagt
tcttagaatgacagaaacgcaaaagaagatactigagattatggctaatgagagaggittatcacaatcagaattaattatga
tattattggagaatgaaticaagaagcectgtattagaaataaagcagcaagattaaactigecgecttggatageggageaa
cggttttatccaageggtaaacaatatictaaacageggtatttaaaattatcaactagaagtgtattaatggetgecggaaaga
aatattaaaccagtactatcacaaticgcaccttaaaagtaaggttittaatgtitaatittggecacggaacttgatatattacaaa
caagtcggctaaaattgaaattttaacgtiatcctgaaaggggggeaaaatitggatgagaagatacttaaagatgtaagggt
tictaaaaatcatttacaatcggticataataataatcagtataataagttgattgtaggttattacaatcaatacatagaagattct
agaccigtaaagaagaaaaagactatitiggattatactagatitacttatgaagattatttigitgaaaaattagaacataaaag
agataagttagctaattgtaataagaaatgggaagtigaagtttatgaaaaacttaaagtaaaagattatgtgtctactttattat
gtaatgataagttitgtagtaatigtaagaaagtaaagcaagcticaaggatggcgaaaaatatgecttigeiigaacagtata
aagataaattatatcaaatggttttaactacaccaaatatigtagatcatacaggggaagaattgaaaaaagagattaaaaa
gcaatttaaageattaacttatitaacagaatatitaaaaggtaaaaaacaagtaaaggatttagatittgatattggatacttag
gtgcaataagatcgttggagotaacttatagegatgactattatcatcegeattigeatttgatattagtatiggataatcaaaatg
aatttataacagataaaaaaaatataaataactaticttatgattattataaaaaaagaccaactagattatittcagattitgaaa
tattgttacagaaatcttggtatctittatataatggggaaagatigactaaggaaaatatagataaactggaaaaaggttatag
ttgcatgatggataaggeaaaagaagatgatttittagaagttittaaatacatggtgaagaatgatccggeagaggagaatg
taaaaggtagtaacaaaatgacttataaaaattitagagtattagaatatgeatigeatagtataagacagatacaaggttatg
gagttttttataatattaaagatatattaatggctgaagaagtaaatgaaatgtatgaatggataagagagtatttaatcaaaaat
gaaggagaagctcctgeatategigitgagaagatacagaagcetictagatgatactgagtatactcttatatcaaggaaaaa
aatatttacgtatttaagaaaaatatacictgaataataacattatagcataaagagggcettaattgetctcttttttaattictittaaa
gcttcattigggtgtatgtitaatagattacagtaaaticgectgaaageccacggttic
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FIG. 31B

aatcgtgggatgaaaggcagttictittaatctictigtigcagtticagtitaaactgatactataaatattagegtiggacttttttcttcectit
aaatcaagaaatataatgttcgtaaaaaaatgaatcctgatgtcatggatcacgtggcagcagtcaatatitagatctaaaaattga
ataatatccaaacaaataggaggtgtgtaaaataaatgticgtgattatatggttaatgttaagtgctgaggtcaatctatgaaatgeg
attaagggccggecgaagcaaacttaagagtgtgttgatagtgcagtatcttaaaatitigtataataggaattgaagttaaattagat
gctaaaaattigtaattaagaaggagtgattacatgaacaaaaatataaaatatictcaaaactttttaacgagtgaaaaagtacte
aaccaaataataaaacaattgaatttaaaagaaaccgataccgtitacgaaattggaacaggtaaagggcatttaacgacgaa
actggctaaaataagtaaacaggtaacgtctatigaattagacagtcatctaticaacttatcgtcagaaaaattaaaactgaatact
cgtgtcactttaaticaccaagatatictacagtticaaticcctaacaaacagaggtataaaattgttgggagtattccttaccatttaa
gcacacaaattattaaaaaagtggtttttgaaagccatgcgtctgacatctatctgattgtigaagaaggattctacaagegtaccttg
gatattcaccgaacactagggttgetcttgcacactcaagtctcgaticagcaattgettaagetgecageggaatgctttcatcctaa
accaaaagtaaacagtgtcttaataaaacttacccgecataccacagatgticcagataaatattggaagcetatatacgtacttigitt
caaaatgggtcaatcgagaatatcgtcaactgtitactaaaaatcagttticatcaagcaatgaaacacgccaaagtaaacaattta
agtaccgttacttatgagcaagtattgtctatttttaatagttatctattatitaacgggaggaaataatictatgagtcgcetittgtaaatttg
gaaagttacacgttactaaagggaatgtgttt
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FIG. 33A

cetgeaggataaaaaaatigtagataaattttataaaatagtittatctacaattitittatcaggaaacagetatgacegeggecget

gtatccatatgaccatgattacgaattcgagetcgglaccegggaatectctagagtcgacatcacaeglecalggagatclega
gocclgcagacalgecaagetiggeactggecgleatittacaacgteatgactgogaaaaceetggegttacccaacttaateac
cltgcageacatceccetttegecagetggeataatagegaagagaeccgeacegategeccticecaacagtigegeagecty
aatggegaatggegetageataaaaataagaagectgeatitgeaggettcttatitttatggegegeegttctgaatecttagetaa
tggttcaacaggtaactatgacgaagatagecaccctggataagtctgtaatggatictaaggeatttaatgaagacgtgtatataa
aatgtgctaatgaaaaagaaaatgegttaaaagagectaaaatgagttcaaatggttttgaaattgattggtagtitaatitaatata
ttitttctattggetatctegatacctatagaatetictgticactttigittitgaaatataaaaaggggctitttageccctittitttaaaacte
cggaggagtticttcatictigatactatacgtaactattttcgatitgacticatigicaattaagetagtaaaatcaatggtitaaaaaa
caaaaaactigcattttictacctagtaatttataatittaagtotcgagtttaaaagtataatttaccaggaaaggageaagttitttaa
taaggaaaaalltttcctittaaaatictatitcgtiatalgactaatiataalcaaaaaaalgaaaataaacaagagglaaaaacty
clttagagaaatgtactgataaaaaaagaaaaaalcctagatitacgitcatacatageacctitaactactaagaaaaatatigaa
aggacttccactigtggagatiatitgtttatgtigagtgatgecagactiagaacattitaaattacataaaggtaattttitgeggtaata
gatittglccaatgtgtagttggegacttgetigtaaggatagtttagaaatatetattcttatggageatitaagaaaagaagaaaat
aaagagtttatatttttaactcitacaactccaaatgtaaaaagttatgatettaatiatictatiaaacaatataataaatctittaaaaa
attaatggagegtaaggaagitaaggatataactaaaggitatataagaaaattagaagtaacttaccaaaaggaaaaataca
taacaaaggatttaiggaaaataaaaaaagatiattatcaaaaaaaaggactigaaatiggigatttagaacctaatttigatactt
ataatcctcatittcatgtagttatigcagtiaataaaagttattitacagataaaaattatiatataaatcgagaaagatggttggaatt
atggaagtttgctactaaggatgatictataacicaagitgatgtiagaaaageaaaaattaatgattataaagaggttiacgaactt
gegaaataticagetaaagacacigattatitaatatcgaggecagtatitigaaattititataaageattaaaaggeaageaggta
ttagtititagigpatiititaaagatgeacacaaaligtacaageaaggaaaactigatgtitataaaaagaaagatgaaattaaat
algictatatagtitattataatiggtgcaaaaaacaatalgaaaaaactagaalaagggaactiacggaagatgaaaaagaag
aattaaatcaagatttaatagatgaaatagaaatagattaaagtgtaactatactitatatatatatgattaaaaaaataaaaaaca
acagcctattaggttgtigttttttattitctitattaatttititaatttttagtttitagtictittitaaaataagtticagectcttiticaatatttttta
aagaaggagtattigcatgaattgectitttictaacagacttaggaaatattttaacagtatcticttgocgecggtgattttggaacttc
ataacttactaatttataattattattttcttititaattgtaacagttigcaaaagaagctgaacctgttccticaactagtttatcatcticaat
ataataticttgacctatatagtataaatatatitttatiatatitttactttttictgaatctatiatittataatcataaaaagtittaccaccaa
aagaaggttgtactcctictggtccaacatatititttactatattatctaaataattittogggaactgototigtaatttgattaatcgaaca
accagttatacttaaaggaattataactataaaaatatataggattatctititaaatttcattatiggectccttittatiaaatttatgitac
cataaaaaggacataacgggaatalgtagaatatttttaatgtagacaaaattttacataaatataaagaaaggaagtgttigttta
aattitatagcaaactatcaaaaattagggogataaaaatttatgaaaaaaaggtittcgatgttattittatgtitaactitaatagtitg
togtttattitacaaattcggecggecagtgggeaagttgaaaaaticacaaaaatgtggtataatatettigttcattagagegataa
acttgaatttgagagggaacttagatggtatttgaaaaaattgataaaaatagttggaacagaaaagagtattitgaccactacttt
gcaagtgtaccttgtacctacageatgacceagttaaagtggatatcacacaaataaaggaaaagggaatgaaactatatectge
aatgctttattatatigcaatgattgtaaaccgecattcagagtttaggacggeaatcaatcaagatggtgaattggggatatatgat
gagatgataccaagctatacaatatiicacaatgatactgaaacattticcagectitggactgagtgtaagtctgactttaaatcattt
ttagcagattatgaaagtgatacgcaacggtatggaaacaatcatagaatggaaggaaagecaaatgctccggaaaacattit
taatgtaictatgataccgiggtcaaccitcgatgacetitaatctgaatttgeagaaaggatatgattatitgaticctatitttactatggg
gaaatallataaagaagataacaaaattatacticctitggcaaticaagticatcacgeagtatgtgacgoatticacatttgeegtt
itotaaacgaatlgcaggaatigataaatagttaacticaggttigiciotaactaaaaacaagtatitaagcaaaaacatcgtaga
aatacggtgttitttgttacectaagtitaaactectititgataatctcatgaccaaaatcecttaacgigagititegticcactgageat
cagaccecgtagaaaagatcaaaggatcttctigagatectttititctgegegtaatetgetgettgecaaacaaaaaaaccaceq
ctaccageggtggtitgittgceggatcaagagetaccaactetitttccgaaggtaactggeticageagagegeagataccaaa
tactgttctictagtgtagecgtagttaggecaccactticaagaactctgtagcaccgectacatacctcgetctgetaatcctgttac
cagtggctgcigecagtggegataagicgtgictiaccgggtiggactcaagacgatagttaccggataaggegceageggatcgg
gctgaacggogogticgtgeacacageccagettggagegaacgacctacaccgaactgagatacctacagegtgagetatg
agaaagcgecacgcticccgaagggagaaaggeggacaggtatcegg

