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DESCRIPCION

Bacteria modificada por ingenieria genética con actividad de monodxido de carbono deshidrogenasa (CODH)
reducida

Antecedentes de la invencion

Determinados microorganismos pueden producir combustibles, tales como etanol, y otros productos quimicos, tales
como 2,3-butanodiol, mediante fermentacién de sustratos gaseosos que comprenden uno o mas de monodxido de
carbono (CO), diéxido de carbono (COz2) e hidrégeno (Hz). Sin embargo, la produccién eficaz de tales combustibles y
productos quimicos puede estar limitada por la desviacion de sustratos de carbono hacia subproductos no deseados
o por el crecimiento lento de los microorganismos. En consecuencia, sigue existiendo la necesidad de
microorganismos modificados por ingenieria genética que tengan perfiles de crecimiento y/o producto mejorados.

Sumario de la invencion

La invencion proporciona microorganismos modificados por ingenieria genética con actividad de mondxido de
carbono deshidrogenasa (CODH) alterada y métodos relacionados con los mismos. En particular, la invencién
proporciona una bacteria acetégena carboxidotréfica modificada por ingenieria genética que tiene actividad de
CODH1 y/o CODH2 reducida o eliminada. La invencién proporciona ademas un método para producir un producto
mediante el cultivo de la bacteria en presencia de un sustrato gaseoso que comprende uno o mas de CO, CO2 y Ha.

La bacteria puede modificarse para comprender al menos una mutacién negativa en un gen CODH1 y/o gen
CODH2, lo que da como resultado una actividad de CODH1 y/o CODH2 reducida o eliminada. Especificamente, la
mutacion o las mutaciones negativas pueden reducir o eliminar la expresién de un gen CODH1 y/o gen CODH2. En
una realizacién, la mutacion negativa es una mutacién de desactivacion.

Asimismo, la bacteria puede modificarse para tener mayor actividad de CODH/ACS. En una realizacion, la bacteria
puede sobreexpresar un gen CODH/ACS, lo que da como resultado mayor actividad de CODH/ACS.

La bacteria puede producir varios productos o subproductos, incluyendo etanol, 2,3-butanodiol, acetato y/o lactato.
En una realizacion preferida, la bacteria produce uno o mas de etanol y 2,3-butanodiol. La bacteria también puede
tener caracteristicas de crecimiento alteradas en comparaciéon con una bacteria parental, tales como fase de latencia
reducida o tasa de crecimiento aumentada. Preferentemente, la bacteria produce una mayor cantidad de etanol,
produce una mayor cantidad de 2,3-butanodiol, produce una menor cantidad de acetato, tiene una fase de latencia
mas corta y/o tiene una tasa de crecimiento mayor en comparacion con una bacteria parental.

La bacteria generalmente consume un sustrato gaseoso, tal como un sustrato gaseoso que comprende uno o mas
de CO, CO2 y H2. El sustrato gaseoso puede obtenerse de gas de sintesis o un proceso industrial, por ejemplo.

En una realizacion preferida, la bacteria se obtiene de una bacteria parental de Clostridium autoethanogenum,
Clostridium ljungdahlii o Clostridium ragsdalei.

Breve descripcion de los dibujos

Las figs. 1A-1D son graficos que muestran perfiles de crecimiento y metabolitos de un mutante de CODH1
(tridngulos), un mutante de CODH2 (cruces) y C. autoethanogenum TS DSM10061 (circulos) en 206,84 kPa (30
psi) de CO. En particular, la fig. 1A muestra el crecimiento, la fig. 1B muestra la produccion de etanol, la fig. 1C
muestra la produccién de acetato y la fig. 1D muestra la produccion de 2,3-butanodiol. N = 3. Barra de error =
error tipico de la media.

Las figs. 2A-2C son graficos que muestran perfiles de crecimiento y metabolitos de un mutante de CODH1
(triangulos) y C. autoethanogenum TS DSM10061 (circulos) sobre gas de aceria. En particular, la fig. 2A muestra
el crecimiento, la fig. 2B muestra la produccién de etanol y la fig. 2C muestra la produccién de acetato. N = 3.
Barra de error = error tipico de la media.

Las figs. 3A-3C son graficos que muestran perfiles de crecimiento y metabolitos de un mutante de CODH1
(triangulos), un mutante de CODH2 (cruces) y C. autoethanogenum TS DSM10061 (circulos) en condiciones de
Hz2 + COz. En particular, la fig. 3A muestra el crecimiento, la fig. 3B muestra la produccion de etanol y la fig. 3C
muestra la produccion de acetato. N = 3. Barra de error = error tipico de la media.

La fig. 4 es un diagrama que muestra un mapa plasmidico de pMTL83157-CODH/ACS.
Las figs. 5A-5E son graficos que muestran el efecto de la sobreexpresion de CODH/ACS en los perfiles de

crecimiento y metabolitos de C. autoethanogenum DSM10061 con sobreexpresion de CODH/ACS (pMTL83157-
CODH/ACS) (cuadrados) y de control de plasmido pMTL83157 (circulos) en CO al 100 %. En particular, la fig. 5A
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muestra el crecimiento, la Fig. 5B muestra la produccion de acetato, la fig. 5C muestra la produccién de etanol, la
fig. 5C muestra la producciéon de etanol, la fig. 5D muestra la produccién de 2,3-butanodiol y la fig. 5E muestra la
produccioén de lactato. N = 3. Barra de error = error tipico de la media.

Las figs. 6A-6B son graficos que muestran el crecimiento de C. autoethanogenum DSM10061 con CODH/ACS
inactivado (cuadrados) y TS (circulos). La fig. 6A muestra la incapacidad del mutante de desactivacion de
CODH/ACS para crecer en CO. La fig. 6B muestra la incapacidad del mutante de desactivacion de CODH/ACS
para crecer en CO2 + Ha.

Las figs. 7A-7D son graficos que muestran el efecto de la inactivacion de CODH/ACS en los perfiles de
crecimiento y metabolitos de un mutante de desactivacion de CODH/ACS (cuadrados), un mutante de
desactivacion de CODH/ACS complementado con el plasmido pMTL83157- CODH/ACS (triangulos) y C.
autoethanogenum DSM10061 TS (circulos) en fructosa. En particular, la fig. 7A muestra el crecimiento, la Fig. 7B
muestra la produccion de acetato, la fig. 7C muestra la produccion de etanol, y la fig. 7D muestra la produccion
de 2,3-butanodiol.

La fig. 8 es un diagrama que muestra que la inactivacion de CODH/ACS puede evitar que la ruta de Wood-
Ljungdahl actie como sumidero para reducir los equivalentes generados durante la glucdlisis, de modo que los
equivalentes reductores excesivos generen fuerza motriz para la produccién de etanol y 2,3-butanodiol.

Descripcion detallada de la invenciéon

La invencién proporciona, entre otros, nuevos microorganismos modificados por ingenieria genética con actividad de
monoxido de carbono deshidrogenasa (CODH) reducida o eliminada y métodos relacionados con los mismos.

Las enzimas CODH (EC 1.2.99.2) son oxidorreductasas que catalizan la oxidacion reversible de CO a CO2y generan
equivalentes reductores segun la ecuaciéon: CO + H20 <« CO2z + 2H+ + 2e". Las CODH son bien conocidos en la
naturaleza y se han descrito en diversos organismos, incluyendo acetégenos carboxidotréficos.

Las CODH se pueden clasificar en general en dos categorias: (i) la CODH de Mo-Cu-Se de tipo Cox aerdbica de
carboxidobacterias, que comprende un sitio activo de molibdeno altamente conservado y utiliza oxigeno (en
ocasiones nitrato) como aceptor de electrones terminal; y (ii) la Ni-CODH de tipo anaerdbico, que transfiere los
electrones liberados de la oxidaciéon del CO a una gama de aceptadores de electrones fisioldgicos, incluyendo
ferredoxina, citocromos, flavodoxina, rubredoxina y NAD(P)+. Los equivalentes reductores se pueden aprovechar
entonces en varias rutas, incluyendo acetogénesis, metanogénesis, reduccién de sulfato, hidrogenogénesis y
reduccion de metales.

La Ni-CODH sensible a O2 se puede dividir adicionalmente en dos grupos: (i) CODH mono-funcional que actua
fisiolégicamente en la oxidacién del CO; y (ii) CODH como parte de un complejo de CODH/ACS bifuncional que
acopla la reduccion de COz2 en el resto de CO a la biosintesis de acetil-CoA.

C. autoethanogenum, por ejemplo, es capaz de crecer de manera autétrofa utilizando CO como la Unica fuente de
carbono y energia. La secuenciacion del genoma descubrié tres Ni-CODH potenciales en este acetdgeno:
CAETHG_3005 (CODH1), CAETHG_3899 (CODH2), y CAETHG_1620-1621 (AcsA, que codifica el componente de
CODH del complejo de CODH/ACS bifuncional). CODH1 se colocaliza genéticamente cadena arriba de una proteina
de unién a Fe-S de ferredoxina 4Fe-4S potencial y ferredoxina-NAD(+) reductasa, mientras que CODH2 parece ser
un huérfano. De forma similar, también se describe que los acetdégenos carboxidotréficos C. ljungdahlii y C.
carboxidivorans tienen tres CODH, una CODH/ACS bifuncional y dos CODH monofuncionales adicionales.
Adicionalmente, al menos CODH1 se encuentra en todos los acetdégenos carboxidotréficos secuenciados, incluyendo
C. ljungdahlii, C. ragsdalei, C. difficile y A. woodii.

La técnica anterior acepta en general que las CODH, incluyendo CODH1 y CODH2, estan implicadas en la
utilizacién de CO. Por ejemplo, el documento US 2010/0151543 describe como la sobreexpresion de CODH dentro
del acetégeno Clostridia puede aumentar el flujo de electrones de los componentes de gas de sintesis a los
cofactores de nucledtidos oxidados NAD+ y NADP+, por lo que los cofactores de nucleétidos (NADH y NADPH)
estimulan entonces la generacion de compuestos intermedios en la ruta de Wood-Ljungdahl.

Asimismo, el documento W02013/073860 A1 describe como la sobreexpresion de CODH/ACS en el acetégeno
Clostridia puede aumentar la produccién de etanol.

Sin embargo, los inventores han identificado sorprendentemente que la alteracion de CODH1 y/o CODH2 en un
microorganismo acetégeno carboxidotréfico no afecta negativamente la utilizacion del gas. De hecho, los inventores
han descubierto que la alteracién de CODH1 y/o CODH2 en un microorganismo acetdgeno carboxidotréfico da como
resultado un microorganismo que produce una mayor cantidad de etanol, produce una menor cantidad de acetato,
tiene una fase de latencia mas corta y/o tiene una tasa de crecimiento mayor en comparacién con un
microorganismo parental sin modificar.
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La invencién proporciona una bacteria acetdégena carboxidotréfica modificada por ingenieria genética que tiene
actividad de CODH1 y/o CODH2 reducida o eliminada. La invencion proporciona ademas un método para producir
un producto mediante el cultivo de la bacteria en presencia de un sustrato gaseoso que comprende uno o mas de
CO, CO2y Ha.

Microorganismos

El microorganismo de la invencion esta modificado por ingenieria genética, es decir, no es de origen natural. La
expresion "modificacion genética" o "ingenieria genética" se refiere en general a la manipulaciéon del genoma o
acidos nucleicos de un microorganismo. Analogamente, la expresién "modificado por ingenieria genética" se refiere
a un microorganismo que comprende un genoma o acidos nucleicos manipulados. Los métodos de modificacion
genética incluyen, por ejemplo, expresion génica heterdloga, insercion o supresion de genes o promotores, mutacion
del acido nucleico, alteracién de la expresion génica o inactivacion, ingenieria enzimatica, evolucion dirigida, disefio
basado en el conocimiento, métodos de mutagénesis aleatoria, transposicion de genes y optimizacion de codones.

Un "microorganismo" es un organismo microscopico, especialmente una bacteria, arquea, virus u hongo. El
microorganismo de la invenciéon es normalmente una bacteria. Como se usa en el presente documento, debe
entenderse que la indicacion de "microorganismo" abarca "bacteria".

Un "microorganismo parental" es un microorganismo utilizado para generar un microorganismo de la invencion. El
microorganismo parental puede ser un microorganismo de origen natural (es decir, un microorganismo de tipo
silvestre) o un microorganismo que se ha modificado previamente (es decir, un microorganismo mutante o
recombinante). El microorganismo de la invencién puede modificarse para expresar o sobreexpresar una o mas
enzimas que no se expresaron O sobreexpresaron en el microorganismo parental. De forma similar, el
microorganismo de la invencion puede modificarse para contener uno o mas genes que no estaban contenidos en el
microorganismo parental. En una realizacion, el microorganismo parental es C. autoethanogenum, C. ljungdabhlii o C.
ragsdalei. En una realizacion preferida, el microorganismo parental es C. autoethanogenum LZ1561, que esta
depositado con la referencia de DSMZ DSM23693.

La expresion "procedente de" indica que un acido nucleico, proteina o microorganismo se modifica o adapta a partir
de un acido nucleico, proteina o microorganismo diferente (por ejemplo, un parental o de tipo silvestre), para producir
un nuevo acido nucleico, proteina o microorganismo. Dichas modificaciones o adaptaciones incluyen normalmente
insercién, supresioén, mutaciéon o sustituciéon de acidos nucleicos o genes. En general, el microorganismo de la
invencion procede de un microorganismo parental. En una realizacion, el microorganismo de la invencion procede de
C. autoethanogenum, C. ljungdahlii o C. ragsdalei. En una realizacion preferida, el microorganismo de la invencion
procede de C. autoethanogenum LZ1561, que esta depositado con la referencia de DSMZ DSM23693.

El microorganismo de la invencion puede clasificarse adicionalmente basandose en caracteristicas funcionales. Por
ejemplo, el microorganismo puede ser o puede proceder de un microorganismo fijador de C1, un anaerobio, un
acetodgeno, un etanoldgeno, un carboxidétrofo y/o una combinacion de los mismos. La Tabla 1 proporciona una lista
representativa de microorganismos e identifica sus caracteristicas funcionales.

Tabla 1
O
-
O o qé
| of g o S
2l 32| & o> | e b
s < o) © <) X
0 = Ne) o = o
S| 8| B = ° 2
R c Q s 5 ©
[ < < LU < (@]
Acetobacterium woodii + + + +/-1 - +/-2
Alkalibaculum bacchii + + + + +
Blautia producta + + + - + +
Butyribacterium methylotrophicum + + + + + +
Clostridium aceticum + + + - + +
Clostridium autoethanogenum + + + + + +
Clostridium carboxidivorans + + + + + +
Clostridium coskatii + + + + + +
Clostridium drakei + + + - + +
Clostridium formicoaceticum + + + - + +
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(continuacién)

Tabla 1
@]
-
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Clostridium ljungdahlii + + + + + +
Clostridium magnum + + + - + +/-3
Clostridium ragsdalei + + + + + +
Clostridium scatologenes + + + - + +
Eubacterium limosum + + + - + +
Moorella thermautotrophica + + + + + +
Moorella thermoacetica (antes Clostridium thermoaceticum) |+ + + 4 + +
Oxobacter pfennigii + + + - + +
Sporomusa ovata + + + - + +/-5
Sporomusa silvacetica + + + - + +/-8
Sporomusa sphaeroides + + + - + +/-7
Thermoanaerobacter kiuvi + + + - + -

T Acetobacterium woodi puede producir etanol a partir de fructosa, pero no de gas.

2 Se ha sefialado que Acetobacterium woodi puede crecer en CO, pero la metodologia es cuestionable.

3 No se ha investigado si Clostridium magnum puede crecer en CO.

4 Se ha sefialado que una cepa de Moorella thermoacetica, Moorella sp. HUC22-1, produce etanol a partir de gas.
5 No se ha investigado si Sporomusa ovata puede crecer en CO.