91



ES 2728 307 T3

FIG. 33B

taagcggcagggtcggaacaggagagcegeacgagggagcticcagggggaaacgcectggtatetitatagtectgtegggatttcg
ccacctictgacttgagcegtegattttigtgatgcetcgtcaggggggeggagectatggaaaaacgecagceaacgeggcctttttacgg
ttcctggcecttiigetggecttttgetcacatgtictttcctgegttatccectgatictgtggataaccgtatiacegectttgagtgagetgata
ccgcetcgecgeagecgaacgaccgagegeagegagticagigagegaggaageggaagagcegeccaatacgcagggecccec
tgcticggggicattatagegattttticggtatatccatectitttcgcacgatatacaggattttgccaaagggticgtgtagactttecttg
gtgtatccaacggegtcagecgggeaggataggtgaagtaggeccaccegegagegggtgticcticticactgtececttaticgea
cctggeggtgetcaacgggaatcetgetetgegaggetggecggcetaccgecggegtaacagatgagggeaageggatggeiga
tgaaaccaagccaaccaggaagggcagceccacctatcaaggtgtactgecticcagacgaacgaagagegattgaggaaaag
gcggcggeggecggeatgagectgtcggectacctgetggecgtecggecagggcetacaaaatcacgggegtcgtggactatgag
cacgtccgcgagcetggeccgcatcaatggegacctgggecgectgggeggectgetgaaactictggeicaccgacgacccgege
acggcegcggttcggtgatgecacgalcctegeectgetggegaagatcgaagagaageaggacgagcetiggeaaggtcatgatg
ggcgtggteecgeccgagggeagagecatgacttttttagecgetaaaacggecggggggtgegegtgattgecaageacgteecce
atgcgctccatcaagaagagegactticgecggagcetggtgaagtacatcaccgacgagcaaggeaagaccgatcgggecce
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FIG. 35A

61
121
i81
241
301
36l
421
481
541
601
661
721
781
841
301
961

1021
1081
1141
1201
1281
1321
1381
1441
1501
1561

ggataaaaaaattgtagataaatittataaaatagttttatctacaatittititatcagg
aaacagctatgacogeggecgetgtatecatatgaccatgattacgaattegageteggt
acccggggatectetagagtagacgicacygcgtecatggagatotecgaggoctigoagaca
tgeaagettggeactggoegtocgttttacaacgtegtyactyggaaaaccctagegttac
craacttaategecttgeageacateceoctticgecagetiggegtaatagegaagagge
cogeoaccgatcgecciteoccaacagttgegoageactgaatggagaatggegetageataa
asataagaagcctgcatttgcaggotteltatttttatggegegecgecattattittiit
gaacaattgacaattcatttcttattttttattaagtgatagtcaaaaggcataacagtg
ctgaatagaaagaaatttacagaaaagaaaattatagaattbagtatgattaatiatact
catttatgaatgtitaattgaatacaaaaasaaatactigttabgtattcaattacygggt
taaaatatagacaagttgaaaasatitaataasaasataagtcctecagetcttatatatta
agctaccaacttagtatataagccaaaacttaaatglgetaccaacacatcaageegtta
gagaactctatctatageaatatitcazatgtacegacatacaagagaaacattaactat
atatattcaatttatgagattatettaacagatataaatgtaaattgeaataagiaagat
ttagaagtttatagectttgtgtattggaagcagtiacycaaaggoetitittattigataa
aaattagaagtatatttattttttcataattaatttatgaaaatgaaagggggtgageaa
agtgacagaggaaagcagtatettatecaaataacaaggtattageaatatcattattgac
tttagcagtasacattatgactittatagtgettgtagetaagtagtacgaaagogggag
ctttaaaaagetecttggaatacatagsatticataaattaatttatgaaaagaagggegt
atatgaaaacttgtaaaaattgcaaagegtttattaaagatactgaaatatgcaaaatac
attcgttgatgattcatgatasaacagtagcaacctattgeagtaaatacaatgagtcaa
gatgbttacatasaggyaasagtccaatgtattaattgtteaaagatgaaccgatatggat
ggtgtgcecataaaaatgagatygtittacagaggaagaacagaaaaaagaacgtacatgea
ttaaatatitatgeaaggagetttaaasaagctcatgtaaagaagaghaaaaagaaaaaat
aatttatttattaatttaatattgagagtgeccgacacagtatgractaaaaaatatatcet
gtggtgtagtgagecgatacaaaaggatagtcactegecattitcataatacatettatgt
tatgattatgtgtecggtgggacttcacgacgaaaacecacaataaaaaaagagiicggay
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FIG. 35B
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4141
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4261
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4381
4441

tagggttaageatagttgaggcaactasacsatcaagetaggatatgeoagtageagaccg
taaggtogttgtttaggtgtattgtaatacatacgetattaagatgtaaaaatacggata
ccaatgaagggazaagtataattitiggatgtagttighttgttcatctatgggoaaact
acgtccaaageoegtttocasatctigotaaaaagtatatectitetaaaateaaagtcaayg
tatgaaatcatazataaaqtttaatittgaagttattatgatattatgttitetattaa
aatazattaagratatagaatagttiaatastagitatatacttaatgtgataagtgtetg
acagtgtcacagaaaggatgatigrtatggattataagoggooggecagtgggeaagitg
aaaaattcacaasaatgtggtataatatctitgtteattagagogataaacttgaatityg
agagggaacttagatggtatttgaaaaaattgatasaaatagttggaacagaaaagagta
tittgaccactactttgeaagtgtacctigtacctacageatgaccgttaaagtggatat
caCacaaataaaggaaaagogaatgasactatatoctgoaatgetttattatattgeaat
gattgtaaaccgecatteagagtitaggacggeasatcaatcaagabyggtgaattggggat
atatgatgagatgataccaagotatacaatatttcacaatgatactgasacattttocan
cetttggactgagigtaagtctgactttaaatecatttttagecagattatgaaagtgatac
goaacggiatggaaacaatcatagaatggaaggaaageccaaatgetocoggaasacatett
tastgtatcetatgatacogtggtcasccticgatggotitaatetgaatitgcagaaagy
atatgattattigatteoctatttttactatggggaaatattataaagaagataacaaaat
tatacttocittiggeaattcaagitcatcacgeagtatgtgacygatticacatitgecy
ttttgtaasacgaattgeaggaattgataaatagttaacttcaggritgtietgtaactaaa
aaczagtatttaagcaazaacatogiagaaatacggtgtttottgttacaoctaagtitaa
actocottttigataatotcatgaccaaaatooctitaacgtgagtittcgttecactgage
gteagacccegtagasaagatcaaagoatcttettgagatoottttttictgogegtaat
ctgetgcttgcaaacaaaaaaaccacegetaccageggtggutitgittgeeggaicaaga
gotaccaactetttttoogaagytaactggotteageagagegcagataccaaatactgt
ccttetagtgtagecgiagtiaggecaccacticasagaactetgtageacogeoctacata
ceteogoteigetaatootgtiaccagtgygetgetgocagiggugataagtegtgtettac
cgggttggacteaaqgacgatagttaceggataaggegeagogghagggctgaacggagyy
ttegtgcacacageocagettggagegaacgacctacaccgaactgagatacetacaycy
tgagrattgagaaagegeocacgettococcgaagggagaaaggoggacaggtateeggtaag
cggcagggicggaacaggagagogeacgagggagettccagggggazacgectygtatet
ttatagieotgtegggtticgecacctotgacttgagegtogatitttgtgatgeooegte
aggggggcdgagectatggasaaacgedagcaacgeggecttittatggi tootggoctt
ttoctggecttitgetcacatgitotitectgogbitatorectgatictgtggat aacey
tattaccgeetttgagtgagotgatacegotogoogoagocgaacgacogageyoagogs
gtcagtgagegaggaagoggaagagogoocaatacgeagggececotgottogyggteat
tatagogattitttoggtatatocatectttttogoacgatatacaggattitgocaaag
ggttcgtgtagacttiocetiggtgtateocaacggegtcagergggcaggataggtgaagt
aggoeccascegrgagogggtgttoottottocactgicecttattogeacetggogatyget
caacgggaatoctgototgogaggotggocggctacegocyggegtaacagatgaggacaa
goggatggotgatgaaaccaagcoaaceaggaagggecageccacctatoaaggtgtactyg
cottocagacgaacgaagagegatigaggaaaaggeggoggoggocggoatgagoeetgte
ggeoctacoctgetggoogtoggecagggetacaaaateacgggoegt cgbggactatgagea
cgtoegegagetggecegoatcaatggegaceigggoogoctyggeggectgoetgaaact
ctggetcacocgacgacocgogcacggogoggi toggtgatgecacgatecetocgeoctget
ggogaagatcgaagagaagoaggacgagottggeaaggtcatgatgggogtggtoogooe
gagggcagagecatgactttittagecgetaaaacggoogggagggtgogegtgattgeea
agcacgtccccatgegetocat caagaagagogact togoggagotggt gaagtacatea
cegacgagoaaggeaagaceygatogageccoctgea 4476
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FIG. 36A
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FIG. 38A

FIG. 38B
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FIG. 40
2 CH;CO-5-CoA acetil-CoA
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FIG. 49
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FIG. 50

cotpeagpataaaaasattigtagataaattttataasatagitttatctac aattittttatcagEasacapct algaccE CRRC CRCRTAC Cataty
accatgattacgeatticrapctopgtococggesatoctctagagtcgangicacgeptocatggagat o ag st frag acstgca agrtig e
attggocptogttttacaargiegigac tpggas saccctggeg ttacccascttantcgoctigoageacatooooct it groagetg sogtaatags
geagagpcocgacgatogoooitoooa scag EcpcagectEaatgpoRa stEgcpcagcuta saaatasgeagoctg cattigcaggctictt
attietatgpepcpccpitctgantocttagotaatgtticaacaggtasctatgacgangatageacoctgpataagrotgtaatygattitaa gt
Hastgaagacgtgtatatazantgigriaatgasaaagaasatgogttaasagagcctanaatgapticasatggittipsaatigatipglagitta
atttaatatatttttictattgaciatctegatacctatagastotictgticarttttpttittganatataaasaggac ttitagooontitttaaaa
clocggaggagtitcttcatictigatactatacgianctanticgatiigacitcartgtcaattzagrtagtaaantoaat gptizaasaacaaadas
citgeattttictacctagtaatitataatittaagtetogagtitaasagtataatttaccagzaasggagcoagtittiiaataaggazaaatetockt
ttaaaztictaticgttatatgact sattatagtcaasaanatgadastasacasgagg taeamactgotttagaganatytactgatanasanags
aaaaatcctagatitacgtoatacat apraccitiaectactasgaasastatipasaggacticcactigtegapatt attig it tatg ttgagigatec
apacttagaacattttazatiacatacaggtaatitttgogpaatagattitgtccaa gt EgBpcgac g gt aapgatag ita gaaatat
ctaticttatggagcatttasgaasagsagaaaataaagaptitatatttiisactciscaacte caaal g lraanagiat gatcttaattatictatt
saacaatataatasatctiftassaaatisatggagcgtaagEasgtiaagpatataact aaagettat ataaga aaattagaagtaacitaccaas
appasasetacstaaczzagpatttatggaaastazaseaagattattatcaaaasasaggactigaaatiggigatitagaacctaamizgatact
tatzalocicatitbeatptagttattgeapttaataaaagtiattttacagat aaaaattattatatanatogaganaga tgg Ngeaattalggaagtt
tpetactaaggatgattctataactczagtipatgttaganaagraaaasttantgattataaagagaittacgaactigcgaaatattcagctasaga
catigattatitaatatcgageccagtatitgoanttitttatasa prattaaAagEcaspcagatatiagiitiiagtgpatttitiaasgatgracaca
aattgtacaagraapgasaactigatgtitatasansgaaagatgnaatizaatatgictatatagtttattataatigptycasasaacaatatgaa
asaattugaataagpodactiacgeaagatEalraasasgaatts AUt 2agataNt AR AtE AR At aga At agatta daglg teac atact 1
atatatatatgattaasassatoaaaancazcagoctatizggttptigiittitativictita aat ittt tagtitita gittttagticritt aaaat
sagtttcagoctctittteaatatt tttanagaaggagtatitzeatgaettgoctititict s cagacttaggaaata tittaaca platciiciigogc
gptpatttigzaacticataacitactaatitataattattatittott aatgtaacagtigcaaaageagctgaaccigttcct icaactagittate
atvitcaatatastattchipacctatatagiata sat atatttitt tatatttttac tttttctgaatctattattttatasteatanaaagttttaccacca
saagadggttotactcctictpptocaacatattitnttactatat sictasataatiiitgagaactpgtgtigrastttgattzategaacaaccagtia
tactizaapgasilataactataaszatatatagpattatctititaaatitcattatt groctecttittattaaattiatgiaccatanaaaggecata
acZggantatptapaatattittastpragacaasattitacatsaatatadagacageasptgttigtitaaantitatagrasactatcaaaaatizg
gragataasaatttatgassasa agettitcgat gttat tttatg ttanctttaatagtitg gt itatitacaaattcppec gpocgaageaasctta
apsptptpttpatagtpcagtatoitaaatiiigtatastapraatigaagttasatiagatpctanaaattipta attaagaaggagtyattacatge
aczzeaztateasatatictcaaaact ittaacgagtgas anagtact cancCasat aat sauacastigaatttaanagaaaccgataccgittec
geaattggascagptasaggpcatitascgacgaaaciggctanantaagiaaacaggtnacatctatigaatiagacagioatctaticasctate
glcagazasattaasactgeatectogtpteactitasticaccaagatatictacagittic sattcoctaad aaatagaggtataanatig ttygeagt
attoortaccatiiaagoacacadatiatiasascagtggitttigaaagocatgegtctgacatctato gatigtigaapaaggatictacasgigta
cctiggataticaccgaacactaggetigctctigoacacicangictcgaticageanttgcttaageigrcagegpaatgctticatociaaaccada
agtaascagigtcttaataaaacttaccopocataccacagatgiiciagatadatatigEaagtatatac glaciTigtic dadatggetcaatogs
geatategtcanctgtttactanaantcagtiicatoaapcaa tgaaacacgceaangtaancaatitasgtaccgttacttatgagcaagatigtct
atttttastagttatctatiatttaacpegagraaatastictatgapt cpctitigtasatitggaaapitacecgitact aaagpgastgigittagact
cotttttgatastctoatgaccasaatocctiaacgigagtiiicgtic cactgagrgtcagaccoci lagnanaga icaasggatintottgagatoc it
ttttetpcgcpta stctgotpetigrasacasansasccactECtacoagipE tapt gttt cogg atcagagctac caschettt teegaag it
aactggcticagtagagcgcagataccaaatactatictictagtgtagocgtagttagacaccat it aagaac ietgtagraccgoctacatact
gctctpctastaitgtiacc agtggctc tpcc aptpeog atasgtopigicttacoggs Hegacica gacRat R ACCER 418 A ERCE CERLE
arrogorroanrocresetie pher ararageccagctiggagcgascgacctacat cgasct g agatal ClacagCRIgR ACt A1 EREAR AL
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FIG. 51
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FIG. 52