8 No se ha investigado si Sporomusa silvacetica puede crecer en CO.

7 No se ha investigado si Sporomusa sphaeroides puede crecer en CO.

"C1" se refiere a una molécula de un carbono, por ejemplo, CO, CO2, CH4 0 CH3OH. "C1-oxigenado" se refiere a una
molécula de un carbono que también comprende al menos un atomo de oxigeno, por ejemplo, CO, CO2 o CH3OH.
"Fuente de carbono C1" se refiere a una molécula de carbono que sirve como fuente de carbono parcial o exclusiva
para el microorganismo. Por ejemplo, una fuente de carbono C1 puede comprender uno o mas de CO, COz2, CHyg,
CH3OH o CH202. Preferentemente, la fuente de carbono C1 comprende uno o ambos de CO y CO2. Un
"microorganismo fijador de C1" es un microorganismo que tiene la capacidad de producir uno o mas productos a
partir de una fuente de carbono C1. Normalmente, el microorganismo es una bacteria fijadora de C1. En un aspecto,
el microorganismo procede de un microorganismo fijador de C1 identificado en la Tabla 1.

Un "anaerobio" es un microorganismo que no requiere oxigeno para crecer. Un anaerobio puede reaccionar
negativamente o incluso morir si esta presente oxigeno por encima de un umbral determinado. Normalmente, el
microorganismo es un anaerobio. En un aspecto, el microorganismo procede de un anaerobio identificado en la
Tabla 1.

Un "acetégeno” es un microorganismo que produce o es capaz de producir acetato (o acido acético) como producto
de la respiracion anaerobia. Normalmente, los acetégenos son bacterias anaerobias que utilizan la ruta de Wood-
Ljungdahl como su mecanismo principal para la conservacion de energia y para la sintesis de acetil-CoA y productos
derivados de acetil-CoA, tales como acetato (Ragsdale, Biochim Biophys Acta, 1784: 1873-1898, 2008). Los
acetogenos utilizan la ruta de acetil-CoA como un (1) mecanismo para la sintesis reductora de acetil-CoA a partir de
COz2, (2) proceso de conservacion de energia, aceptador de electrones terminales, (3) mecanismo para la fijacién
(asimilacién) de CO:2 en la sintesis de carbono celular (Drake, Acetogenic Prokaryotes, en: The Prokaryotes, 3?2
edicion, p. 354, Nueva York, NY, 2006). Todos los acetégenos de origen natural son fijadores de C1, anaerobios,
autotrofos y no metanotréficos. Normalmente, el microorganismo de la invencion es un acetégeno. En una
realizacién preferida, el microorganismo de la invencién procede de un acetdégeno identificado en la Tabla 1.

Un "etanolégeno" es un microorganismo que produce o es capaz de producir etanol. Normalmente, el
microorganismo es un etanolégeno. En un aspecto, el microorganismo procede de un etanolégeno identificado en la
Tabla 1.
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Un "autétrofo” es un microorganismo capaz de crecer en ausencia de carbono organico. En su lugar, los autotrofos
utilizan fuentes de carbono inorganicas, tales como CO y/o CO2. Normalmente, el microorganismo es un autétrofo.
En un aspecto, el microorganismo procede de un autotrofo identificado en la Tabla 1.

Un "carboxidotrofo" es un microorganismo capaz de utilizar CO como unica fuente de carbono. Normalmente, el
microorganismo de la invencién es carboxidétrofo. En una realizacion preferida, el microorganismo de la invencion
procede de un carboxidétrofo identificado en la Tabla 1.

De manera mas amplia, el microorganismo de la invencién puede proceder de cualquier género o especie
carboxidotréfica y acetégena identificada en la Tabla 1.

En una realizacion preferida, el microorganismo de la invencion procede del grupo de Clostridia que comprende la
especie C. autoethanogenum, C. ljungdahlii y C. ragsdalei. Estas especies fueron sefialadas por primera vez y
caracterizadas por Abrini, Arch Microbiol, 161: 345-351, 1994 (C. autoethanogenum), Tanner, Int J System Bacteriol,
43: 232-236, 1993 (C. ljungdahlii), y Huhnke, WO 2008/028055 (C. ragsdalei).

Estas tres especies tienen muchas similitudes. En particular, estas especies son todas miembros fijadores de C1,
anaerobios, acetégenos, etanoldgicos y carboxidotréficos del género Clostridium. Estas especies tienen genotipos y
fenotipos y modos de conservacion de energia y metabolismo fermentativo similares. Por otra parte, estas especies
se agrupan en el grupo | de homologia de ARNTr clostridial con ADN de ARNr 16S que es mas de 99 % idéntico,
tienen un contenido de ADN G + C de aproximadamente 22-30 % en moles, son grampositivas, tienen morfologia y
tamafio similares (células en crecimiento logaritmico entre 0,5-0,7 x 3-5 pym), son mesdfilas (crecen de forma éptima
a 30-37 °C), tienen intervalos de pH similares de aproximadamente 4-7,5 (con un pH éptimo de aproximadamente
5,5-6), carecen de citocromos y conservan energia a través de un complejo Rnf. Ademas, se ha mostrado reduccion
de acidos carboxilicos en sus alcoholes correspondientes en estas especies (Pérez, Biotechnol Bioeng, 110:1066-
1077, 2012). Es importante destacar que estas especies también muestran fuerte crecimiento autétrofo en gases
que contienen CO, producen etanol y acetato (o acido acético) como productos principales de fermentacion y
producen cantidades pequefias de 2,3-butanodiol y acido lactico en determinadas condiciones.

Sin embargo, estas tres especies también tienen varias diferencias. Estas especies se aislaron de diferentes fuentes:
C. autoethanogenum de intestino de conejo, C. ljungdahlii de desperdicios de gallineros y C. ragsdalei de sedimento
de agua dulce. Estas especies difieren en su utilizacion de diversos azucares (por ejemplo, ramnosa, arabinosa),
acidos (por ejemplo, gluconato, citrato), aminoacidos (por ejemplo, arginina, histidina) y otros sustratos (por ejemplo,
betaina, butanol). Por otra parte, estas especies difieren en su auxotrofia para determinadas vitaminas (por ejemplo,
tiamina, biotina). Estas especies tienen diferencias en las secuencias de aminoacidos y acidos nucleicos de genes y
proteinas de la ruta de Wood-Ljungdahl, aunque se ha encontrado que la organizacién general y el numero de estos
genes y proteinas es igual en todas las especies (Kdpke, Curr Opin Biotechnol, 22: 320-325, 2011).

Por tanto, en resumen, muchas de las caracteristicas de C. autoethanogenum, C. ljungdahlii o C. ragsdalei no son
especificas de esa especie, sino que son mas bien caracteristicas generales para este grupo de miembros fijadores
de C1, anaerobios, acetdégenos, etanoldgicos y carboxidotréficos del género Clostridium. Sin embargo, ya que estas
especies son, de hecho, distintas, la modificacién o manipulaciéon genética de una de estas especies puede no tener
un efecto idéntico en otra de estas especies. Por ejemplo, pueden observarse diferencias en el crecimiento,
rendimiento o produccién del producto.

El microorganismo de la invenciéon también puede proceder de un aislado o mutante de C. autoethanogenum, C.
ljungdahlii o C. ragsdalei. Los aislados y mutantes de C. autoethanogenum incluyen JA1-1 (DSM10061) (Abrini, Arch
Microbiol, 161: 345-351, 1994), LBS1560 (DSM19630) (documento WO 2009/064200) y LZ1561 (DSM23693)
(documento WO 2012/015317). Los aislados y mutantes de C. ljungdahlii incluyen ATCC 49587 (Tanner, Int JSyst
Bacteriol, 43: 232-236, 1993), PETCT (DSM13528, ATCC 55383), ERI-2 (ATCC 55380) (documento US 5.593.886),
C-01 (ATCC 55988) (documento US 6.368.819), O-52 (ATCC 55989) (documento US 6.368.819) y OTA-1 (Tirado-
Acevedo, Produccién de bioetanol a partir de gas de sintesis usando C. ljungdahlii, Tesis doctoral, Universidad
Estatal de Carolina del Norte, 2010). Los aislados y mutantes de C. ragsdalei incluyen Pl 1 (ATCC BAA-622, ATCC
PTA-7826) (documento WO 2008/028055).

Enzimas

"CODH1" se refiere a CODH que cataliza la oxidacion reversible de CO a CO2 y genera equivalentes reductores
segun la ecuacién: CO + H20 « CO2 + 2H* + 2e". Se debe considerar que la referencia a "CODH1" en el presente
documento incluye la referencia a variantes funcionalmente equivalentes de la misma. La CODH1 puede ser, por
ejemplo, CODH1 de C. autoethanogenum (SEQ ID NO: 1), C. ragsdalei (SEQ ID NO: 5), C. ljungdahlii
(ADK13979.1), C. difficile (YP_001086644.1) o A. woodii (YP_005269573).

"CODH2" se refiere a CODH que cataliza la oxidacion reversible de CO a CO2 y genera equivalentes reductores
segun la ecuacion: CO + H20 « CO2 + 2H* + 2e". Se debe considerar que la referencia a "CODH2" en el presente
documento incluye la referencia a variantes funcionalmente equivalentes de la misma. La CODH2 puede ser, por
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ejemplo, CODH2 de C. autoethanogenum (SEQ ID NO: 3), C. ragsdalei (SEQ ID NO: 7), C. ljungdahlii
(ADK14854.1), C. scatologenes (SEQ ID NO: 9), C. acetobutylicum (AAK78101.1 y AAK80452.1), C. carboxidivorans
"P7" (ZP_05390164.1), C. hydrogenoformans (ABB14220.1, ABB14432.1 y ABB15066.1) o C. Beijerinckii
(YP_001310115.1). Asimismo, se pueden encontrar homélogos de CODH2 en C. botulinum (CBO_2218; A5I3Y9),
pero no en C. perfringens, C. thermocellum, C. pasteurianum o C. kluyveri.

El "CODH/ACS" bifuncional es exclusivo de las bacterias acetdgenas y, ademas de la oxidacion reversible de CO,
también cataliza la sintesis de acetil-CoA a partir de CO, un grupo metilo y CoA. El complejo enzimatico CODH/ACS
consiste en multiples subunidades: subunidad CODH (AcsA); subunidad ACS (AcsB); subunidad grande de proteina
de hierro-azufre corrinoide (AcsC); subunidad pequefia de proteina de hierro-azufre corrinoide (AcsD); subunidad
metiltransferasa (AcsE); y, proteina accesoria de CODH (CooC). Los inventores han descubierto que aumentar el
nivel de actividad de CODH/ACS mejora el crecimiento y/o la formacion de productos. Sorprendentemente, la
sobreexpresion de una sola subunidad CODH del complejo de CODH/ACS es suficiente para aumentar la actividad
del complejo.

La subunidad AcsB de CODH/ACS puede ser, por ejemplo, AcsB de C. autoethanogenum (gen CAETHG_1608,
proteina WP_023162339.1), C. ljungdahlii (gen CLJU_c37550, proteina WP_013240359.1), C. ragsdalei (gen
HQ876032.1, proteina AEI90761.1), C. carboxidivorans (gen Ccar3245, WP_007061841.1), C. scatalogenes
(proteina WP_029162953.1), C. difficile (gen CD0728, proteina WP_021369307.1) y A. woodii (gen Awo_c10760,
proteina WP_014357691.1).

La subunidad AcsC de CODH/ACS puede ser, por ejemplo, AcsC de C. autoethanogenum (gen CAETHG_1610,
proteina WP_023162341.1), C. ljungdahlii (gen CLJU_c37570, proteina WP_013240361.1), C. ragsdalei (gen
HQ876032.1, proteina AEI90763.1), C. carboxidivorans (gen Ccar3247, proteina WP_007061843.1), C.
scatalogenes (proteina WP_029162955.1), C. difficile (gen CD0730, proteina WP_021369309.1) o A. woodii (gen
Awo_c10720, proteina WP_014357687.1).

La subunidad AcsD de CODH/ACS puede ser, por ejemplo, AcsD de C. autoethanogenum (gen CAETHG_1611,
proteina WP_023162342.1), C. ljungdahlii (gen CLJU_c37580, proteina WP_013240362.1), C. ragsdalei (gen
HQ876032.1, proteina AEI90764.1), C. carboxidivorans (gen Ccar3248, proteina WP_007061844.1), C.
scatalogenes (proteina WP_029162956.1), C. difficile (gen CD0731, proteina WP_021369310.1) o A. woodii (gen
Awo_c10710, proteina WP_014357686.1).

La subunidad AcsE de CODH/ACS puede ser, por ejemplo, AcsE de C. autoethanogenum (gen CAETHG_1609,
proteina WP_023162340.1), C. ljungdahlii (gen CLJU_c37560, proteina WP_013240360.1), C. ragsdalei (gen
HQ876032.1, proteina AEI90762.1), C. carboxidivorans (gen Ccar3246, proteina WP_007061842.1), C.
scatalogenes (proteina WP_029162954.1), C. difficile (gen CD0729, proteina WP_021369308.1) o A. woodii (gen
Awo_c10730, proteina WP_014357688.1).

La proteina accesoria CooC de CODH/ACS puede ser, por ejemplo, CooC de C. autoethanogenum (gen
CAETHG_1612, proteina WP_023162343.1), C. ljungdahlii (gen CLJU_c37590, proteina WP_013240363.1), C.
ragsdalei (gen HQ876032.1, proteina AEI90765.1), C. carboxidivorans (gen Ccar3249, proteina WP_007061845.1),
C. scatalogenes (proteina WP_029162957.1), C. difficile (gen CD0732, proteina WP_021369311.1) o A. woodii (gen
Awo_c10709, proteina WP_014357685.1).

Se proporciona informacién de secuencia para CODH1, CODH2 y CODH/ACS para identificar secuencias
ejemplares aplicables a la invencién y para permitir que un experto en la materia practique realizaciones especificas
de la invencion sin experimentacion indebida. Deberia apreciarse que las secuencias de acidos nucleicos y
aminoacidos para CODH1, CODH2 y CODH/ACS pueden diferir de un microorganismo a otro. En consecuencia, la
invencion no debe interpretarse como limitada a estas secuencias y realizaciones especificas, sino mas bien para
extenderse a variantes funcionalmente equivalentes de cualquier CODH1, CODH2 o CODH/ACS especifica a la que
se hace referencia en el presente documento, incluyendo homdlogos en otras cepas y especies.

El término "variantes" incluye acidos nucleicos y proteinas cuya secuencia varia con respecto a la secuencia de un
acido nucleico y proteina de referencia, tal como una secuencia de un acido nucleico y proteina de referencia
descrita en la técnica anterior o ejemplificada en el presente documento. La invencion puede practicarse usando
acidos nucleicos o proteinas variantes que realizan sustancialmente la misma funcion que el acido nucleico o
proteina de referencia. Por ejemplo, una proteina variante puede realizar sustancialmente la misma funcién o
catalizar sustancialmente la misma reacciéon que una proteina de referencia. Un gen variante puede codificar la
misma o sustancialmente la misma proteina que un gen de referencia. Un promotor variante puede tener
sustancialmente la misma capacidad para promover la expresion de uno o mas genes que un promotor de
referencia.

Dichos acidos nucleicos o proteinas pueden denominarse en el presente documento "variantes funcionalmente
equivalentes”. A modo de ejemplo, las variantes funcionalmente equivalentes de un acido nucleico pueden incluir
variantes alélicas, fragmentos de un gen, genes mutados, polimorfismos y similares. Los genes homologos de otros
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microorganismos también son ejemplos de variantes funcionalmente equivalentes. Estos incluyen genes homoélogos
en especies tales como C. acetobutylicum, C. beijerinckii o C. ljungdahlii, cuyos detalles estdn disponibles
publicamente en sitios web tales como Genbank o NCBI. Las variantes funcionalmente equivalentes también
incluyen acidos nucleicos cuya secuencia varia como resultado de la optimizacion de codones para un
microorganismo particular. Una variante funcionalmente equivalente de un acido nucleico tendra preferentemente al
menos aproximadamente 70 %, aproximadamente 80 %, aproximadamente 85 %, aproximadamente 90 %,
aproximadamente 95 %, aproximadamente 98 % o mayor identidad de secuencia de acido nucleico (porcentaje de
homologia) con el acido nucleico de referencia. Una variante funcionalmente equivalente de una proteina tendra
preferentemente al menos aproximadamente 70 %, aproximadamente 80 %, aproximadamente 85 %,
aproximadamente 90 %, aproximadamente 95 %, aproximadamente 98 % o mayor identidad de aminoacidos
(porcentaje de homologia) con la proteina de referencia. La equivalencia funcional de un acido nucleico o proteina
variante puede evaluarse utilizando cualquier método conocido en la técnica. Por ejemplo, los ensayos enzimaticos
de uso en la evaluacién de la actividad de CODH1, CODH2, CODH/ACS vy variantes de las mismas incluyen la
purificacion anaerébica de CODH seguida de la medicidon espectrofotométrica del cambio en la absorbancia a 604
nm utilizando metil viold6genos como aceptores de electrones (Ragsdale, J Biol Chem, 258: 2364-2369, 1983).

El microorganismo de la invencién tiene actividad de CODH1 y/o CODH2 reducida o eliminada y, en una realizacion,
actividad de CODH/ACS aumentada. La "actividad de la enzima", o simplemente "actividad", se refiere en general a
la actividad enzimatica, incluyendo, pero sin limitacion, a la actividad de una enzima, la cantidad de una enzima o la
disponibilidad de una enzima para catalizar una reaccién. En consecuencia, "aumentar" la actividad enzimatica
incluye aumentar la actividad de una enzima, aumentar la cantidad de una enzima o aumentar la disponibilidad de
una enzima para catalizar una reaccion. De forma similar, "disminuir" o "reducir" la actividad de la enzima incluye
disminuir la actividad de una enzima, disminuir la cantidad de una enzima o disminuir la disponibilidad de una enzima
para catalizar una reaccion. En una realizacion, la funciéon o actividad de CODH1 y/o CODH2 disminuye. En otra
realizacion, la funcién o actividad de CODH1 y / o CODH2 se elimina o elimina sustancialmente. En otra realizacion,
la funcién o actividad de CODH/ACS aumenta. En una realizacién relacionada, la funcién o actividad de una o mas
subunidades o proteinas accesorias de CODH/ACS aumenta, particularmente la funcién o actividad de la subunidad
CODH.

Como un enfoque, se puede lograr un cambio en la actividad de la enzima mediante la mutacién de un gen que
codifica una proteina. "Mutado" se refiere a un acido nucleico o proteina que se ha modificado en el microorganismo
de la invencion en comparacién con el microorganismo de tipo silvestre o parental del que procede el
microorganismo de la invencion. En una realizacion, la mutacién puede ser una supresion, insercion o sustitucion en
un gen que codifica una enzima. En otra realizacion, la mutacién puede ser una supresion, insercion o sustitucion de
uno 0 mas aminoacidos en una enzima.

En particular, una "mutaciéon negativa" es una mutacion que reduce o elimina (es decir, "altera") la expresién o
actividad de un gen o enzima. La mutacién negativa puede inactivar parcialmente, inactivar completamente o
suprimir el gen o enzima. La mutacion negativa puede ser una mutacion de desactivacion (KO), por la que el gen o
proteina se hace inoperante. La mutacion negativa puede ser cualquier mutacion que reduzca, prevenga o bloquee
la biosintesis de un producto producido por una enzima. La mutacién negativa puede incluir, por ejemplo, una
mutacién en un gen que codifica una enzima, una mutacién en un elemento regulador genético implicado en la
expresion de un gen que codifica una enzima, la introducciéon de un acido nucleico que produce una proteina que
reduce o inhibe la actividad de una enzima o la introduccion de un acido nucleico (por ejemplo, ARN antisentido,
ARNip, CRISPR) o proteina que inhibe la expresién de una enzima. El microorganismo de la invencién comprende
normalmente al menos una mutacion negativa en un gen de CODH1 y/o gen de CODH2. Dicha mutacién puede
disminuir o eliminar la expresion del gen de CODH1 y/o del gen de CODH2 en comparacién con un microorganismo
parental.

La mutacion negativa se puede introducir utilizando cualquier método conocido en la técnica. En particular, la
mutacion negativa se puede introducir inactivando permanentemente un gen mediante insercion dirigida de ADN
extrafio en la secuencia codificante. Se puede usar una herramienta genética conocida como ClosTron para insertar
de manera estable un intrén (1,8 kb) en un locus especifico. Especificamente, ClosTron utiliza la especificidad del
intrén L1.1trB del grupo movil Il de L. lactis para propagarse en el sitio especificado a través de un mecanismo de
retrodirecciéon, mediado por ARN (Heap, J Microbiol Meth, 80: 49-55, 2010). Otro enfoque implica la transferencia de
plasmidos con ramas de homologia para suprimir permanentemente parte del gen o el gen completo mediante el
empleo de recombinacion homdloga. Por ejemplo, un método genético denominado "ACE", o intercambio acoplado a
alelo (Heap, Nucl Acids Res, 40: €59, 2012) se puede utilizar para llevar a cabo esta supresion sin depender del uso
de un marcador contraseleccionable.

En algunas realizaciones, el microorganismo de la invencién tiene actividad aumentada de CODH/ACS en
combinacion con actividad reducida o eliminada de CODH1 y/o CODH2. En particular, el microorganismo puede
sobreexpresar un gen de CODH/ACS. En el presente documento, "gen CODH / ACS" se refiere a cualquier gen que
codifique cualquier subunidad o proteina accesoria del complejo enzimatico CODH/ACS. En una realizacion
preferida, el microorganismo expresa un gen que codifica la subunidad CODH del complejo enzimatico CODH/ACS.
"Sobreexpresado” se refiere a un aumento en la expresion de un acido nucleico o proteina en el microorganismo de
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la invenciéon en comparacion con el microorganismo de tipo silvestre o parental del cual procede el microorganismo
de la invencién. Se puede lograr sobreexpresidon por cualquier medio conocido en la técnica, incluyendo la
modificacion del numero de copias del gen, tasa de transcripcion del gen, tasa de traduccion del gen o tasa de
degradacion enzimatica.

Pueden administrarse acidos nucleicos a un microorganismo de la invencion usando cualquier método conocido en
la técnica. Por ejemplo, pueden administrarse acidos nucleicos como acidos nucleicos desnudos o pueden
formularse con uno o mas agentes, tales como liposomas. Los acidos nucleicos pueden ser ADN, ARN, ADNc o
combinaciones de los mismos, segun sea apropiado. Se pueden usar inhibidores de restriccion en determinadas
realizaciones. Los vectores adicionales pueden incluir plasmidos, virus, bacteriéfagos, césmidos y cromosomas
artificiales. En una realizacion preferida, se administran acidos nucleicos al microorganismo de la invencién usando
un plasmido. A modo de ejemplo, se puede lograr transformacion (incluyendo transduccion o transfeccién) mediante
electroporacion, ultrasonidos, transformacién mediada por polietilenglicol, competencia quimica o natural,
transformacion por protoplastos, induccion de profagos o conjugacion. En determinadas realizaciones que tienen
sistemas de enzimas de restriccion activos, puede ser necesario metilar un acido nucleico antes de la introduccion
del &cido nucleico en un microorganismo.

Asimismo, pueden disefarse acidos nucleicos para comprender un elemento regulador, tal como un promotor, para
aumentar o de otro modo controlar la expresion de un acido nucleico particular. ElI promotor puede ser un promotor
constitutivo o un promotor inducible. Idealmente, el promotor es un promotor de la ruta de Wood-Ljungdahl, un
promotor de ferredoxina, un promotor de piruvato:ferredoxina oxidorreductasa, un promotor de operdon del complejo
Rnf, un promotor de operdn de ATP sintasa o un promotor de operdn de fosfotransacetilasa/acetato quinasa.

Los acidos nucleicos utilizados en la invencion pueden ser codones optimizados para la expresién en una cepa o
especie particular, particularmente C. autoethanogenum (incluyendo C. autoethanogenum LZ1561), C. ljungdahlii o
C. ragsdalei. La "optimizacion de codones" se refiere a la mutacion de un acido nucleico, tal como un gen, para la
traduccion optimizada o mejorada del acido nucleico en una cepa o especie particular. La optimizacién de codones
puede dar como resultado tasas de traduccién mas rapidas o mayor precision de traduccion.

Crecimiento y productos

El microorganismo de la invencion tiene un crecimiento y/o perfil metabdlico alterado en comparacion con el
microorganismo parental del que procede. Por ejemplo, el microorganismo puede producir una mayor cantidad de
etanol, producir una mayor cantidad de 2,3-butanodiol, producir una menor cantidad de acetato, tener una fase de
latencia mas corta y/o tener una tasa de crecimiento mayor en comparacién con el microorganismo parental.

El microorganismo de la invencion puede tener una fase de latencia alterada. "Fase de latencia" o "fase de latencia
de crecimiento" se refiere a la cantidad de tiempo que tarda un cultivo o poblacién de microorganismos en alcanzar
la fase de crecimiento logaritmico inicial o la fase de crecimiento logaritmico/exponencial después de la inoculacion.
En una realizacién, el microorganismo tiene una fase de latencia mas corta en comparacién con un microorganismo
parental. Por ejemplo, el microorganismo puede tener una fase de latencia que es aproximadamente 20 %, 25 % o
30 % mas corta que la fase de latencia del microorganismo parental. En una realizacion, el microorganismo tiene
una fase de latencia que es aproximadamente de 25 % a 30 % mas corta que la fase de latencia del microorganismo
parental. En otras realizaciones, el microorganismo puede tener una fase de latencia que es aproximadamente 3, 5 u
8 veces mas corta que la fase de latencia del microorganismo parental. En una realizacion, la fase de latencia puede
ser aproximadamente de 7,8 a 8 dias mas corta que la fase de latencia del microorganismo parental. En otra
realizacion, la fase de latencia puede ser de aproximadamente 1-4 dias o menos o aproximadamente 2,9 dias o
menos. En algunos casos, el microorganismo puede tener una fase de latencia drasticamente mas corta que el
microorganismo parental. Por ejemplo, el microorganismo puede tener una fase de latencia que es
aproximadamente 10, 50, 100 o 200 veces mas corta que la fase de latencia del microorganismo parental. En una
realizacion, la fase de latencia puede ser de aproximadamente 0,1 dias 0 menos.

El microorganismo de la invencion puede tener una tasa de crecimiento alterada. "Tasa de crecimiento” se refiere a
la tasa a la que un cultivo o poblacion de microorganismos aumenta con el tiempo. Las tasas de crecimiento se
expresan normalmente en el presente documento usando las unidades h™'. En una realizacién, el microorganismo
tiene una tasa de crecimiento aumentada o mayor en comparacion con el microorganismo parental. Por ejemplo, el
microorganismo puede tener una tasa de crecimiento que es aproximadamente 20 %, 40 %, 60 %, 80 % o 100 %
mayor que la tasa de crecimiento del microorganismo parental. En determinadas realizaciones, el microorganismo
tiene una tasa de crecimiento que es aproximadamente 2, 3, 4 o 5 veces mayor que la tasa de crecimiento del
microorganismo parental.

El microorganismo de la invencién puede producir una cantidad alterada de biomasa. "Biomasa" se refiere a la
poblacion colectiva de microorganismos generados a partir de un proceso de crecimiento o fermentacion. En una
realizacién, la fermentacion del microorganismo produce una cantidad aumentada o mayor de biomasa en
comparacion con la fermentacion del microorganismo parental. Por ejemplo, la fermentacion del microorganismo
puede producir aproximadamente 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 80 %, 100 %, 120 %, 150 %, 180 %, 200 % o 220 % mas
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biomasa en comparacion con la fermentacion del microorganismo parental. En una realizacion, la fermentacion del
microorganismo produce aproximadamente 200 % a 220 % mas biomasa en comparacién con la fermentacién del
microorganismo parental.

El microorganismo de la invencion puede producir una cantidad alterada de etanol. En una realizacién, el
microorganismo produce una cantidad aumentada o mayor de etanol en comparaciéon con un microorganismo
parental. Por ejemplo, el microorganismo puede producir aproximadamente 15 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %,
70 %, 80 %, 90 %, 100 %, 110 % o 120 % mas etanol en comparacién con el microorganismo parental. En una
realizacién, el microorganismo produce aproximadamente de 20 % a 113 % mas etanol en comparacion con el
microorganismo parental.

El microorganismo de la invencién puede producir una cantidad alterada de 2,3-butanodiol. En una realizacion, el
microorganismo produce una cantidad aumentada o mayor de 2,3-butanodiol en comparacién con un
microorganismo parental. Por ejemplo, el microorganismo puede producir aproximadamente 20 %, 30 %, 40 %,
50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 100 %, 120 %, 140 %, 160 %, 180 %, 200 %, 220 %, 240 %, 260 %, 270 %, 280 %,
300 %, 320 % o 340 % mas 2,3-butanodiol en comparacién con el microorganismo parental. En una realizacion, el
microorganismo produce aproximadamente de 220 % a 230 % mas 2,3-butanodiol en comparacion con el
microorganismo parental. En otra realizacion, el microorganismo produce al menos aproximadamente 330 % mas
2,3-butanodiol en comparacion con el microorganismo parental. En una realizaciéon adicional, el microorganismo
produce aproximadamente de 300 % a 330 % mas 2,3-butanodiol en comparacién con el microorganismo parental.
En una realizacion adicional, el microorganismo produce aproximadamente 0,5-20 g/l de 2,3-butanodiol.

El microorganismo de la invencion puede producir una cantidad alterada de acetato. El término "acetato" incluye
tanto sal de acetato sola como una mezcla de acido acético molecular o libre y sal de acetato. En una realizacion, el
microorganismo produce una cantidad disminuida o menor de acetato en comparacién con un microorganismo
parental. Por ejemplo, el microorganismo puede producir aproximadamente 10 %, 20 %, 30 %, 40 % o 50 % menos
acetato en comparacion con el microorganismo parental. En una realizacién, el microorganismo produce
aproximadamente de 18 % a 37 % menos acetato en comparacion con el microorganismo parental. En otra
realizacién, el microorganismo produce aproximadamente 0-5 g/l de acetato.

El microorganismo de la invencion puede producir una cantidad alterada de lactato. En una realizacion, el
microorganismo produce una cantidad disminuida o menor de lactato en comparacién con un microorganismo
parental.

En una realizacion particularmente preferida, el microorganismo de la invencion produce una cantidad aumentada de
etanol y/o 2,3-butanodiol y una cantidad disminuida de acetato en comparacion con un microorganismo parental.

El microorganismo y los métodos descritos en el presente documento se pueden usar para aumentar la eficacia de
un proceso de fermentacion. "Aumentar la eficacia", "eficacia aumentada", y similares incluyen, pero sin limitacion,
aumento de la tasa de crecimiento de microorganismos, tasa de produccion o volumen del producto, volumen de
producto por volumen de sustrato consumido o selectividad del producto. La eficacia puede medirse en relacion con

el rendimiento de un microorganismo parental del que procede el microorganismo de la invencién.

El microorganismo de la invencidon también puede producir uno o mas productos adicionales. Por ejemplo,
Clostridium autoethanogenum produce o puede modificarse por ingenieria genética para producir etanol (documento
WO 2007/117157), acetato (documento WO 2007/117157), butanol (documentos WO 2008/115080 y WO
2012/053905), butirato (documento WO 2008/115080), 2,3-butanodiol (documento WO 2009/151342), lactato
(documento WO 2011/112103), buteno (documento WO 2012/024522), butadieno (documento WO 2012/024522),
metil etil cetona (2-butanona) (documentos WO 2012/024522 y WO 2013/185123), etileno (documento WO
2012/026833), acetona (documento WO 2012/115527), isopropanol (documento WO 2012/115527), lipidos
(documento WO 2013/036147), 3-hidroxipropionato (3-HP) (documento WO 2013/180581), isopreno (documento
WO 2013/180584), acidos grasos (documento WO 2013/191567), 2-butanol (documento WO 2013/185123), 1,2-
propanodiol (documento WO 2014/0369152) y 1-propanol (documento WO 2014/0369152). En determinadas
realizaciones, la biomasa microbiana en si misma puede considerarse un producto.