cotgcaggatazasaastistagatassttitataaaatogtttiat Ctacaatttttitatcaggas acagit at g aCCRCERCCErt fratcoataty
arcatgattacgasttogugrtcgEtaccCEgRg Ao irtagagtcga cEtcaticgtccatgg agateicgagpccigcagacatycangriiggr
actggocgtopttites sacpteptEactppEasaaccigresttaceraacitaatcgoctigeagcacatccccCitCgocagrigReptaatage
gaagaggiecpraccgatirgorcticocascagit grgcagoctgastgogs atgprpotagcatasazatanguagotgratitgcaggoicts
attittatggcacaccEccatiatittitigaacaattgacaaticat it tiattttiianta o glgatagicaaaaggcataac agtgotgaatagasag
aaAtracagaagagls sattatagaat ttagtatgattaattatactcatitalgast g taattg aatacasasasaai tacligiiatgaticaat
tacgggttanastatagacangtizasaastitastaaaasataagtocte agctettatatatisagetaccaactiagtatataagecaasactia
satgigitaccaacacatcaagoogttagagaacictatctatagraatatitcaaatgtaccgacatacadpagadacatly actatatatattcaat
tratpagattatct saacapatatasatgtasatigoaataagtasgattiagaagttatagrantgtgtatidnaagtagtacgcad aggctitiita
tttgatazanattagangratatitatttiticataatia attiatgasaatgaaag FEfRtgegcaaagigacagagiaagragtatciiatcasat
aacaaggtattageaatatcattztigactita peagtaancattatgactittatagtectigtagctaaglagtacgaaapgpgpagctiaadasy
crccitggaatacatagaaticataaattaatiatgavanga BRRFoTtatatgaazactgtzaaaatiprasagagtttatiaaagatactgaaat
stpcaasatacaticottgatgatteatgatansscegtageacciatigeagtaastacantgagtcaa gatgitiacata auggEaaagiccast
gtattaattzticaasgatgasccgatatggatggtgtEcaataaasatgagalgititacagaggaagaacagaaasagaacgtacatpeatias
atattalgeaaggagotitazazasgctcatytasagaagagtazrangasasa ataatttatttactaatitaatanigagaptaccgacacagiat
geacizasasstatatoigtiigtagigagecgatacasasggatagicactcpratitieatastacatc Hatg ttatgattatgtgtcgpl gggac
HCacgacgasascicacaatatasnaazagticoEgptaggptlaagcatagitgaggcaactasacy atcaagctaggatatgagtagcagac
cptaazgtcpttetttazatattigtaatacatacge tattaagatgtaaaatacigata coatg naggeaa sagtataatititggatgtagittg
tigticatciatggroaaactacgiccaaagoogtticceaatcipotasaaagtatateciitctaas atcazagicaagtatgaaatcatasztaaa
pttantttigasgiiattatgatattatgttttrctatta aatasattan fatatagaatagtttaataatagtatataciaatg gataagigict ga
cagtpteac dgaadggaty atigttatggett ataaggecc guccgasgtasactiaagagt stgtigatagtecagta tettaaaatttigtataat
sfgedttgaagitaaatiagatpctaasaatttgtaattzagaaggagtgattacatgnacaaaastatasazt atick caaancitittaacgagty
saagagtacicaacCasatastadascaatigaatttasasgasaccgatacigtitacganatpsd ataggizasggEratitzacgacganac
tggctaaaatazgtaacaggrascgtctattgaattagacagreatctancasciiategieagaaaaatiaz aactgaata clogt greacittant
tcaccaagatatictacagtttcasticcetascasacagagetataaaatigtigegagattcctiaceat ttaaglacalas atiattanaa sagty
gtiittpasagecatgostotgacatctatetgatiptipaagaagpatictacaagcglacclggataticaccgaatactaggatipeictiplacae
tcasgtetcgaticagoaatigettaagotgocagtgastgomticateclasiciana dgtasacs gtetctiaatagaacttacCogocataccad
agatgttecagataastattpgaagotatatacgtaciigittcaazatgggicantcgagaatatcgicaacigittactzanaateagiticaicas
g:aatgaamacgr.caaagtaaaf&atttaagtaccgttacttatgagtaagtattgtﬂtamﬁaatagttatdattatt!aafg:ggaggaaaraat
tetatgagtezctittgtasatttggasagttacacgitactasagggaatgt Stitasactootttiigataatotcatgacc aa satocet iaac gy a
PUICETICCaCT AR CRICAER CLCCEtagaRaugatcaaaggat ciicttgagatoctt it iEc g tuatcigCigetigtagacasaaaaa
ccaccgctaccagipgigeitetigo prstoaagaget sccaactettttocgaaggtaacigpc ticagragagrgragatacoaastacigtie
ttotagtptagocgt spttageccaccact icaagaactchgtagoacegectacatacctopetctgotaato ctgtiaccagggctacigoragigec
gatsagtogigictiaccgg i gractraagacgatagtiaccpataaggrgragc R CEEgciE B aCERRERBLIC RTEC SCatagoriaghl
g apcgaacgacriacacry sacigagatacctacagigigagciatgagaasgeErcacgClcCF AR EE O e aaEECER D CagRtatecEg
tasgcpecags ptcgRaacaggagagcEcalgagpeagcttccagigagaaacgoetgtatcittatagtoctgtoggatttcgeeaccioipactt
gd gcgtr:gal:tmg!g;ts:t:gtcaggmgtggagmtatﬁsaaaaﬂgqcagcaacgcgﬁcctttttacﬁgttcctggfcttttgdgg:tttt!gf
tezcatpiictitoctgoptiatcccetpatictgtggataaccgtatiaccgeCt g apig ag (L EATacCECICECCECAECC ERaCEACCESECECE
gopapttagtgagcEagg eagcEEaagagcgcccaat acg agggocccctgoricgagateattatage gatttittcggtatatocatoctititcy
cacgatatacaggattitpccanaggettcptatagactttcct iggtptatcCascpEC Moo CC R AR A gt g M ag ROCCAC ORI
appggigticcttcttcact gloccttaticgeaccgac getgctcaacgpgant ol gl cpagectaa: cREctaccgecgEcRtaacagaty
APEECAAErEaEt AR P g ERACC RAECCAN AEEAAERECARCCCACCat caaREEtaCIRICITCCag aCEaRCEaagagEutiEag
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FIG. 54