La invencion proporciona ademas métodos para producir uno o mas productos, tales como etanol y/o 2,3-butanodiol,
cultivando un microorganismo de la invencion. También se desvelan métodos para reducir las emisiones de carbono
atmosféricas totales de un proceso industrial utilizando un microorganismo de la invencion para convertir CO, COz2
y/o Hzde un gas residual industrial en productos Uutiles.

Sustrato
"Sustrato" se refiere a una fuente de carbono y/o energia para el microorganismo de la invencion. Normalmente, el
sustrato es gaseoso y comprende una fuente de carbono C1, por ejemplo, CO y/o CO.. Preferentemente, el sustrato

comprende una fuente de carbono C1 de CO o CO + CO2. El sustrato puede comprender ademas otros
componentes distintos de carbono, tales como Hz, Nz o electrones.

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2728 726 T3

El sustrato generalmente comprende al menos alguna cantidad de CO, tal como aproximadamente 1, 2, 5, 10, 20,
30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 o 100 % en moles de CO. El sustrato puede comprender una gama de CO, tal como
aproximadamente 20-80, 30-70, o 40-60% en moles de CO. Preferentemente, el sustrato comprende
aproximadamente 40-70 % en moles de CO (por ejemplo, gas de aceria o alto horno), aproximadamente 20-30 % en
moles de CO (por ejemplo, gas de horno de oxigeno basico) o aproximadamente 15-45 % en moles de CO (por
ejemplo, gas de sintesis). En algunas realizaciones, el sustrato puede comprender una cantidad relativamente baja
de CO, tal como aproximadamente 1-10 o 1-20 % en moles de CO. El microorganismo de la invencién normalmente
convierte al menos una parte del CO del sustrato en un producto. En algunas realizaciones, el sustrato no
comprende o sustancialmente no comprende CO.

El sustrato puede comprender alguna cantidad de Hz. Por ejemplo, el sustrato puede comprender aproximadamente
1, 2, 5, 10, 15, 20 o 30 % en moles de Hz. En algunas realizaciones, el sustrato puede comprender una cantidad
relativamente alta de Hz, tal como aproximadamente 60, 70, 80 o0 90 % en moles de Hz. En realizaciones adicionales,
el sustrato no comprende o sustancialmente no comprende Hz. Se pueden producir corrientes de gas rico en Hz, por
ejemplo, mediante reforma por vapor de hidrocarburos, en particular, reforma por vapor de gas natural, oxidacion
parcial de carbon o hidrocarburos, electrolisis del agua y captura de subproductos de celdas electroliticas utilizadas
para producir cloro y de refineria o corrientes quimicas.

El sustrato puede comprender alguna cantidad de CO2. Por ejemplo, el sustrato puede comprender
aproximadamente 1-80 o 1-30 % en moles de COz2. En algunas realizaciones, el sustrato puede comprender menos
de aproximadamente 20, 15, 10 o0 5% en moles de CO2. En otra realizacion, el sustrato no comprende o
sustancialmente no comprende CO:. Las corrientes de gas rico en COz2 incluyen, por ejemplo, gases de escape de la
combustion de hidrocarburos, tal como combustion de gas natural o petroleo, subproductos de la producciéon de
amoniaco, cal o fosfato y pozos de didxido de carbono natural.

Aunque el sustrato es normalmente gaseoso, el sustrato también se puede proporcionar en formas alternativas. Por
ejemplo, el sustrato se puede disolver en un liquido saturado con un gas que contiene CO usando un generador de
dispersion de microburbujas. A modo de ejemplo adicional, el sustrato puede adsorberse sobre un soporte sélido.

El sustrato y/o la fuente de carbono C1 pueden ser un gas residual obtenido como un subproducto de un proceso
industrial o de alguna otra fuente, tal como de gases de escape de automéviles o gasificacion de biomasa. En
determinadas realizaciones, el proceso industrial se selecciona del grupo que consiste en la fabricacion de productos
de metales ferrosos, tal como una fabricacion en aceria, fabricacion de productos no ferrosos, procesos de refinacion
de petréleo, gasificacion de carbdn, produccion de energia eléctrica, produccion de negro de carbon, produccion de
amoniaco, produccion de metanol y fabricacion de coque. En estas realizaciones, el sustrato y/o la fuente de
carbono C1 pueden capturarse del proceso industrial antes de que se emita a la atmésfera, utilizando cualquier
método conveniente.

El sustrato y/o la fuente de carbono C1 pueden ser gas de sintesis, tal como gas de sintesis obtenido por
gasificacion de carbén o residuos de refineria, gasificacion de biomasa o material lignocelulésico o reforma de gas
natural. En otra realizacion, el gas de sintesis puede obtenerse a partir de la gasificacién de residuos sélidos
municipales o residuos sélidos industriales.

La composicion del sustrato puede tener una influencia significativa en la eficacia y/o el coste de la reaccién. Por
ejemplo, la presencia de oxigeno (Oz2) puede reducir la eficacia de un proceso de fermentacion anaerobia. En funcién
de la composicion del sustrato, puede ser deseable tratar, frotar o filtrar el sustrato para retirar cualquier impureza no
deseada, tal como toxinas, componentes no deseados o particulas de polvo, y/o aumentar la concentracion de
componentes deseables.

Efecto del sustrato y modificaciones genéticas

La composicion del sustrato puede afectar al perfil de crecimiento y/o metabdlico del microorganismo de la
invencion. Por ejemplo, un microorganismo que crece en CO puede tener un perfil de crecimiento y/o metabdlico
diferente al de un microorganismo que crece en CO2 + H2. Adicionalmente, la combinacion particular de
modificaciones genéticas puede afectar al perfil de crecimiento y/o metabdlico del microorganismo de la invencion.
Por ejemplo, un microorganismo que comprende una mutaciéon negativa en un gen CODHL1 puede tener un perfil de
crecimiento y/o metabolico diferente al de un microorganismo que comprende una mutacion negativa en un gen
CODH2, que puede tener un perfil de crecimiento y/o metabdlico diferente al de un microorganismo que comprende
una mutacioén negativa tanto en un gen CODH1 como en un gen CODH2. La sobreexpresion de CODH/ACS en
cualquiera de estos microorganismos puede alterar adicionalmente el perfil de crecimiento y/o metabdlico de los
microorganismos. La combinacion estratégica de modificaciones genéticas y el crecimiento de microorganismos en
sustratos particulares puede producir perfiles de crecimiento y/o metabdlicos adaptados a aplicaciones especificas u
objetivos de produccion.

El crecimiento de una cepa con desactivacion de CODH1 en CO generalmente da como resultado disminucion de la
produccién de biomasa, disminucién de la produccién de acetato, aumento de la produccion de etanol y produccion
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similar de 2,3-butanodiol. El crecimiento de una cepa con desactivacion de CODH1 en CO2 + H2 da como resultado
en general una disminucion de la fase de latencia y crecimiento mas rapido. Por ejemplo, una cepa con
desactivacion de CODH1 que crece en CO:2 + Hz2 puede no tener fase de latencia y puede producir aproximadamente
0,4 g/l de biomasa.

El crecimiento de una cepa con desactivacion de CODH2 en CO generalmente da como resultado disminucion de la
fase de latencia, disminucion de la produccion de etanol, disminucién de la produccion de acetato y aumento o
produccién similar de 2,3-butanodiol. Por ejemplo, una cepa con desactivacion de CODH2 que crece en CO puede
tener una fase de latencia de 2-4 dias y puede producir aproximadamente 0,1-4 g/l de acetato. El crecimiento de una
cepa con desactivacion de CODH2 en CO2 + Hz da como resultado en general disminucién de la fase de latencia y
crecimiento mas rapido. Por ejemplo, una cepa con desactivacion de CODH2 que crece en CO2 + Hz puede tener
una fase de latencia de 4 dias.

El crecimiento de una cepa con sobreexpresion de CODH/ACS en CO da como resultado en general disminucion de
la fase de latencia, aumento de la produccion de etanol, produccién de acetato similar y aumento de la produccion
de lactato.

Fermentacién

Normalmente, el cultivo se realiza en un biorreactor. El término "biorreactor" incluye un dispositivo de
cultivo/fermentacién que consiste en uno o mas vasos, torres o disposiciones de tuberias, tales como un reactor de
tanque agitado continuo (CSTR), reactor celular inmovilizado (ICR), reactor de lecho percolador (TBR), columna de
burbujeo, fermentador de elevacion de gases, mezclador estatico u otro vaso u otro dispositivo adecuado para
contacto de gas-liquido. En algunas realizaciones, el biorreactor puede comprender un primer reactor de crecimiento
y un segundo reactor de cultivo/fermentacion. El sustrato puede proporcionarse a uno o ambos de estos reactores.
Como se usa en el presente documento, los términos "cultura" y "fermentacion" se usan indistintamente. Estos
términos abarcan tanto la fase de crecimiento como la fase de biosintesis del producto del proceso de
cultivo/fermentacion.

El cultivo se mantiene en general en un medio de cultivo acuoso que contiene nutrientes, vitaminas y/o minerales
suficientes para permitir el crecimiento del microorganismo. Preferentemente, el medio de cultivo acuoso es un
medio de crecimiento microbiano anaerdébico, tal como un medio de crecimiento microbiano anaerdbico minimo. Se
conocen bien en la técnica medios adecuados.

El cultivo/fermentacion deberia llevarse a cabo convenientemente en condiciones apropiadas para la produccion del
producto diana. Normalmente, el cultivo/fermentacién se realiza en condiciones anaerdbicas. Las condiciones de
reaccion para considerar incluyen presion (o presion parcial), temperatura, caudal de gas, caudal de liquido, pH del
medio, potencial rédox del medio, velocidad de agitacion (si se usa un reactor de tanque agitado continuo), nivel de
indculo, concentraciones maximas de sustrato de gas para garantizar que el gas en la fase liquida no vuelva
limitante y concentraciones maximas de producto para evitar la inhibicion del producto. En particular, la velocidad de
introduccion del sustrato se puede controlar para garantizar que la concentracion de gas en la fase liquida no se
vuelva limitante, ya que los productos pueden ser consumidos por el cultivo en condiciones limitadas de gas.

El funcionamiento de un biorreactor a presiones elevadas permite una tasa aumentada de transferencia de masa de
gas de la fase gaseosa a la fase liquida. En consecuencia, en general, es preferible realizar el cultivo/fermentacion a
presiones mayores que la presion atmosférica. Ademas, ya que una tasa de conversién de gas dada es, en parte,
una funcién del tiempo de retencion del sustrato y el tiempo de retencion dicta el volumen requerido de un
biorreactor, el uso de sistemas presurizados puede reducir en gran medida el volumen del biorreactor necesario vy,
en consecuencia, el coste de capital del equipo de cultivo/fermentacion. Esto, a su vez, significa que el tiempo de
retencion, definido como el volumen de liquido en el biorreactor dividido por el caudal de gas de entrada, se puede
reducir cuando los biorreactores se mantienen a presion elevada en lugar de la presion atmosférica. Las condiciones
de reaccion optimas dependeran en parte del microorganismo particular utilizado. Sin embargo, en general, es
preferible operar la fermentacién a una presién mayor que la presién atmosférica. Ademas, ya que una tasa de
conversion de gas dada es en parte una funcion del tiempo de retencién del sustrato y lograr un tiempo de retencién
deseado a su vez dicta el volumen necesario de un biorreactor, el uso de sistemas presurizados puede reducir en
gran medida el volumen del biorreactor necesario y, en consecuencia, el coste de capital del equipo de fermentacion.

Los productos diana pueden separarse o purificarse a partir de un caldo de fermentacién utilizando cualquier método
o combinaciéon de métodos conocidos en la técnica, incluyendo, por ejemplo, destilacion fraccionada, evaporacion,
pervaporacion, extraccion de gas, separacion de fases y fermentacion extractiva, incluyendo, por ejemplo, extraccion
liquido-liquido. En determinadas realizaciones, se recuperan productos diana del caldo de fermentacién retirando
continuamente una parte del caldo del biorreactor, separando las células microbianas del caldo (convenientemente
por filtracion) y recuperando uno o mas productos diana del caldo. Se pueden recuperar alcoholes y/o acetona, por
ejemplo, por destilacion. Los acidos pueden recuperarse, por ejemplo, mediante adsorcidon sobre carbdn activado.
Las células microbianas separadas se devuelven preferentemente al biorreactor. El permeado sin células que
permanece después de haber retirado productos diana preferentemente también se devuelve al biorreactor. Se

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2728 726 T3

pueden afadir nutrientes adicionales (tales como vitaminas B) al permeado sin células para reponer el medio antes
de devolverlo al biorreactor.

Ejemplos
Los siguientes ejemplos ilustran adicionalmente la invencion.
Ejemplo 1

Este ejemplo describe la inactivacion por insercion basada en intrones del grupo Il de los genes de CODH1 y
CODH2 implicados en la fijacién de carbono en C. autoethanogenum DSM10061.

Se obtuvo C. autoethanogenum DSM10061 de la DSMZ, la coleccion alemana de microorganismos y cultivos
celulares, InhoffenstraBe 7B, 38124 Braunschweig, Alemania. La cepa de conjugacién de E. coli CA434 fue
proporcionada amablemente por el profesor Nigel Minton (Universidad de Nottingham, Reino Unido).

El genoma de C. autoethanogenum DSM 10061 codifica las mondxido de carbono deshidrogenasas (CODH)
CODH1 (SEQ ID NO: 1y 2) y CODH2 (SEQ ID NO: 3 y 4). Estos CODH se inactivaron utilizando la herramienta de
alteracion génica mediada por intrones del grupo Il de ClosTron (Heap, J Microbiol Meth, 80: 49-55, 2010). El
algoritmo de Perutka alojado en el sitio web de ClosTron se us6 para identificar el sitio diana del intréon del grupo I
entre las bases 600/601 y 528/529 en la cadena con sentido de los genes de CODH1 y CODH2, respectivamente.
Se utilizé el mismo algoritmo para disefiar las regiones de direccionamiento de intrones para CODH1 (SEQ ID NO:
15) y CODH2 (SEQ ID NO: 16) que fueron sintetizadas comercialmente por DNA2.0 Inc. (CA) y se administraron en
el vector pTMLO07C-E2 (HQ263410.1). Los vectores finales, pMTL0O07C-E2-CODH1-600!601s y pMTLO07C-E2-
CODH2-528!529s contenian un marcador de ermB activado por retrotransposicion (RAM) que confirié resistencia a
la claritromicina antibiotica tras la insercion en el sitio diana.

Los plasmidos pMTL007C-E2-CODH1-600!601s y pMTLO07C-E2-CODH2-528!529s se introdujeron en C.
autoethanogenum DSM 10061 como se ha descrito anteriormente y en el documento WO 2012/053905. La mezcla
de transformacion se aplicé puntualmente en medio de agar YTF y se incubd a 37 °C dentro de la estacién de
trabajo anaerodbica. Después de 24 horas, las células se rasparon y se resuspendieron en 500 uyl de PBS y se
extendieron en medio de agar YTF complementado con 7,5 pg/ml de tianfenicol (Sigma). Los transformantes se
seleccionaron utilizando 7,5 pug/ml de tianfenicol. Se observaron colonias después de 3 dias de incubacion.

Primero se hicieron secuencialmente estrias de colonias individuales en medios YTF complementados con 7,5 ug/ml
de tianfenicol y 10 pyg/ml de trimetoprim, seguidos de medios YTF que contienen 6 pg/ml de claritromicina. Se
seleccionaron aleatoriamente > 8 colonias para la insercion del grupo Il por PCR (kit Maxime PCR PreMix) usando
oligonucleétidos flanqueantes.

Nombre del Gen diana Tamafo de amplicén Tamarfo de amplicén
cebador TS (pb) mutante (pb)
CODH1-601s-F | CODH1 377 2177
CODH1-601s-R

CODH2-529s-F | CODH2 425 2225

CODH2-529s-R
Univ-0027-F ARNr 16s 1600 No aplicable
Univ-1492-R

La amplificacion de colonias resistentes a claritromicina usando oligonucledtidos flanqueantes y analisis de
electroforesis en gel mostré la presencia de la banda de ClosTron mayor (> 2 kb) en lugar de la banda de tipo
silvestre menor (< 520 pb), lo que indico que el intron del grupo Il de ClosTron se habia insertado con éxito en los
sitios CODH especificados (CODH1::CTer-mB-601s y CODH2::CTermB-529s). Estos amplicones se purificaron
utilizando el kit de purificacion de PCR QIAquick (Qiagen) y la secuencia se validé6 mediante secuenciaciéon de
Sanger (Source Bioscience, Reino Unido).

Como una etapa de validacion final, los clones verificados por PCR se sometieron a andlisis de transferencia de
Southern para confirmar la insercion unica de ClosTron. Se aisl6 ADN gendmico de los mutantes ClosTron segun
Bertram, Arch Microbiol, 151: 551-557, 1989 y después se digirid con la enzima de restriccion Hindlll. Los productos
de digestion se sometieron a analisis de transferencia de Southern utilizando una sonda DIG marcada
aleatoriamente (Roche) y se realizaron segun las instrucciones del fabricante. Los oligonucledtidos EBS2 (SEQ ID
NO: 27) e Intron-Sall-R1 (SEQ ID NO: 28) se utilizaron para generar la sonda, utilizando el plasmido pMTL007C-E2
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como molde. La sonda resultante se hibridé con el intron del grupo Il. El andlisis de transferencia de Southern
detectd una unica banda por clon mutante, lo que indica un Unico acontecimiento de insercion del intron del grupo |l
en el genoma de C. autoethanogenum DSM10061. Estos mutantes validados se denominaron CODH1::CTermB-
601s (o "mutante de CODH1") y CODH2::CTermB-529s (o "mutante de CODH2").

Ejemplo 2

Este ejemplo demuestra el efecto de la inactivacion de CODH1 en C. autoethanogenum DSM10061 cultivado en
condiciones de CO.

La capacidad del mutante de CODH1 para crecer de forma autétrofa con 100 % de CO se ensayd por triplicado en
frascos de suero de 250 ml que contenian 50 ml de medios de PETC presurizados con 206,84 kPa (30 psi) de CO.
Se inoculé un equivalente de DO600 0,5 de cultivo activo en cada frasco de suero y se recogieron muestras de fase
liquida para mediciones de DO a una longitud de onda de 600 nm y andlisis de metabolitos mediante HPLC.

Se realizaron analisis de metabolitos mediante HPLC utilizando un sistema de HPLC Agilent serie 1100 equipado
con un RID operado a 35 °C (detector de indice de refracciéon) y una columna de acido organico Alltech IOA-2000
(150 x 6,5 mm, tamaio de particula 5 um) mantenida a 60 °C. Se utilizé agua ligeramente acidificada (H2SO4 0,005
M) como fase movil con un caudal de 0,7 ml/min. Para eliminar proteinas y otros residuos celulares, se mezclaron
muestras de 400 pl con 100 pl de un acido 5-sulfosalicilico al 2 % (p/v) y se centrifugaron a 14.000 x g durante 3 min
para separar los residuos precipitados. Después se inyectaron 10 pl del sobrenadante en la HPLC para analisis.

Como se muestra en las Figs. 1A-1D, el mutante CODH1 mostré perfiles metabdlicos favorables en forma de etanol
potenciado a expensas de la biomasa (42 % menos) y la formacién de acetato. El mutante de CODH1 produjo 64 %
mas etanol (Fig. 1B), 25 % menos acetato (Fig. 1C) y 2,3-butanodiol similar (Fig. 1D) que TS.

También se observé un patron similar cuando el mutante de CODH1 y TS se cultivaron en gas de aceria que
comprendia 51,24 % de CO, 31,22 % de N2, 11,98 % de CO:2 y 3,05 % de Hz de una aceria en Glenbrook, Nueva
Zelanda. El experimento se realizd por triplicado en frascos de suero de 250 ml que contenian 100 ml de medio de
PETC y se presurizé a 206,84 kPa (30 psi) con gas de aceria. En términos de crecimiento en CO (en gas de aceria),
el mutante de CODH1 produjo 113 % mas etanol (Fig. 2B), de nuevo a expensas de la biomasa (17 % menos) (Fig.
2A) y acetato (18 % menos) (Fig. 2C) que TS.

Ejemplo 3

Este ejemplo demuestra el efecto de la inactivacion de CODH2 en C. autoethanogenum DSM 10061 cultivado en
condiciones de CO.

La capacidad del mutante de CODH2 para crecer de forma autétrofa en 100 % de CO se ensayd en las mismas
condiciones que el mutante de CODH1, descrito anteriormente. En comparaciéon con TS, el mutante de CODH2
presento reduccion de la fase de latencia de 1 dia utilizando al mismo tiempo 100 % de CO como sustrato (Fig. 1A).
La fase exponencial temprana del mutante de CODH2 se produjo el dia 3,8, en comparacién con la fase exponencial
de TS el dia 4,8 (Fig. 1A). El mutante de CODH2 produjo 27 % menos acetato (Fig. 1C) y 27 % menos etanol que TS
(Fig. 1B). Sin embargo, la produccion de 2,3-butanodiol maxima del mutante de CODH2 fue mayor que TS (Fig. 1D).

Ejemplo 4

Este ejemplo demuestra el efecto de la inactivacion de CODH1 o CODH2 en C. autoethanogenum DSM10061
cultivado en condiciones de H2 + COs..

Para ensayar la capacidad de los mutantes de CODH1 y CODH2 para crecer en hidrégeno y dioxido de carbono, TS
y los mutantes CODH se inocularon por separado en 50 ml de medio PETC (sin fructosa) en frascos de suero de 250
ml por triplicado, y el espacio libre superior se intercambié con 137,90 kPa (20 psi) de H2 + 68,95 kPa (10 psi) de
CO:a2. Los cultivos se dejaron crecer a 37 °C con agitacion y se recogieron muestras para mediciones de DO600 y
analisis por HPLC.

En condiciones de Hz + COz2, el mutante de CODH1 presenté un perfil de crecimiento notablemente mejorado con
respecto a TS. TS experimentd una fase de latencia de 6 dias antes de alcanzar una DO600 maxima de 0,184 el dia
22,7, mientras que el mutante de CODH1 fue capaz de crecer sin fase de latencia evidente y alcanzé una DO600
maxima de 0,40 el dia 1,6 (Fig. 3A). El mutante de CODH2 presentd una fase de latencia mas corta y un crecimiento
mas rapido que TS y alcanzé una DO600 maxima de 0,20 (Fig. 3A). El analisis por HPLC mostré que el mutante de
CODH1 produjo niveles muy similares de acetato y etanol, el mutante de CODH2 y TS en condiciones de Hz + CO2
(Figs. 3B-5C).
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Ejemplo 5

Este ejemplo describe el efecto esperado de la inactivacion combinada de CODH1 y CODH2 en C.
autoethanogenum DSM10061 cultivado en condiciones de CO.

Dado el perfil de metabolitos deseable del mutante de CODH1 en condiciones de CO y la fase de latencia reducida
de los mutantes de CODH1 y CODH2 en condiciones tanto de CO como de Hz + COz, la inactivacion combinada de
CODH1 y CODH2 puede dar como resultado una cepa que tiene perfiles de crecimiento y metabolitos superiores en
condiciones autotréficas. Sin desear quedar ligado a ninguna teoria particular, la inactivacion de estas dos CODH
puede aumentar la disponibilidad de CO y/o CO:2 para reaccion con la CODH/ACS y dar como resultado formacion
mas eficaz de acetil-CoA.

Por ejemplo, el intercambio acoplado a alelo o ACE (Heap, Nucl Acids Res, 40: €59, 2012) se puede utilizar para
generar una interrupcion doble de CODH (es decir, CODH1 y CODH2). Utilizando esta técnica, el gen pyrE (SEQ ID
NO: 19) de C. autoethanogenum DSM10061 puede suprimirse para que se pueda utilizar pyrE como un marcador
seleccionable positivo y negativo para estadios posteriores de la manipulacion genética. Los mutantes con pyrE
suprimido son auxotréficos para uracilo y resistentes al profarmaco acido 5'-fluoroorético. Como siguiente etapa, un
plasmido ClosTron que se dirige a una de las CODH puede introducirse en mutante de supresién de pyrE y las
colonias resistentes a la claritromicina pueden verificarse mediante PCR, secuenciacion y transferencia de Southern.
Una vez que se ha confirmado la inactivacion por ClosTron de un CODH en este mutante de supresion de pyrE, se
puede introducir un plasmido de supresiéon de ACE que contiene pyrE como un marcador seleccionable negativo
para suprimir la otra CODH. Como etapa final, puede introducirse un plasmido de ACE con el gen pyrE para
restaurar la integridad de pyrE, lo que da como resultado un mutante de alteracion de CODH1 y CODH2 combinado
en un fondo TS con gen pyrE funcional.

Ejemplo 6 (ejemplo de referencia)

Este ejemplo demuestra la construccion e introduccién del plasmido de sobreexpresion de CODH/ACS en C.
autoethanogenum DSM 10061.

C. autoethanogenum DSM 10061 se obtuvo de la DSMZ, la coleccion alemana de microorganismos y cultivos
celulares, Inhoffenstrafe 7B, 38124 Braunschweig, Alemania. Se obtuvieron cepas de E. coli DH5a-T1R y XL1-Blue
MRF' de Invitrogen y Stratagene, respectivamente.

Las secuencias de ADN del promotor Wood-Ljungdahl (Pw.) (SEQ ID NO: 18) y las subunidades AcsA (SEQ ID NO:
12) y AcsB (SEQ ID NO: 14) de monodxido de carbono deshidrogenasa/acetil-CoA sintasa (CODH/ACS)
bifuncionales, ambas de C. autoethanogenum DSM10061, se obtuvieron a partir de la secuenciacion del genoma. Se
descubrié que el grupo de Wood-Ljungdahl de C. autoethanogenum estaba altamente expresado en condiciones
autotrofas (Képke, Curr Opin Biotechnol, 22: 320-325, 2011) de modo que se us6 PwL para la expresion de
CODH/ACS. Se aisl6 ADN gendémico de C. autoethanogenum DSM10061 usando un método modificado por
Bertram, Arch Microbiol, 151: 551-557, 1989. Se recogio6 un cultivo de una noche de 100 ml (6.000 x g, 15 min, 4 °C),
se lavd con tampoén de fosfato de potasio (10 mM, pH 7,5) y se suspendié en 1,9 ml de tampdn de STE (Tris-HCI 50
mM, EDTA 1 mM, sacarosa 200 mM; pH 8,0). Se afiadieron 300 pl de lisozima (~100.000 U) y la mezcla se incubd a
37 °C durante 30 min, seguido de la adicién de 280 pl de una solucion de SDS al 10 % (p/v) y otra incubacion
durante 10 min. Se digiri6 ARN a temperatura ambiente mediante la adicion de 240 pl de una solucién de EDTA (0,5
M, pH 8), 20 pl de Tris-HCI (1 M, pH 7,5) y 10 pl de RNasa A (Fermentas). Después, se afiadieron 100 ul de
proteinasa K (0,5 U) y tuvo lugar protedlisis durante 1-3 h a 37 °C. Finalmente, se afiadieron 600 pl de perclorato de
sodio (5 M), seguido de una extraccion con fenolcloroformo y una precipitacion con isopropanol. La cantidad y
calidad de ADN se inspecciond espectrofotométricamente.

El gen de CODH/ACS y Pw se amplificaron mediante PCR utilizando ADN polimerasa de alta fidelidad de Phusion
(New England Biolabs). La Pw. de 573 pb amplificada se clond en el vector lanzadera de E. coli-Clostridium pMTL
83151 (numero de referencia de GenBank FJ797647; Nigel Minton, Universidad de Nottingham; Heap, J Microbiol
Meth, 78: 79-85, 2009) utilizando sitios de restriccion Notl y Ndel y cepa DH5a-T1R (Invitrogen), lo que da como
resultado el plasmido pMTL83157. Dado que la secuencia codificante de CODH/ACS contiene un sitio Ndel interno,
se us6 PCR solapante de corte y empalme (SOE) (Warrens, Gene, 186: 29-35, 1997) para eliminar este sitio Ndel
sin alteracion del codon. Tanto el producto de PCR de 1946 pb de CODH/ACS como el plasmido pMTL83157 se
digirieron con Ndel y Sacl, y se ligaron para producir el plasmido pMTL83157-CODH/ACS (Fig. 4) (SEQ ID NO: 20).

La insercién del plasmido de expresion pMTL83157-CODH/ACS se secuencié completamente utilizando los
oligonucleodtidos CODH/ACS-Ndel-F (SEQ ID NO: 31) y CODH/ACS-Sacl-R (SEQ ID NO: 32). La secuenciacion de
Sanger utilizando cebadores CODH/ACS-Ndel-F y CODH/ACS-Sacl-R confirmé que el sitio Ndel interno de
CODH/ACS se habia alterado con éxito y estaba exento de mutaciones.
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Diana Oligonucledtido
PwL Pw.-Notl-F
PwL Pwi-Ndel-R

CODH/ACS | CODH/ACS-Ndel-F
CODH/ACS | CODH/ACS-Sacl-R
CODH/ACS | CODH/ACS-SOE-B
CODH/ACS |CODH/ACS-SOE-C

Los plasmidos pMTL83157 y pMTL83157-CODH/ACS se introdujeron en C. autoethanogenum DSM10061
conjugando con la cepa de E. coli donante CA434 como donante. Se cultivaron cepas donantes durante una noche
en medio LB complementado con 25 pg/ml de cloranfenicol y 100 ug/ml de espectinomicina. Se recogieron células
de 1,5 ml de cultivo mediante centrifugacion y se lavaron en solucién salina tamponada con fosfato (PBS). Dentro de
una estacion de trabajo anaerdbica, el sedimento de células del donante se resuspendioé en 200 ul de receptor de
crecimiento exponencial C. autoethanogenum DSM10061. La mezcla de conjugacion se aplicd puntualmente en
medio de agar YTF y se incub6 a 37 °C dentro de una estacion de trabajo anaerobica. Después de 24 horas, las
células se rasparon y se resuspendieron en 500 ul de PBS y se extendieron en medio de agar YTF complementado
con 7,5 ug/ml de tianfenicol (Sigma) y 10 pg/ml de trimetoprim (Sigma). Se seleccionaron transconjugantes de C.
autoethanogenum utilizando 7,5 pug/ml de tianfenicol mientras que la cepa de E. coli CA434 se contraselecciond
utilizando 10 pg/ml de trimetoprim. Se observaron colonias después de 3 dias de incubacién y se volvieron a
sembrar en estrias en el mismo medio de agar selectivo para purificacion.

Andlogamente, el plasmido podria introducirse en otros acetégenos carboxidotréficos, tales como C. ljungdahlii o C.
ragsdalei, utilizando protocolos similares.

Para comprobar la identidad de los transconjugantes, el ARNr 16s se amplificé y se secuencié por Sanger utilizando
los oligonucledtidos Univ-0027-F (SEQ ID NO: 25) y Univ-1492-R (SEQ ID NO: 26). Se extrajo ADN plasmidico de
transconjugantes de C. autoethanogenum y se transformaron en E. coli XL1-Blue MRF' (Stratagene) antes de llevar
a cabo el analisis de digestion de restriccién del plasmido. Esto se denomina habitualmente 'rescate de plasmido'
porque los plasmidos aislados de Clostridia no son de suficiente calidad para el analisis de digestion de restriccion.
La electroforesis en gel de los plasmidos digeridos por restriccion con Pmel y Fsel rescatados de transconjugantes
pMTL83157 mostrd la presencia de los fragmentos esperados (2600 pb y 2424 pb). La electroforesis en gel de los
plasmidos digeridos por restriccion con Ndel y Sacl rescatados de transconjugantes pMTL83157-CODH/ACS mostré
la presencia de los fragmentos esperados (4995 pb y 1932 pb).