tcattccgetgitatggoogogtttgtctcattocacgoctgacactcagttiocgpEtaggcagttcgctccaagetgpactgtatgracgaacococcgttcagtocgacogotgogocttat ooy
taactatcgiciigagiccaacccggaaagacalgcaaaagcaccaciggeageagecactgglaatigatitagaggagttagictigaagicatgcpecggitaaggctasacigasaggac
aagttttggtgactpepctectecaagocagttacctegpticasagaptipptoge tcagaga accttcgasaaaccgocctpcasgpegatttiticgtittcagaptaagagattacgcgiag
accaaaacgatctcaagaagatcatctiattaatcagataaaatattictagatticagtgcaatttatcicticaaatgtagaccigaagtcagooccatacgatataagttgtaattctcatgtt
tgacagcttatcatcgataagetttastgoggtagtttatcacagttasatigetascgoagtcaggcacegigtatgaaatctaacaatgogetcategicatocioggeacogtcaccotggaty
ctgtaggcataggcttggttatpropgtacigocpERoctcpCpERatatcgtccaticgacagatcpreagicactat gRegtgct gtagopctatat gog tigat graatttctatygcpea
CCCRtCtCERapactplocgaccge it pECCRCRoocaglecigetcgeticgotacigRagreactategactacgrgatcat BECRA CaCaCOC B OO R ERA tCCC A CRCCRRAC
Bl IERCCRR I ACCERCRCCaCagRIRCRRIECIRR (RCCIata R CCRaCalCat (A ERRR 3R I CEERCICRCCaCIICERECICa g ARCRC IR CERCptRRRtaty
ElggcagpcoocplgROCEREREactgitgegcpocatctooitgeatgraccatticcitigegpogrepgigclcaacggocticaacclactactggectgoticclaatgraggagtcpcataag
ERAgapcRicpatagasagtatastgagasaatataaastataaataattitctasassactigacatcatgtgasaagttigttataatatasatgagracgttaatcatttascatagatas
ttaaatagtaaaaggaggatiagtcatgaggicaaaaattgaggctaatgagtataaggattttattctiggctttattttctacaaatatttatctgagaasagagetggocttttttagaaaagaa
agattaaccgatgcagatatigaaaaagttacagaagatgatgitaagtacgcatcocatgtaagagaaaatitpggatatittatigegtatgaaaatcittiticaactiggettaagaaaggt
aatgattttgatatatcgaatgttagggatgcattatctgcttitgatcgtaacattgatgatglatatagaaaagtgitigagaaaatittcaatacattgragaca ggettatctaagctiggags
aactgracaagcacaaacaaaggcigtaaaaagtcticttasattgataagaaaaattcctatggatggasagcaagattatgatgttctippgticatttacgaatatctaattagtatgttcge
tgecaacgcaggtaaaaaageaggagaatittacactocgratgaagtitctgtittaatgtcagaaattatigcagaacatitgaaasatagasagcasattassatatatgaccctacancly
ERlCREEitCEitgcigataaatatiggtaactcagcigeaaaatitatagatggagaaaacaagatagatiatiacgracaggagrttaaggaaaatactiataacctcacaagaatgaactt
BEMtatRCEtEpCAtcagtoctgraaatatasatgtgagasdtgEtpacacattagaggatgatt grecttttittgaggataccgacasgEatasaacatatasat itataccagtagat ooy
ttgtttctaatocaccttactcacaaaaatgggatccatctgataaagaatttgacccacgatataagtattatggigtgcaccaaagagtaaggctgattatgrattit tattgratgatitgtat
cacctaaaggacgatgptatcatgacaatcgticticoccatggtptactittitagaggtgpagageaapggtaaaatcagagagaaacttatagaaaaaaaccgratagatgcaattatoggat
taccaccasatattttcitiggtacaggtaticctactattataat gerocitasaagaa ticgecctacticagacgt gitgattatagat gratctaaagggtitgagasagtiggaaagaatas
caaattgagagcctgtgacattaaaaaaattgctgacactgttaagagragagaatocattgaaaagtattcgactctigittctaaggaaaccatccgagaaaatggctataaccttaatator
clegetatgttaaticottagaaccigoagaaagtigggataticatgegactatgtitggtggaataccigtasaggaagtagaccaactatiigagtatigggaggctiticoccgaacicaaag
atgcaatttttcggaaaatttctaatgaatatitagctgtgasatgcgatgatattaaagigpetattaccicteatgagteattgaaaatctatasacaggcaticteaaatgaatitpgtaatttt
tatgaagaacttaaaaatgattigatigaagaaatictigatgtatctgrtgagatgagaaagaaaaggtaagraaggatatititataagaatagaaaatgtaaaactigcigacaagtata
aagegtaccagatactiteggataatigggatgtgatttcaacagattigpasatgattcagtcaglagptittgaggttatcaatcaagtpgatectaacatgatittasagaagaaagaaget
aacgatgatgappttccagaggtacaagatpgptggaagpgtcatatactgoctittgatitppticagagapagattcttactgaagatitagaagaacttcaggraatagaaaaaagattaa
ctpaaatcactictitgtatggtgasattatigaticgettgat paagaagaaagagaaageagtgtgttgaa tgaagetaacgatgottitgtageasaagaagttaagagitgttpeagaag
coctcagcgatgtggadaatgatgasattasagcattaagaggatatctaagoctitcansagadasaagaaaagctagattatgtaaataaatgigatatagittcgtggaatitaatggaac
aagpticigatgpagcatataagaaaggtictgitattagtagaataagogaattgcasaggatglatgaaticccgaaagaticotitgaacagaaagigat gaccgtattatcictiatggaa
FAARAIIECCIgRetasdaaagatctaadacagaaatogRaagoctocs tattaagaccaaagasaccattgasaatctgrat gaagacgaatctttgegt tigttagaattaaaatggat
aaagccattagtagattocctitttgotattccagatgaaatcatcggagagcigattaacaaagtaaticatctacacgataaatattgcactacattitccgatatigaacatgatatcgaaaac
acaagigcgaaattatcaaatatgattgataagctigtiggcagigiggcagatatigagaaattagaagaatigaagaagatitigggpptatagtasaaataagagitacctiaaatggtaa
ctettatttttitaatattgittcatagtatttctitgtogaccgatgoccgaga prcticaacccag i Cagetce i CEEIRERCECRRERCA g tat CtCRocpeacttatgact gt totit
atcatgcaactcgtaggacaggigocgpcagogctctggtcattitcgpegagpaccpetitcpoiggapogogacgatgatoggoct giegetipogptattcppaatctigeacgooctoget
CAgOCHCEICaCIgRICOLRCCaCiad AR HICERCEAR3aELARE LAt RICE R LAl RECRRCCRACECECIERBC AR ICIECIRECRICRCEACRCRagRC IR R tERCCTL
coccattatgattcticiogottcoggogpcatogegatgocogcgitigeaggocatgotgiocagpeaggtagatgacgaccatcagggacagoticaaggatcgetcgoggetcttaccagoct
aacticgatcact graccg et BAtCEtCACEECE At atgCC RO CRORd BEACa L RAACE Rt R Ca t R RNt ECR O CRECC It ACC RO Co Lot OB CRCRE
tgcatgRagoCEERcacchogaccigaatggaagcgRIRRCacCiCgCtaacggaticaccactccaagaatt ggagcaatcaaticitgcggagaacigtgaatgrgraaaccaaccct
lgacagaacatatccategeglocgocalcloCagragiogeacgrpaopcatclcgaacapegligeptocigiccacpEptgcgcatgatepiaetoctglog ligapaccoppct apacty
RCRRERttRCCttactgEttagcagaatgaatcatcgatatRLRARCRAACH FAA LRACIRC RLIRCIaacHICt GrRAtCgagCaacaacat At ERICCER I COg R EtCRE
aaaghctggaaacgoggaagtccoctacgtgotpctgaagttgoocgraacagagagiggaaccaaccggtgataccacgatactatgactgagagtcaacgocatgagcggoctcatitett
attcigagitacaacaglocgaccglgtcogRlagolcccogR I EERCRCERERCA Eacta legIcgcogeactiatgactgicitetitat catgcaa cICElagR A CARRIRCCRRCARE
RECCaacagteceicgRECacgREROCtRCcatcatatccacgigasacasgigocctgeaccattatgticcppaacgppasacgictigitcgagatctatcgatttiegttcgtgaataca
tgttataataactataactaataacgtaacgigaciggcaagagatatititaaaacaatgaataggittacacttaciitagititatggaaatgasagatcatatcatatataatctagaataa
aattaactaaaataattattatctagatasaaaatttagaagocaatgaaatctataaataaactaaattaagtitatttaattaacaactatggatataaaataggtactaatcaaaatagtga
gpapgatatatttgaatacatacgaacaaattaataaagigaaaaaaatacticggaaacatttaaaaaataaccitatiggtactitacatgtitpgatcaggagttgagagtggactaaaacc
asatagtgatcttgactititagtcglegtatctgaaccattgacagatcaaagtasagaaatacttatacasaaaattagacctatt tcaaaaasaatiggagatiaaageaacttacgatat
attgaattaacaattattattcagcaagaaatggtaccgtggaatcatoctcocaaacaagaatttatitatggagaatggttacaagagotttatgaacaaggatacaticctcagaaggaatt
aaattcagatttaaccataatgctttaccaagcaaaacgaaaaaataaaagaatatacggaaatiatgacttagaggaatiactaccigataticcatitictgatgigagaagagocattatgg
attegteagagpaattastagataattatcaggatgatgaasccaactctatattasctitatgecgtatpattttaactatyga cacpRptaaaateataceaaaaga tattgegRRaaatgea
gigRctgaatcticiccattagaacatagggagagaatttigtiagcagticgtagttatcitggagagaatatigaatggactaatgaaaatgtaaatitaactataaactatitaaataacaga
ttaaaaaaattatasaaaaatigaasaaatggiggaaacactittitcaatttitngiittattatt taatatitgggaaataticatictaatigglaatcagattitagaaaacaatasaccoily
catatgatatcgatgtacagatocctggtatgagtcagraactooggatgagcatticatcaggcgpEcaagaatgigaataaaggocggataaaactigtgottattttictitacggtctitaaa
aaggcogtaatatccagotgaacggictiggttataggtacatigageaacigactgaaatgocicaaaatgitctitacgatgecattgggatatatcaacggtgatatatccag g atttttticte
cattttagottocttagctocigaaaatciogataacticaaassatacgoocERagtpatctiatticattat gEtgasagttgRaacctettacgigocgatcaacgictcattttcgrcaaaagt
tggoccagggcticcoggtatcaacagggacaccaggatttatitatictgogaagigatcitccgtcacaggtatitaticggopcaaagt gogioppgigatgotgocaacttactgatitagty
tatgatgeigttttigagatgctecagigactictgtitctatcagetg oo ctectgtitca gotact g ac ERR BN ECRIAACERCAA DI CICCROCRRACACIECRC LI ECERA gt Etata
ctggcttactatgtiggcactgatgaggEtgtcagtgaagtpcticatgtgpeaggagasaaaagpcigtaccpgtgegtcageagaatatgigatacaggatatattccgottcctegotcacty
actcgelacgelcpeicpicpactgcpacgagcagaaatgacilacgaacgaencapagatlicclppaagalprraggaagatactlaacagagaaglgagagepccErancaaagocgt
tittccatagpetccgocccocigacaageatcacgasatctgacgricaaata gl R ERCRA A CClRACAgRACtata S Iga taCCAgRCRCCOLCUERoRRs HOCC I RLRERECL
cotgttoctpoctttepgtttaccppty
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FIG. 56