Ejemplo 7 (ejemplo de referencia)

Este ejemplo demuestra el efecto de la sobreexpresion de CODH/ACS en C. autoethanogenum DSM 10061
cultivado en condiciones de CO.

El efecto de la sobreexpresion de CODH/ACS contra un control de plasmido (pMTL83157) se compard en
experimentos de crecimiento por lotes con CO como unica fuente de carbono y energia. En 100 % de CO, la cepa
con sobreexpresion de CODH/ACS mostré una reduccion en la fase de latencia del crecimiento de 4,2 dias, produjo
21 % mas etanol y produjo titulos de lactato 2,7 veces mayores generando al mismo tiempo cantidades similares de
acetato que el control del plasmido (Figs. 5A-5E).

Ambas cepas se cultivaron de forma autétrofa en 100 % de CO y se ensayaron por triplicado en frascos de suero de
250 ml que contenian 50 ml de medio de PETC y presurizados a 206,84 kPa (30 psi) de CO. El tianfenicol se
complemento hasta una concentracion final de 7,5 pg/ml. Se inoculé una DOeoo de valor 0,5 de cultivo activo en cada
frasco de suero y se recogieron muestras de fase liquida para mediciones de DO a una longitud de onda de 600 nm
y analisis de metabolitos mediante HPLC.

El analisis de metabolitos se realizé utilizando el sistema de HPLC Varian ProStar equipado con un RID (detector de
indice de refraccion) operado a 35 °C y una columna Biorad Aminex HPX-87H (1300 x 7,8 mm, tamafo de particula
9 pym) mantenida a 35 °C. Se utiliz6 agua ligeramente acidificada (H2SO4 0,005 M) como fase mévil con un caudal de
0,5 ml/min. Para eliminar proteinas y otros residuos celulares, las muestras se centrifugaron a 14000 rpm durante 5
minutos y el sobrenadante se filtré con filiros Spartan 13/0,2 RC. Después se inyectaron 20 pl del sobrenadante en
la HPLC para analisis.
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Ejemplo 8 (ejemplo de referencia)

Este ejemplo describe el efecto esperado de la sobreexpresion de CODH/ACS en C. ljungdahlii cultivado en
condiciones de CO.

El plasmido de sobreexpresion de CODH/ACS descrito anteriormente también se puede introducir en C. ljungdahilii.
C. ljungdahlii se puede cultivar en 100 % de CO. En estas condiciones, la C. ljungdahlii que sobreexpresa
CODH/ACS deberia mostrar una fase de latencia del crecimiento reducida mejorando al mismo tiempo la produccién
de etanol y lactato en al menos 20 %.

Ejemplo 9 (ejemplo de referencia)

Este ejemplo describe el efecto esperado de la sobreexpresién de CODH/ACS en C. autoethanogenum cultivado en
condiciones de CO2 + Ha.

La cepa con sobreexpresion de CODH/ACS y la cepa de control del plasmido de C. autoethanogenum pueden
cultivarse en medios PETC-MES con 80 % de CO2 y 20 % de Hz2 como unicas fuentes de carbono y energia. En
estas condiciones, la C. autoethanogenum que sobreexpresa CODH/ACS deberia mostrar una fase de latencia del
crecimiento reducida y produccion de etanol y lactato aumentada en al menos 20 %.

Ejemplo 10 (ejemplo de referencia)
Este ejemplo demuestra la inactivacion de CODH/ACS en C. autoethanogenum DSM10061.

El CODH/ACS cadena arriba (CAETHG_1621) de C. autoethanogenum DSM10061 se inactivd usando la
herramienta de alteracion génica mediada por intrones del grupo Il de ClosTron (Heap, J Microbiol Meth, 80: 49-55,
2010). El algoritmo de Perutka alojado en el sitio web de ClosTron se uso para identificar el sitio diana del intrén del
grupo Il entre las bases 142/143 en la cadena con sentido de CAETHG_1621. El mismo algoritmo se us6 para
disenar la regién de direccionamiento de intrones (SEQ ID NO: 17) que fue sintetizada comercialmente por DNA2.0
Inc. (CA) y administrada en el vector pTML0O07C-E2 (numero de referencia de GenBank HQ263410.1). El vector
final, pMTLO07C-E2-CODH/ACS-142! 143s, contenia un marcador de ermB activado por retro-transposicion (RAM)
que confirié resistencia a la claritromicina antibiética al insertarse en el sitio diana.

El plasmido pMTLO07C-E2-CODH/ACS-142!143s se conjugd en C. autoethanogenum DSM10061 como se ha
descrito anteriormente. Se seleccionaron transconjugantes de C. autoethanogenum utilizando 7,5 pg/ml de
tianfenicol mientras que la cepa de E. coli CA434 se contraseleccioné utilizando 10 pg/ml de trimetoprim. Se
observaron colonias después de 3 dias de incubacion. Primero se hicieron secuencialmente estrias de colonias
individuales en medios YTF complementados con 7,5 pg/ml de tianfenicol y 10 pg/ml de trimetoprim, seguidos de
medios YTF que contienen 6 pg/ml de claritromicina. Se seleccionaron aleatoriamente > 8 colonias para la insercion
del grupo Il por PCR (kit Maxime PCR PreMix) usando oligonucleétidos flanqueantes.

Cebador Gen diana Tamafio de amplicén Tamafio de amplicén
TS (pb) mutante (pb)
CODHACS-143s-F CODH/ACS |517 2317

CODHACS-143s-R

La amplificacién de colonias resistentes a claritromicina usando oligonucledtidos flanqueantes y analisis de
electroforesis en gel mostré la presencia de la banda de ClosTron mayor (> 2 kb) en lugar de la banda de tipo
silvestre menor (< 520 pb), lo que indicé que el intron del grupo 1l de ClosTron se habia insertado con éxito en el sitio
CODH/ACS especificado. Estos amplicones se purificaron utilizando el kit de purificacion de PCR QIAquick (Qiagen)
y la secuencia se validé mediante secuenciacion de Sanger (Source Bioscience, Reino Unido).

Como una etapa de validacion final, los clones verificados por PCR se sometieron a analisis de transferencia de
Southern para confirmar la insercion unica de ClosTron. Se aisl6 ADN gendmico de los mutantes ClosTron segun
Bertram, Arch Microbiol, 151: 551-557, 1989 y después se digiri6 con la enzima de restriccion Hindlll. Las
digestiones se sometieron a analisis de transferencia de Southern utilizando una sonda DIG marcada aleatoriamente
(Roche). Se utilizaron oligonucleétidos EBS2 (SEQ ID NO: 27) e Intrén-Sal I-R1 (SEQ ID NO: 28) para generar la
sonda, utilizando el plasmido pMTL007C-E2 como un molde. La sonda resultante se hibridd con el intrén del grupo 1.
El analisis de transferencia de Southern detectdé una Unica banda por clon mutante, lo que indica un Unico
acontecimiento de insercion del intrén del grupo Il en el genoma de C. autoethanogenum DSM10061. El mutante
validado se denomin6 CODH/ACS::CTermB-143s (o "mutante de desactivacion de CODH/ACS"). Para ensayo de
complementacion, el plasmido de sobreexpresion pMTL83157-CODH/ACS se conjugé en el mutante de
desactivacion de CODH/ACS.
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En consecuencia, es necesario CODH/ACS para el crecimiento autétrofo (CO o Hz + COz2) de C. autoethanogenum.
Ejemplo 11 (ejemplo de referencia)

Este ejemplo demuestra el efecto de la inactivacion de CODH/ACS en C. autoethanogenum DSM10061 cultivado en
fructosa.

Mientras que C. autoethanogenum no puede crecer en CO (Fig. 6A) o CO2 y H2 (Fig. 6B) después de la inactivacion
de la enzima CODH/ACS, la cepa todavia es capaz de crecer en azucares, tales como fructosa. Sorprendentemente,
se descubrié que, en estas condiciones, la cepa con inactivacion de CODH/ACS deja de producir acetato. Esto es
especialmente sorprendente ya que la formacién de acetato es normalmente una caracteristica distintiva de los
acetdgenos. Durante el crecimiento heterétrofo, los acetégenos normalmente fijan CO2 (producido durante el
metabolismo del azlcar) en presencia de Hz en biomasa y productos a través de las acciones de CODH/ACS y otros
genes de la ruta de Wood-Ljungdahl, también conocida como la ruta reductora de acetil-CoA.

El mutante de inactivacion de CODH/ACS, la cepa complementada y C. autoethanogenum DSM10061 TS se
cultivaron por triplicado en frascos de suero de 250 ml que contenian 50 ml de medio PETC complementado con 10
g/l de fructosa (concentracion final) en atmosfera de N2. Se inocul6 un equivalente de DOsoo 0,5 de cultivo activo en
cada frasco de suero y se recogieron muestras de fase liquida para mediciones de DO a una longitud de onda de
600 nm y analisis de metabolitos mediante HPLC.

La inactivacion de CODH/ACS redujo significativamente la DOsoo maxima en 61 % desde el nivel de TS de 4,53 a
1.77 (Fig. 7A). Esto también fue acompafiado de un aumento en la fase de latencia del crecimiento en el mutante de
desactivacion de CODH/ACS (Fig. 7A). La complementacién de la actividad de CODH/ACS por la expresion del
plasmido de pMTL83157-CODH/ACS en mutante de desactivacion aumentd la DOesoo maxima a 3.11 y también
acorté la fase de latencia del crecimiento mas cerca del nivel de TS (Fig. 7A).

Una caracteristica sorprendente del mutante de desactivacion de CODH/ACS es la falta de produccion de acetato,
ya que solo se detecté momentdneamente acetato 2,61 mM el dia 2,8 (Fig. 7B). Por el contrario, el TS produjo
acetato hasta 85,96 mM el dia 3,0 (Fig. 7B).

Sin produccion significativa de acetato, la mayor parte del carbono de la fructosa se desvid hacia productos
reducidos de etanol y 2,3-butanodiol en el mutante de desactivacion de CODH/ACS. La inactivacién de CODH/ACS
aumento los niveles maximos de etanol en 113 % desde el nivel de TS de 48,3 mM hasta 102,7 mM (Fig. 7C).
Asimismo, el nivel maximo de 2,3-butanodiol del mutante de desactivacion de CODH/ACS también fue 138 % mayor
que el TS (10,95 mM frente a 4,61 mM) (Fig. 7D). La expresion del plasmido de complementacion pMTL83157-
CODH/ACS en el mutante de desactivacion de CODH/ACS restauré con éxito los niveles de acetato, etanol y 2,3-
butanodiol més cercanos a los niveles de TS (Fig. 7B-7D), lo que confirma el papel de CODH/ACS en C.
autoethanogenum durante el crecimiento heterétrofo.

Sin desear quedar ligado a ninguna teoria particular, parece que la inactivacion de CODH/ACS evita que la ruta de
Wood-Ljungdahl actie como sumidero para reducir los equivalentes generados durante la glucdlisis, de modo que
los equivalentes reductores excesivos generen fuerza motriz para la produccion de etanol y 2,3-butanodiol (Fig. 8).

DESCRIPCION DE LAS SECUENCIAS

Las secuencias de acido nucleico y aminoacidos a las que se hace referencia en el presente documento se resumen
brevemente a continuacion.

SEQ ID| Tipo de secuencia| Descripcion Especie

NO:

1 aminoécido CODH1 Clostridium
autoethanogenum

2 acido nucleico CODH1 Clostridium
autoethanogenum

3 aminoacido CODH2 Clostridium
autoethanogenum

4 acido nucleico CODH2 Clostridium
autoethanogenum

5 aminoacido CODH1 Clostridium ragsdalei

6 acido nucleico CODH1 Clostridium ragsdalei

7 aminoacido CODH2 Clostridium ragsdalei
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(continuacién)

SEQ ID| Tipo de secuencia| Descripcion Especie
NO:
8 acido nucleico CODH2 Clostridium ragsdalei
9 aminoacido CODH2 Clostridium scatologenes
10 acido nucleico CODH2 Clostridium scatologenes
11 aminoacido AcsA1 Clostridium
autoethanogenum
12 acido nucleico AcsA1 Clostridium
autoethanogenum
13 aminoacido AcsA2 Clostridium
autoethanogenum
14 acido nucleico AcsA2 Clostridium
autoethanogenum
15 acido nucleico Regién de direccionamiento de intrones para Clostridium | Sintético
autoethanogenum CODH1
16 acido nucleico Region de direccionamiento de intrones para Clostridium | Sintético
autoethanogenum CODH2
17 acido nucleico Regién de direccionamiento de intrones para Clostridium | Sintético
autoethanogenum CODH/ACS
18 acido nucleico Regién promotora del grupo de Wood-Ljungdahl Clostridium
autoethanogenum
19 acido nucleico pyrE Clostridium
autoethanogenum
20 acido nucleico pMTL83157-CODH/ACS Sintético
21 acido nucleico CODH1-601s-F Sintético
22 acido nucleico CODH1-601s-R Sintético
23 acido nucleico CODH2-529s-F Sintético
24 acido nucleico CODH2-529s-R Sintético
25 acido nucleico Univ-0027-F Sintético
26 acido nucleico Univ-1492-R Sintético
27 acido nucleico EBS2 Sintético
28 acido nucleico Intron-Sall-R1 Sintético
29 acido nucleico PwL-Notl-F Sintético
30 acido nucleico PwL-Ndel-R Sintético
31 acido nucleico CODH/ACS-Ndel-F Sintético
32 acido nucleico CODH/ACS-Sacl-R Sintético
33 acido nucleico CODH/ACS-SOE-B Sintético
34 acido nucleico CODH/ACS-SOE-C Sintético
35 acido nucleico CODHACS-143s-F Sintético
36 acido nucleico CODHACS-143s-R Sintético

Se ha de interpretar que los términos "un", "uno/una" y "el/la" y referentes similares en el contexto de descripcion de
la invencién (especialmente en el contexto de las siguientes reivindicaciones) abarcan tanto el singular como el
plural, a menos que se indique lo contrario en el presente documento o se contradiga claramente por el contexto.
Las expresiones "que comprende", "que tiene", "que incluye", y "que contiene" se deben interpretar como
expresiones abiertas (es decir, que significan "incluyendo, pero sin limitacion") a menos que se indique otra cosa. La
enumeracion de intervalos de valores en el presente documento esta destinada meramente a servir como un método
abreviado para referirse individualmente a cada valor separado que se encuentre dentro del intervalo, a menos que
se indique otra cosa en el presente documento y cada valor por separado se incorpora en la memoria descriptiva
como si se citase de manera individual en el presente documento. Todos los métodos descritos en el presente
documento se pueden realizar en cualquier orden adecuado a menos que se indique otra cosa en el presente
documento o se contradiga claramente de otro modo por el contexto. El uso de todos y cada uno de los ejemplos, o
lenguaje ejemplar (por ejemplo, "tal como") proporcionado en el presente documento, esta destinado meramente a
iluminar mejor la invencion y no plantea una limitacién en el alcance de la invencion a menos que se reivindique otra
cosa. Ningun lenguaje en la memoria descriptiva deberia interpretarse como indicativo de que cualquier elemento no
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reivindicado es esencial para la practica de la invencion.