cttcatttttaatttaaaaggatctagetgaagatectitttgataatctcatgaccaaaatcoctiaacgtgagttttegttccactgagegtcagace
cCgtagaaaagatcaaaggatcttcttgagatocittttttctgcgcgtaatctgctgotigcaaacaaaaaaaccaccgctaccagcEgtggtitgt
ttgccggatcaagagctaccaactotititocgaaggtaactggcticagcagagcgcagataccaaatactgtcctictagtgtagccgtagitag
gecaccacticaagaactorgtageaccgoctacataccicgotetgetaatoctgitaccagiggetgetgccagiggogataagiegtgticttace
gEEttggactcaagacgatagitaccgeataaggcgcagcegtcEgE ctgaacggggEettcgtgcacacageccagcttggagcgaacgacct
acaccgaactgagatacctacagcgtgagctatgagaaagcgccacgcticccgaagggagasaggcggacagetatccggtaagcggcages
tcggaacaggagagegcacgagegagettceaggeggaaacgeciggtatetitatagtectgteggatttcgccacctetgacttgagegtcgatt
titgtgatgctegicaggggpgcggagoctatggaaaaacgocageaacgoggcctititacggticctggoctittgetggecttitgctcacatgtt
ctttectgcgttatoccctgattctgtggataaccgtattaccgcctttgagtgagcigataccgCtCECCECagCCgaacg acc EagCECagCEagL
CagigagcEagEdagcEgaagagcEccigatgcggtattttciccttacgcatcigtgcgEctcgaggtcgacggtatcgataatcgeatttcatag
attgacctoccaataactacgtggtettattgggaggtcaatctatitcatttgcctettgetcaaagttcccaaatticgagtaagaggtatttttgett
tggtegtegecteteattagtagttcagggtitaacattaatactccagtitttctitttataatatttectictictaagattttaagtgttgttattactgt
ttgtagacttgttoctgtagettttgctatttetctigttgtagetatcattgtattgttacttaagtggacattatctaggatatagttaacgattttaagt
ttttttccgocaatcatatctaacatacttattaattgoactatatatgoctttacgaagitaccagacgitigtttacgetataactigictacctctatg
acttctocactiteticgtetatgagectctgagagcctitatagactgticcatatctttctitcatctititctcactccttattttaaactatictaacta
tatcataactgtictaaaaaaaaaagaacatitgitaaaagaaattagaacaaaatgagigaaaaattagaacaaacaaaticcttataaacctta
tcatctcaacctatattaagatittacctagtigaatctictttictatataaagegicggagcatatcagggggitatctaacgtaaatgotaccotic
gEctcgetttcgcteggcattgacgtcagatactgeaccecetgaacccccatgetecaacagcaaaaaggaaactitttgetgetittecgacgett
attcgettegoteatatitatatagaaaagaagtgaatgcgeaaaagacataatcgattcacaaaaaataggtacacgasaaacaagttaaggga
tgcagtttatgeateccttaacttactiattaaataatitatagetatigaaaagagataagaattgticaaagctaatatigtitaaategteaattee
tgcatgttttaaggaattgttaaattgatittttgtaaatattttcttgtattcttigttaacccatticataacgaaataattatactictgtttatetttgt
Elgatattcttgatttitttctattitaatctgataagtgagctattcactttaggtttaggat gaaaatatictctiggaaccatacttaatatagaaata
tcaactictgocattasaaataatgocaatgagegttttgtatitaataatctittageaaacocgtaticcacgattaaataaatctcatcagctata
ctatcaaaaacaattitgogtattatatccgtacttatgttataaggtatattaccaaatattttataggattggtttttaggaaatttaaactgeaata
tatccttgtttaaaacttggaaattatcgtgatcaacaagtttattttctgtagttttgcataatttatggtctatttcaatggcagttacgaaattacac
ctetgtactaattcaagggtasaatgocctittoctgagocgatttcaaagatattatcatgttcatttaatc ttatatttgteattattttatctatattat
grittgaagtaataaagiitigactgrgtittatattitictegttcattataacectctttatititicctocitataaaatiagtataatiatagcacgag
ctctgataaatatgaacatgatgagtgatcgttaaatitataticaataatcgeatcagatigcagtaaaagatatgagagatttatctagtitettttt
ttacaagaaaaaagaaagticttanaggttttatactitiggtcgtagagcacacggtttaacgacttaattacgaagtaaataagtctagtgtgtta
gactttaatgtitttttaagecattagtgcatttaagegtcagagcatggctitatgocgaganaactattgg ttggaatgecEtEtEtEttagccaaa
gettgatatcgaaticctgeagoccgoccatggacgcacaccgiggaaacggatgaaggcacgaacceagitgacataagoctglicggitcgiaa
actgraatgcaagtagegtatgcgelcacgcaactggrecagaaccttgaccgaacgcaglgetgetaacggcgcagtggegattiteatggetts
ttatgactgttittttgtacagtctatgoctcgggcatecaageageaagegegttacgecgigegtogatgtitgatgttatggageageaacgatg
ttacgcagcagcaacgatgttacgcagcagggcagticgccctaaaacazagtitaggtggctcaagtatggEcatcaticgcacat glaggctcgg
ceclgaccaagicaaatocatgcgggctEctettgatettiicggtcgtgagttcEgagacgtagecacctactoccaacatcagicggactecgatt
acctcgggaactigetccgiagtaagacaticatcgegetigotgocticgaccaagaageggtigiiggegetcicgcggettacgttctgoccaag
tttgagcagocgogtagtgagatctatatetatgatctcgeagtctccggagageaccggaggcagggcattgocaccgegetcatcaatctectea
agcatgaggccaacgcpcttggtgcttatgtgatctacgtgcaagcagattacggtgacgatecc geagtggctctctatacasagtigggcatac
gEgaagaagigatgcactiigatatecgacecaagiaccgecacciaacaaticgitcaagocgagatlegecitcccgeocgcggagiigitegata
aattgtcacaacgccgegegegatecactagttctagagtcggtgaacgctctectgagtaggacaaatccgccgggagoggatitgaacgitgcg
F3ECAACERCCCEEIEEEEECEEECAgEacECCcEccataaactgccaggcatcaaattaagcagaaggccatectgacggatggoctntttg
cgtttctacaaactctitigtttatittictaaatacaticaaatatgtatccgetcatgagacaataaccctgataaatgettcaataatattigaaaaa
gEaagagtatgagtattcaacatitccgtgtcgcccttattccctitittgcggcatttigccticctgtttttgctcacccagaaacgctggtgaaagt
aaaagatgctgaagatcagttggetecacgagtggpttacategaactggatctcaacageggtaagatecttgagagttttcgecccgaagaac
gttttccaatgatgageacttttaaagttctgctatgtggegeggtattatoccgtgttgacgccgggcaagagcaactcggtcgccgeatacactat
tctcagaatgactiggttigagtactcaccagtcacagaaaagcatcttacggatggcatgacagtaagagaattatgeagtgctgocataaccatg
agtgataacactgcggccaactiacticigacaacgatcggaggaccgazggagctaaccgctittttgcacaacatgggggatcatgtaactcge
cttgatcgtigggaaccggagetgaatgaagocataccaaacgacgagegtgacaccacgatgocigiagoaatggcaacaacgitgcgeaaact
attaactggcgaactactiactctageticccggcaacaattaatagactggatggaggcggataaagttgcaggaccacttctgegctcggooctt
cegpctgpctggtttattgetgataaatctggagecgptgagegtgggtctegcgptatcatigcageactgggeccagatggtaagecctecegta
tegtagttatetacacgacggggagtcaggeaactatggatgaacgaaatagacagatcgetgagataggtgecteactgattaageattggtaac
tgtcagaccaagtttactcatatatactttagattgatttaaaa
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FIG. 58