Se describen en el presente documento realizaciones preferidas de esta invencion.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> LanzaTech New Zealand Limited

<120> BACTERIA MODIFICADA POR INGENIERIA GENETICA CON ACTIVIDAD DE MONOXIDO DE

CARBONO DESHIDROGENASA (CODH) ALTERADA

<130> LT105WO1

<150> 62/036.101
<151> 11/08/2014

<150> 62/036.104
<151> 11/08/2014

<150> 62/036.107
<151> 11/08/2014

<160> 36

<170> Patentln version 3.5
<210> 1

<211> 626

<212> PRT

<213> Clostridium autoethanogenum

<400> 1
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Ile

Asp

355

Asp

Tyr

Pro

Arg

Ser

180

Asp

Gly

Gly

Thr

Ala

260

Gln

Gly

Gly

Gly

Glu

340

Val

Arg

Lys

Lys

Leu

165

Glu

Pro

Ile

Glu

Asp

245

His

Ala

Gln

His

Ile

325

Pro

Ser

Glu

Asn

ES 2728726 T3

Phe

150

Glu

val

val

Tyr

Pro

230

Tyr

Leu

val

Asp

Ala

310

Asp

Ile

Lys

Lys

Arg

Glu

Asn

Phe

Asp

Gly

215

Ala

Ile

Gln

Gly

Leu

295

Gly

Ala

Ala

Lys

Ile
375

Lys

Trp

Asp

Met

200

Leu

Ile

Asn

Glu

Ala

280

Gln

Asn

Ile

Asp

Ser

360

Ser

Ser

Met

Asn

Gly

185

Leu

Thr

Arqg

Leu

Glu

265

Lys

Leu

Asn

val

Lys

345

Asn

Asn

Lys

22

Glu

Lys

170

val

Leu

Leu

Pro

Met

250

Leu

Gly

Arg

Phe

Ser

330

Phe

Ala

His

val

val

155

Leu

val

Asn

Thr

Ala

235

Ile

vVal

Phe

Gly

Thr

315

Glu

Met

Glu

val

Thr

Ile

Asn

Lys

Cys

Asn

220

Lys

Thr

Lys

Lys

Lys

300

Ser

Phe

Val

Tyr

Ile

380

Met

Asn

Ile

Thr

Leu

205

Leu

val

Gly

Pro

Leu

285

Tyr

Glu

Asn

Lys

Val

365

Asp

Asn

Lys

Met

Ser

190

Lys

Leu

Gly

His

Glu

270

val

Tyr

Ala

Cys

Met

350

Glu

Thr

Ile

Leu

Pro

175

Thr

Leu

Asn

Phe

Gln

255

Ala

Gly

Thr

Leu

Thr

335

Ile

Tyr

Ala

Pro

Ala

160

Gly

Asn

Gly

Asp

Lys

240

His

val

Cys

Asp

Ile

320

Leu

Cys

Ser

Ile

Lys



5

385

Asn

Lys

Ala

Thr

Ile

465

Leu

Asp

Asn

Glu

Leu

545

Phe

Ile

Ala

Leu
625

<210> 2
<211> 1881
<212> ADN

His

Ser

Gly

Ala

450

Lys

Glu

Ser

Phe

Leu

530

Ser

Gly

Gly

Leu

Asp

610

Asn

Gly

Phe

Lys

435

Lys

Arg

Asn

Leu

Gly

515

Ala

Ala

Leu

Gly

Thr

595

Lys

Phe

Leu

420

Ile

Gly

Asn

Val

Lys

500

Pro

Glu

Pro

Ala

Ser

580

Gly

Leu

Asp

405

Gly

Lys

His

Ile

Gly

485

Glu

Cys

Tyr

Gln

Leu

565

Lys

Gly

Glu

ES 2728726 T3

390

Asp

Gly

Gly

Asp

Ile

470

Leu

Val

Leu

Leu

550

Gly

val

Lys

Glu

val

Ser

Val

Val

455

Val

Met

Cys

Ala

Lys

535

Leu

Leu

Val

Leu

Thr
615

Ile

Trp

Ala

440

Phe

Leu

Ser

Lys

Ile

520

Ile

Glu

Pro

Thr

Ile

600

Ile

Thr

Lys

425

Gly

Thr

Ser

Pro

Ser

505

Gly

Asp

Glu

Leu

Lys

585

Ile

Leu

23

Gly

410

Pro

Ile

vVal

Ala

Gly

490

Leu

Arg

Ile

Gln

His

570

Val

Glu

Ala

395

val

Leu

val

Glu

Gly

475

Ala

Gly

Leu

Pro

Ala

555

Leu

Leu

Asp

Arg

Ser

val

Gly

Leu

460

Cys

Ala

Ile

Glu

Gln

540

Leu

Ala

Cys

Asp

Arg
620

Glu

Asp

Cys

445

Thr

Ser

Glu

Pro

Ile

525

Leu

Ala

Ile

Glu

Ile

605

Lys

Gly

Leu

430

Ser

Lys

Ser

Leu

Pro

510

Val

Pro

Asp

Ser

Asp

590

Ile

Ser

Ser

415

Ile

Asn

Glu

Gly

Ala

495

Val

Ala

Leu

Gly

Pro

575

Met

Lys

Leu

400

Leu

Ala

Leu

Leu

Gly

480

Gly

Leu

Lys

val

Ser

560

Phe

Glu

Ala

Gly
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<213> Clostridium autoethanogenum

<400>2

atgtcaaata
ctagatggtg
ggtcagctag
gctccaagag
gctgtagetg
aaatccatag
gaaaaattag
gtattaaagg
tatgcaccta
gaagtttttg
cttctaaatt
ttattaaatg
gttgtagata
catcttcaag
aaaggattca
tactatactg
gcaactggag
ccaatagctg
aatgcagaat
gatacagcta
aaccatggcet
ggtggcagct
ggaatagtag
acaaaagaac
cttgaaaatg
gaagtatgta
ggaagattgg
cttccacttg

tttggtcttg

acaaaatttg
tagaaacttc
gagtctgctg
gagtatgtgg
ccggcagtgg

gtgaaaccgg

gtataacaga
acttatacaa
gactagaaaa
atggtgtagt
gtttaaaact
acatagtttt
cggattatat
aagaacttgt
aactagttgg
atgttttctc
gtatagatgc
ataagttcat
atgtagaata
ttgaaagcta
ttgatgacgt
ggaaacctct
gttgttcaaa
ttataaagag
taggacttat
agagcctagg
aaattgtagc
tactttetge

cccttggatt

taaatcagca
tcatcatagg
tagactctgt
tgctagtget
atgttatatt
cggcgagata
atctgaccca
accaaaattt
ttggaacaaa
aaaaacttct
tggaatatcc
aggtgaacct
aaatttgatg
aaaacctgaa
atgtacctgt
cggccatgea
aatagtatct
ggttaaaatg
ttcctttaaa
taagaacaga
cataacaggt
agtagactta
cttaactgcc
aaatataatt
gtctccagga
aataccacct
aaaagaacta
acctcaatgg

accacttcac

gataaggtac
gtagaaagcc
gcaaacggtc
gataccatgg
catatagtcg
aaaggaatga
cataaaaaaqg
gaaaaaatgg
ttaaatataa
acaaatctaa
actggaattt
gctataagac
ataacaggcc
gctgtaaaaa
gtaggacagg
ggaaataatt
gaattcaact
atatgcctag
gatagagaaa
agatctaaag
gtaagtgaag
attgctgctg
aaaggtcatg
gtgctttcetg
gctgctgaac
gtactaaatt
gcagaatatc
cttgaagaac

cttgctatat

24

ttgaaaagtt
aaagtgttaa
cctgtaggat
ttgcaagaaa
aaaatacagc
atgctctcaa
ctgtactagt
aagttataaa
tgecetggegg
acagtgaccc
atggacttac
ctgcaaaagt
accagcactc
aggcccaagc
atttacagtt
ttacaagtga
gtactcttce
atgacgtttc
aaataagcaa
ttacaatgaa
gttccttaaa
gaaaaattaa
atgtatttac
caggttgttc
ttgcaggaga
ttggtccatg
taaaaataga
aagcattagc

ctcecttttat

tataggttct
atgtggtttt
aacacctaaa
ctttcttaga
tagaaacgta
tacactggca
agctgatgcc
taaattagct
tgcaaaatca
tgtagatatg
ccttacaaat
tggttttaaa
catgattgcc
agttggtgct
aagaggtaaa
agccttaata
tggcatcgag
taaaaaatca
ccatgttata
tattcctaaa
atctttectta
aggtgttgct
agtagaactt
aagtggtgga
tagcttaaaa
tcttgcetatt
tattccacag
agatggaagt

tggtggaagt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740
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aaagtggtaa caaaagtttt atgtgaagac atggaaaatc taacaggcgg caagcttata

atagaagacg atataataaa agctgcagat aaattagaag aaaccatact tgcaagaagg

aaaagcttag gtcttaatta a

<210>3
<211> 643
<212> PRT

<213> Clostridium autoethanogenum

<400> 3

Met

1

Glu

Ile

Glu

Cys

65

Gly

Leu

Ala

Ile

Asp

145

Leu

Asp

Ser

Gly

Arg

Lys

50

Ser

Val

Lys

Phe

Lys

130

Thr

Glu

Val

Gln Thr Thr

Arg

Glu

35

Ile

Gln

Cys

Asn

Arg

115

Asp

Ser

Ala

Phe

val

20

Asp

Arg

Gly

Gly

Ile

100

Thr

Leu

Gly

Glu

Ser
180

5

Ser

Gly

Cys

Pro

Ile

85

Met

Leu

Asp

Asp

Met

165

Pro

ES 2728 726 T3

Tyr

Met

Lys

Cys

70

Gly

Gly

Arg

Lys

Thr

150

Gly

Arg

Glu

His

Ser

Phe

55

Arg

Pro

Ala

Glu

Leu

135

Asn

Lys

Lys

Lys

Asp

Asn

40

Cys

Ile

Asp

Gly

Thr

120

Lys

Lys

Asp

Arg

Asn

Ser

25

Val

Leu

Asn

Ala

Thr

105

Gly

Trp

Met

val

Lys
185

25

Glu

10

vVal

Phe

Glu

Leu

Met

90

Tyr

Glu

Met

Ala

Glu

170

Lys

Thr

Glu

Asp

Gly

Lys

75

Ala

Ser

Gly

Cys

vVal

155

Glu

vVal

Ile

Glu

Leu

60

Gly

Met

His

Lys

Gln

140

Asp

Pro

Trp

Arg

Met

Trp

45

Ser

Glu

Arg

His

Thr

125

Lys

Leu

Ser

Lys

Glu

Leu

30

Ser

Cys

Gln

Asn

Ala

110

Pro

val

Ala

Val

Asp
190

Arg

15

Lys

Ser

Gln

Lys

Met

95

Tyr

Phe

Gly

Asn

Met

175

Leu

Thr

Arg

Gln

Leu

Lys

80

Leu

Glu

Thr

Ile

Phe

160

val

Gly

1800

1860

1881



Ile

Cys

Leu

225

Met

vVal

Gly

Gln

Ile

305

val

Pro

Cys

Leu

Ile

385

Asp

Lys

Ala

Tyr

Leu

210

Arg

Val

Asp

His

Gln

290

val

Asp

Leu

Ser

Val

370

Pro

Val

Val

Pro

195

Thr

Leu

Gln

Leu

Gln

275

Ile

Gly

Asp

Leu

Pro

355

Gly

Tyr

Ala

Pro

Leu
435

Ser

Asn

Gly

Asp

Gly

260

Pro

Gln

Ser

val

Ala

340

Pro

val

Asn

Ile

Lys

420

Lys

Gly

Val

Leu

Ile

245

Ile

Trp

Glu

Ile

Phe

325

Thr

Ala

Ser

Pro

Glu

405

Ile

Ala

ES 2728726 T3

val

Asp

Ser

230

Leu

Met

Ala

Arg

Glu

310

val

Gly

Ile

Thr

Glu

390

Asn

Thr

Leu

Val

Gly

215

Thr

Phe

Asp

Gly

Ala

295

Thr

Gly

Thr

Asp

Ile

375

Lys

Phe

Gln

Gly

His

200

Asp

Ile

Gly

Pro

val

280

Lys

Gly

Leu

Val

His

360

Ile

val

Lys

Lys

Asn
440

Glu

Tyr

Tyr

Thr

Glu

265

Ala

Ala

Gln

Asp

345

Tyr

Gly

Gly

Lys

Ala
425

Lys

26

Glu

val

Thr

Pro

250

Tyr

Thr

Vval

Glu

Gly

330

Val

Ala

Ile

Glu

Arg

410

Ile

Gln

Ser

Ala

235

Thr

Ile

Ile

Gly

Leu

315

Asp

Leu

Glu

Pro

Met

395

Lys

Ala

Asp

Asn

Leu

220

Gln

Pro

Asn

Gln

Ala
300

Trp

Ala

Lys

Gly

380

Ala

Asp

Gly

Pro

Ala

205

Ala

Ile

His

Ile

Lys

285

Lys

Gln

Leu

Met

Tyr

365

Leu

Asp

Asn

Phe

Leu
445

vVal

Lys

Gly

Glu

val

270

Ala

Gly

Arg

Ser

Glu

350

Gln

Asn

Lys

Ile

Ser

430

Val

Ala

Lys

Leu

Val

255

Phe

Lys

Leu

Phe

Ile

335

Glu

val

His

Thr
415

Thr

Asp

Ser

Ala

Glu

240

Asn

Asn

Met

Arg

Glu

320

Glu

Asn

Thr

Met

Ile

400

Pro

Glu

vVal



Ile

Thr

465

Glu

His

Ala

val

val

545

Ile

Gly

Pro

val

Glu

625

Leu

<210>4
<211> 1932
<212> ADN

Lys

450

Leu

Leu

Ala

Gly

Leu

530

Thr

Ala

Leu

Phe

Glu

610

Ala

Gly

Ala

Arg

Ile

Leu

Gln

515

Ser

Glu

val

Phe

Leu

595

Asn

Ala

Leu

Gly

Asn

Lys

Glu

500

Gly

Phe

Leu

Thr

Ala

580

Thr

Leu

Asp

Lys

Gly

Lys

485

val

Leu

Gly

Ala

Ala

565

val

Gly

Thr

Asn

<213> Clostridium autoethanogenum

<400> 4

ES 2728 726 T3

Ile

Pro

470

Asp

Ala

Glu

Thr

Asn

550

Pro

Ala

Ala

Gly

Ile
630

Lys

455

Gln

Ile

Gly

Glu

Cys

535

His

Glu

Tyr

Glu

Gly

615

Glu

Gly

Asp

Leu

Leu

Val

520

Thr

Leu

Trp

Gly

Gln

600

Lys

Ala

Ile

Trp

Val

Cys

505

Cys

Asp

Asp

Met

Ala

585

Leu

Val

His

val

Asn

Vval

490

Asn

Asn

Thr

Vval

Glu

570

Tyr

val

Ala

Ile

Ala

Thr

475

Ala

Leu

Met

Gly

Asp

555

Gln

Thr

Lys

Leu

Leu
635

Leu

460

Val

Gly

Asp

Leu

Arg

540

Ile

Lys

His

Leu

Gly

620

Ser

Ala

Asn

Gly

Ala

Lys

525

Ile

Pro

Ala

Leu

Leu

605

Asp

Lys

Asn

Leu

Cys

Ile

510

Ile

Ser

Asp

Thr

Ser

590

Thr

Asn

Arg

Cys

Val

Gly

495

Asn

Pro

Met

Leu

Ile

575

Pro

Glu

Pro

Glu

Ser

Lys

480

Asn

Met

Pro

Leu

Pro

560

Asp

Thr

Asp

Lys

Gly
640

atgagtcaaa ctacactaga aaaaaatgaa actatacgag aaagaacaga agggcgagtt

agctatcacg attctgtaga ggaaatgctt aaaagaatca gagaagatgg tatgtcaaat

27

60

120
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gtatttgaca gatggtcctc tcaagaaaaa attagatgta agttttgcct agaaggattg 180
agctgtcaat tgtgttctca aggcccctge agaattaatc ttaaaggaga acagaaaaaa 240
ggtgtttgtg gaattggccec agatgctatg gcaatgcgaa atatgttact taaaaacata 300
atgggagctg gtacatatag ccatcatgca tatgaagcct ttagaacatt aagagaaact 360
ggggaaggca agactccatt tacaattaaa gacttggata aactcaaatg gatgtgccag 420
aaagttggaa ttgatacaag tggagatact aataaaatgg cagtggatct ggcaaacttt 480
ttggaagctg aaatgggtaa agatgtagag gaacccagtg ttatggtaga tgtgttttca 540
ccaaggaaga gaaaaaaagt ttggaaagat cttggaattt atccttcagg agtagttcac 600
gaagagcaaa atgcagtagc aagttgctta acaaatgttg atggagatta tgtatcatta 660
gctaaaaaag cgctgceggtt aggcctatca actatttata cagcacaaat aggacttgaa 720
atggtacagg atatactttt tggcacgcct acaccccatg aggtaaatgt ggacttagga 780
attatggatc cagagtatat aaatattgta tttaatggac atcaaccttg ggctggtgtt 840
gctaccattc aaaaggcaaa gatgcagcag atacaggaaa gagcaaaggc agttggtgea 900
aaagggctta gaatagttgg gtcaattgaa acagggcagg agctattaca aagatttgaa 960
gtagatgatg tatttgtagg tttaatggga gattggctat ctatagaacc acttcttgcet 1020
acaggtacag ttgatgttet tgcaatggaa gaaaactgtt ctccacctge aatagatcat 1080
tatgctgaaa agtatcaggt aactttagta ggggtaagta ctattatagg tattccggga 1140
ttaaatcata tgattccata taatcctgaa aaagtgggtg aaatggctga caaattgatt 1200
gatttggcca ttgaaaattt taaaaagaga aaggataaca ttacaccaaa ggttcctaaa 1260
ataacacaga aagcaatagc aggtttttct actgaagcag ttttaaaagec tttaggaaat 1320
aagcttgatc cacttgttga tgttattaag gcaggaaaga ttaaaggaat tgtggctttg 1380
gcaaattgtt caactctaag aaatggtcct caagattgga atacagttaa tctggtaaag 1440
gaattgatta aaaaggatat tttagttgtg gectggtgggt gecggcaatca tgetcttgaa 1500
gtagcagggc tgtgcaacct agatgcaata aacatggctg gccaaggatt agaagaagta 1560
tgcaatatge taaagattcec teccagttecta agetttggaa cttgtacaga tacgggaaga 1620
atatccatgc ttgttacaga acttgctaat caccttgatg tagatatacc agatcttecct 1680
attgcagtaa cggcccccga gtggatggaa caaaaagcta ctatagatgg tttatttgea 1740
gtagcctatg gggcatatac acatttatct ccgaccccat ttctaacagg tgcagaacag 1800
cttgtaaagec ttcttactga ggatgtagag aatttaacag gaggtaaagt tgcattagga 1860
gacaatccca aagaggcagc tgataatatt gaagcacata tattaagtaa aagagagggt 1920
ttggggttat aa 1932