tcattecpetgtiatggccgogtiigtcicaticcacgectgacactcagticcgpptaggcagiicgciccaagetggactgiatgcacgaacceccepiicagtocgaccge
tgcgecttatccgetaactatcgictig agiccaacccggaaag acatlgcasaagcaccactggcagagecactgataattgatttagagg agitagtctigaagtcatge
gecggttaaggectaaactgaaaggacaagitttggtgactgegotectocaagocagttacciogpticaaagagtiggtageicagagaaccttcgaaaaaccgeccige
aagpcpgtitttiicgtittcagagcaagagattacgcgcagaccaaaacgateicaagaagatcatcitatiaatcagataaaatattictagatticagtgeaatttatctet
tcaaatgtagcacctgaagicagooccatacgatataagiigtaaticicatgittgacagcttatcatcgataagatitaatgcggtagtitatcacagttaaattgetaacg
cagtcaggcaccgtgtatgaaatctaacaatgogctcatogteatocteggoaccgtcaccotgratgctgtaggeataggctigetiatgocgptactgoogggoctcttge
pEpatatcgiccaticegacageatcgocagtcactatggegtpctgciagegetatatgegitpatgeaatttctatgcgcaccegticicppageactgiccgaccgctttg
prcgocgoccagtoctpetcpeticgotactiggagccactatcgactacgcgatcatggcgaccacacocgtoctgtgpat cotctacpocggacgcatcgtggccgaeat
CaCCEECRCCACAERtECERMECtERCRCtatatcgCeRaCatCatcgatgRRgAABAtCRERCTCgCactiCRRREtCatgag CactigtticgRCatEgBtatgRt
EECAppCCCCgippecpRRRgact gitpRaEcaccatctocttgcatpcaccaticetigepecepcEptgcicaacgpecicaacctactactgggcigeticctaatpeag
gagicgcataagggagagegicgacagaaagiataatgagaaaatataaaatataaataatitictaaaaaacttgacatcatgigaaaagitigitataatataaatga
geacgttaatcatttaacatagataattaaatagtaaaaggageattagtcatgagetcaaaaattgagactaatgagt ataaggattitattettggctttatittctacaa
atatttatctgagaaagaggtpgcctittttagaaaagaaagatiaaccgatgeagatatigaaaaagttacagaagat gatgiiaagiacgcatcccalgiaagagaaaa
ttigggatatittatigcgtatgaaaatcititttcaactigg cttaagaaagptaatgatttigatatatcgaat gtiaggeatg cattatctgettitgatcgtaacatigatyg
atgtatatagaaaagtgtttpagaaaattticaatacatigcagacagpcttatctaapctiggag aaactgcacaagcacaaacaaaggctgtaasaagtctictiaaatt
pataagaaaaattcctatggatgpaaapcaagattatgatgtictiggeticatttacgaatatctaattagt atgitcgctpccaacgcagetaaaaaagrageEagaattt
tacactccgeatgaagtitcigtitiaatgtcagaaatiatigeagaacattigaaaaatagaaagcaaatiaaaatatatgacectiacateigepicEERticgigetgat
aaatattggtaactcagcigcaaaatttatagatpgapaasacaagatagat tattacgcacagg apcttaaggaaaatacttataaccticacaagaatgaactigpttat
pepEtpEcatcagicctgcaaatataaatgigagaaatgpigacacatiagapeat gattggectittitigageataccgacaaggataaaacatataaatitataccagta
gatgocgttgitictaatccacctiacicacaaaaatgpgatecatetgataaagaatiigacecacgatataagiatiatgeigiigcaccaaag agtaagectgatiatge
attiteattgcatgatttgtatcacctaaaggacgatpatat catgacaategticitccccatgatptactiittagagatpaapageaagatasaateagagagasactta
tagagaadaaccgcatagatgcaattatcggattaccaccaaatattttctitggtacaggtattoctact attataatggtocttaaaagaattcgocctacticagacgtgt
tgattatagatgeatctaaagggiitgagaaagiiggaaagaataacaaatigagageetigigacatiaaaaaaatigetgacacigitaagageagagaatecatigaa
aapgtattcgactettgtitctaageaaaceatccgagaaaatgpctataacettaatatcectegctatpttaattectiagaacctgcagaaagtigagatattcatgegact
atgtttggtggaataccigtaaaggaagtagaccaactatttgagtatt gEgagectiticccgaact caaagatgraattt ticggaaaattictaatgaat atttagotgtg
aaatgcgatgatattaaagcgpctatiaccicteatgagtcatigaaaatctiatasacagpeaticicaaatgaatitggtaattittatgaagaactiaaaaatgatitgatt
gaagaaaticiigatgiatetgengagcatpaganagaanagataageaagaatatittiiatasgaatagaaaatgtaaa actigetgacaagiatasagegtaceagat
actttcggataattgegatgtgatticaacagatitggaaatgaticagtcagaaggtitigaggttatcaatcaagtggatoctaacatgatittaaagaagaaagaaget
aacgatgatgageitccagaggtacaagatpERlggaaggEticatatactgoctttigattiiggiicagagagagatictiactgaagatitagaagaacticaggeaata
gaaaaaagattaactgaaatcactietitgtalgptgaaattatigattegeitgatgaagaagaaagagasageagiptgtigaatgaagetaacgatgettitgtagean
aagaagttaagagtitigtigcagaagoocicagcgatgtiggaaaatgatgaaattaaagcattaagaggatatctaagoctttcasagaaaaaagaaaagctagattat
ptasataaatglgatatagtitcglggaattiaatggaacaagaiicigatggageatatasgasaggicigiatiagtagaataagegaatigeasaggatglatgaat
teecgaaagattecttigaacagaaaptgatgacegtatiatetettatggaagaagaaageeapgctaaaaaagat ctansaacagasateggaageect ceatattaag
accaaagaaaccattgaaaatctggatgaagacgaatctitgogtitpttagaattaaaatggataaagecatiagtagattcoctitttgctaticcagatgaaatcatcgg
agagcigattaacaaagtaaticatrtacacgataaatatigeactacattttccgatatigaacatgatatcgaaaacacaagiggaaattatcaaatatgattgataag
ctigttgpcagtgtppeagatatigaggeattagangaatigaagaagattttpppastatagtanaaataagagtiaccttaaatgptaactcttatt ittt taatatgttn
catagtattictiiglcgaccgatgecctigagagecticaacccagicagetecticcgptgEecgcRgEpcatgactat cetcgceg cacttatgactgtetictitatcatg
caact gt agRAcagE g CCRECIECECICIEEEtcatticgE g AR accpCtCE ClEEAg CECRACEat LAt RECCIRICRCt i RCpRTaticpgaatciigracy
coctopetcaagocticgtcactggtcccgocaccaaacgi ticggcgagaageaggccatiategocgpcat ggcgpccgacgogetgegetacgicttgetgpegttcge
gacgcgaggctggatgeccitcoccattatgatctictegettecggcggeatcgagatgeccgegtigeagaecatgctgiccaggraggtagatgacgaccatcagaga
cagctagttctagagtoggtgaacgctctocigagtaggacasatocgocggRag cREat it gAac gt CRaagCaat BRCCCRE ARER RS C(RERCARRACECOCRT
cataaactgccaggcatcaaattaagcagaaggocatcctgacggatppocttttigogtttctacaaactcttttgtttatititctaaatacattcaaatatgtatocgetea
tgagacaataacccigataaatgcticaataatatigaaaaaggaagagtatgagtaticaacatticcgigtcgeocitaticoctiittt geggeatttigocticctgt et
gctcacccagaaacgotggtgaaagtasaapatpctpaagatcagtippatpcacgagtgeettacatcgaactggat ctcaacagegptaagatcctigagagttttcpe
cocgaagaacpttttccaatgatgagcacttttaaaptictpctatgtppcpopptattatoccptpttpacgccppp caapagcaactcgetcpocgcatacactattctea
gaatgactiggtigagiacicaccagicacagaaaageat ctiacggatggcatgacagtaagagaattatgeagtgctgocataaccatgagigataacactgeggoca
acttactictgacaacgatcgg aggaccgaagpagctaaccgetttttigeacaacatgggepatcatgtaacteg cettgatcgttgppaaccggag ctgaatgaageca
taccaaacgacgapcptgacaccacgatpectgtagcaatgecaacaacgttpopcaaactattaactgpepaactacttactctagcttoccgreaacaattaatagact
ggatggaggcagataaagtigcaggaccactictgegeicggeociiceggoiggetggiitatigeigataaatclggagcggigagcgigRgicicgcggtateatige
agcactggpgecagat gtaagoccteccgtategtagttatctacacgacgeagagtcaggcaactatggatgaacg aaatagacagatcgetgagataggatgecteac
tpattaapcattpetaactgtcagaccaagtttact catatatactttagattgatttasaaagttgecccagppett cocgptatcaacaggpacaccaggat ttatttattc
tgcgaagtgatcticcgicacaggtatitaticgEcgcaaagtgegicgERtgatpetgecaactiacigatttagigtatgatgEtgttitigagg g ctccagtggciicigt
ttctatcagctgtocctectgttcagotactgacggpetpat pogtaacggcaaaageaccgccggacatcagegctagcggagtptat actggett actatgttggcacty
atgagggtetcagtgaagtrticatptescaggagaaaaaaggctgcaccRtgegtcagragaatatgigatacaggatatattcegettectegetcactgactog et
acgctcggicgticgactg R cgagcgRaaatggctiacgaacERRRcEgagatticclggaagatgccaggaagatactiaacagREaagtigag LR CcRCEEca
aagccgtttitecataggetecgececcetgacaageatcacgaaatcigacgetcaaatcagtggtggcgaaaccigacaggactataaagataccaggegtitecocct
pEcgpcteccteptpegcterectgttcetgoetttegptttacegpty
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