<210>5

<211> 633

<212> PRT

<213> Clostridium ragsdalei

28



<400>5

Met

Phe

Ser

Leu

val

65

Ala

Ala

Met

Asp

Leu

145

Tyr

Gly

Val

Leu

Ser

Ile

Gln

Cys

50

Cys

Val

Arg

Asn

Pro

130

Tyr

Ala

Ala

Val

Asn
210

Asn

Gly

Ser

35

Ala

Gly

Ala

Asn

Ala

115

His

Lys

Pro

Lys

Lys

195

Cys

Asn

Ser

20

val

Asn

Ala

Ala

vVal

100

Leu

Lys

Pro

Arg

Ser

180

Thr

Leu

Lys

Leu

Lys

Gly

Ser

Gly

Lys

Asn

Lys

Lys

Leu

165

Glu

Ser

Lys

Ile

Asp

Cys

Pro

Ala

70

Ser

Ser

Thr

Ala

Phe

150

Glu

Val

Thr

Leu

ES 2728726 T3

Cys

Gly

Gly

Cys

55

Asp

Gly

val

Leu

val

135

Glu

Asn

Phe

Asn

Gly
215

Lys

Val

Phe

40

Arg

Thr

Cys

Gly

Ala

120

Leu

Lys

Trp

Met

Leu

200

Ile

Ser

Glu

25

Gly

Ile

Met

Tyr

Glu

105

Glu

vVal

Met

Asn

Gln

185

Asn

Ser

29

Ala

10

Thr

Gln

Thr

val

Ile

90

Thr

Lys

Ala

Glu

Lys

170

Asn

Ser

Thr

Asp

Ser

Leu

Pro

Ala

75

His

Gly

Leu

Asp

val

155

Leu

Gln

Asp

Gly

Lys

His

Gly

Lys

60

Arg

Ile

Gly

Gly

Ala

140

Ile

Asn

Lys

Pro

Ile
220

Val

His

Val

45

Ala

Asn

val

Glu

Ile

125

vVal

Asn

Ile

Phe

Val

205

Tyr

Leu

Arg

30

Cys

Pro

Phe

Glu

Ile

110

Thr

Leu

Lys

Met

Phe

190

Asp

Gly

Glu

15

val

Cys

Arg

Asn

95

Lys

Glu

Lys

Pro
175

Asp

Met

Lys

Glu

Arg

Gly

Arg

80

Thr

Gly

Ser

Asp

Ala

160

Gly

Gly

Leu

Thr



Leu

225

Pro

Met

Leu

Gly

Arg

305

Phe

Ser

Phe

Ala

His

385

val

Gly

Pro

Ile

val
465

Thr

Ala

Ile

val

Phe

290

Gly

Thr

Glu

Met

Glu

370

val

Thr

Val

Leu

Val

450

Glu

Asn

Lys

Thr

Lys

275

Lys

Lys

Ser

Phe

Val

355

Tyr

Ile

Met

Ser

val

435

Gly

Leu

vVal

Gly

260

Pro

Leu

Tyr

Glu

Asn

340

Lys

val

Asp

Asn

Glu

420

Asp

Cys

Thr

Leu

Gly

245

His

Glu

Val

Tyr

Ala

325

Cys

Met

Glu

Thr

Ile

405

Gly

Leu

Ser

Lys

ES 2728726 T3

Asn

230

Phe

Gln

Ala

Gly

Thr

310

Leu

Thr

Ile

Tyr

Ala

390

Pro

Ser

Ile

Asn

Glu
470

Asp

Lys

His

val

Cys

295

Asp

Ile

Leu

Cys

Ser

375

Ile

Lys

Leu

Ala

Leu

455

Leu

Ile

val

Ser

Lys

280

Thr

val

Ala

Pro

Leu

360

Phe

Glu

Asn

Lys

Ala

440

Thr

Ile

Ile

Val

Met

265

Lys

Cys

Phe

Thr

Gly

345

Asp

Lys

Ser

His

Ser

425

Gly

Ala

Lys

30

Leu

Asp

250

Ile

Ala

val

Ser

Gly

330

Ile

Asp

Asp

Tyr

Gly

410

Phe

Lys

Lys

Arg

Gly

235

Thr

Ala

Gln

Gly

Gly

315

Gly

Glu

val

Arg

Lys

395

Phe

Leu

Ile

Gly

Asn
475

Glu

Asp

His

Ala

Gln

300

His

Ile

Pro

Ser

Glu

380

Glu

Asp

Gly

Lys

His

460

Ile

Pro

Tyr

Leu

Val

285

Asp

Ala

Asp

Ile

Lys

365

Lys

Arg

Asp

Gly

Gly

445

Asp

Ile

Ala

Ile

Gln

270

Gly

Leu

Gly

Ala

Ala

350

Lys

Ile

val

Ser

430

val

Vval

val

Ile

Asn

255

Glu

Ala

Gln

Asn

Ile

335

Asp

Ser

Ser

Ser

Ile
415

Trp

Ala

Phe

Arg

240

Glu

Lys

Leu

Asn

320

val

Lys

Asn

Asn

Lys

400

Thr

Lys

Gly

Thr

Ser
480
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Ala Gly Cys Ser

Gly Ala Ala Glu
500

Leu Gly Ile Pro
515

Arg Leu Glu Ile
530

Ile Pro Gln Leu
545

Gln Ala Leu Ala

His Leu Ala Ile
580

Val Leu Cys Glu
595

Glu Asp Asp Val
610

Ala Arg Arg Lys
625

<210>6

<211> 1882

<212> ADN

<213> Clostridium ragsdalei
<400>6

atgtcaaata acaaaatttg
ctagatggtg tagaaacttc
ggtcagctag gagtctgctg
gctccaagag gagtatgtgg
gctgtagctg ccggcagtgg
aaatcagtag gtgaaaccgg

gaaaaacttg gtataacaga

gtattaaagg acttatacaa

Ser

485

Leu

Pro

vVal

Pro

Asp

565

Ser

Asp

Ile

Ser

ES 2728 726 T3

Gly

Ala

val

Ala

Leu

550

Gly

Pro

Met

Lys

Leu
630

Gly

Gly

Leu

Lys

535

Val

Ser

Phe

Glu

Ala

615

Gly

taagtcagca

tcatcatagg

tagactctgt

tgctagtget

atgttatatc

cggagagata

atctgaccca

accaaaattc

Leu

Asp

Asn

520

Glu

Leu

Phe

Ile

Asn

600

Ala

Leu

gataaggtac
gtagaaagcc
gcaaacggtc
gataccatgg
catatagtcg
aaaggaatga
cataaaaaag

gaaaaaatgg

Glu

Ser

505

Phe

Leu

Ser

Gly

Gly

585

Leu

Asp

Asn

31

Asn Val Gly
490

Leu Lys Glu

Gly Pro Cys

Ala Glu Tyr
540

Ala Pro Gln
555

Leu Ala Leu
570

Gly Ser Lys

Thr Gly Gly

Lys Leu Glu
620

Leu Met Ser
495

Val Cys Lys
510

Leu Ala Ile
525

Leu Lys Ile

Trp Leu Glu

Gly Leu Pro
575

Val Val Thr
590

Lys Leu Ile
605

Glu Thr Ile

ttgaaaagtt tataggttct
aaagtgttaa atgtggtttt
cctgcagaat aacacctaaa
ttgcaagaaa ctttcttaga
aaaatacagc tagaaacgta
atgctctcaa caccctagca
ctgtactagt agctgatgcc

aagttataaa taaattagct

Pro

Ser

Gly

Asp

Glu

560

Leu

Lys

Ile

Leu

60

120

180

240

300

360

420

480



ES 2728726 T3

tatgcaccta gactagaaaa ttggaacaaa ttaaatataa tgcctggcgg tgcaaaatca 540
gaagtttttt gatggtgtag taaaaacttc tacaaatcta aacagcgacc ctgtagatat 600
gcttctaaat tgtttaaaac ttggaatatc cactgggatt tacggactta cccttacaaa 660
tttattaaat gacataattt taggtgaacc tgctataaga cctgcaaaag ttggttttaa 720
agttgtagat acggattata taaatttgat gataacaggc caccagcact ccatgattgc 780
ccaccttcaa gaagaacttg taaaacctga agctgtaaaa aaagcccaag cagttggtge 840
taaaggattc aaactagttg gatgtacctg tgtcggacag gatttacagt taagaggtaa 900
atactatact gatgttttct ccggtcatge aggaaataac tttacaagtg aagccttaat 960
agcaactgga ggtatagatg caatagtatc tgaatttaac tgtactcttc ctggcatcga 1020
gccaatagct gataagttca tggttaaaat gatatgccta gatgacgttt ctaaaaaatc 1080
aaatgcagaa tatgtagaat actcttttaa agatagagaa aaaataagca accatgttat 1140
agatacggct attgaaagtt ataaggaaag aagatctaaa gttacaatga atattcctaa 1200
aaaccatgge tttgatgacg tcataacagg tgtaagtgaa ggttccttaa aatccttcett 1260
aggcggaagt tggaaacctc ttgtagactt aattgctget ggaaaaatta aaggtgttge 1320
tggaatagta ggttgttcaa acttaactgc caaaggtcac gatgtattta cagtagaact 1380
tacaaaagaa ctcataaaga gaaatataat tgtactttct gcaggttgtt caagtggtgg 1440
acttgaaaat gtaggactta tgtctccagg agctgctgaa cttgcaggag atagcttaaa 1500
agaagtatgt aagagcctag gtataccacc tgtactaaat tttggtccat gtcttgectat 1560
tggaagattg gaaattgtag caaaagaact agcagaatac ctaaaaatag atattccaca 1620
gcttccactt gtgctttctg cacctcaatg gcttgaagaa caagcattgg cagatggaag 1680
ttttggtett gcccttggat taccacttca ccttgectata tcteccttteca ttggtggaag 1740
caaagtggta acaaaagttt tatgtgaaga tatggaaaat ctaacaggcg gcaagcttat 1800
aatagaagac gatgtaataa aagctgcaga taaattagaa gaaaccatac ttgcaagaag 1860
gaaaagctta ggtcttaatt aa 1882

<210>7

<211> 643

<212> PRT

<213> Clostridium ragsdalei

<400>7

Met Ser Gln Thr Thr Leu Glu Lys Asn Glu Thr Ile Arg Glu Arg Thr
1 5 10 15

Glu Gly Arg Val Ser Tyr His Asp Ser Val Glu Glu Met Leu Lys Arg
20 25 30

32



Ile

Glu

Cys

65

Gly

Leu

Ala

Ile

Asn

145

Leu

Asp

Ile

Cys

Leu

225

Met

vVal

Gly

Arg

Lys

50

Ser

Val

Lys

Phe

Lys

130

Thr

Glu

Val

Tyr

Leu

210

Arg

Ala

Asp

His

Glu

35

Ile

Gln

Cys

Asn

Arg

115

Asp

Ser

Ala

Phe

Pro

195

Thr

Leu

Gln

Leu

Gln
275

Asp

Arg

Gly

Gly

Ile

100

Thr

Val

Gly

Glu

Ser

180

Ser

Asn

Gly

Asp

Gly

260

Pro

Gly

Cys

Pro

Ile

85

Met

Leu

Asp

Asp

Met

165

Pro

Gly

Val

Leu

Ile

245

Ile

Trp

ES 2728726 T3

Met

Lys

Cys

70

Gly

Gly

Arg

Lys

Thr

150

Gly

Arg

val

Asp

Ser

230

Leu

Met

Ser

Phe

55

Arg

Pro

Ala

Glu

Leu

135

Asn

Lys

Lys

Val

Gly

215

Thr

Phe

Asp

Gly

Asn

40

Cys

Ile

Asp

Gly

Thr

120

Lys

Lys

Asp

Arg

His

200

Asp

Ile

Gly

Pro

vVal
280

val

Leu

Asn

Ala

Thr

105

Gly

Trp

Met

val

Lys

185

Glu

Tyr

Tyr

Thr

Glu

265

Ala

33

Phe

Glu

Leu

Met

90

Tyr

Glu

Met

Ala

Glu

170

Lys

Glu

Val

Thr

Pro

250

Tyr

Thr

Asp

Gly

Lys

75

Ala

Ser

Gly

Cys

Val

155

Glu

Val

Gln

Ser

Ala

235

Thr

Ile

Ile

Arg

Leu

60

Gly

Met

His

Lys

Gln

140

Asn

Pro

Trp

Asn

Leu

220

Gln

Pro

Asn

Gln

Trp

45

Ser

Glu

Arg

His

Thr

125

Lys

Leu

Ser

Lys

Ala

205

Ala

Ile

His

Ile

Lys
285

Ser

Cys

Gln

Asn

Ala

110

Pro

Val

Ala

Val

Asp

190

Val

Lys

Gly

Glu

Val

270

Ala

Ser

Gln

Lys

Met

95

Tyr

Phe

Gly

Asn

Met

175

Leu

Ala

Lys

val
255

Phe

Lys

Gln

Leu

Lys

80

Leu

Glu

Thr

Ile

Phe

160

Val

Gly

Ser

Ala

Glu

240

Asn

Asn

Met



Gln

Ile

305

val

Pro

Cys

Leu

Ile

385

Asp

Lys

Ala

Ile

Thr

465

Glu

His

Ala

val

Gln
290

Val

Asp

Ser

Val

370

Pro

Leu

Val

vVal

Lys

450

Leu

Leu

Ala

Gly

Ile

Gly

Asp

Leu

Pro

355

Gly

Tyr

Ala

Pro

Leu

435

Ala

Arg

Ile

Leu

Gln

515

Ser

Gln

Ser

val

Ala

340

Pro

val

Asn

Ile

Lys

420

Lys

Gly

Asn

Lys

Glu

500

Gly

Phe

Glu

Ile

Phe

325

Thr

Ala

Ser

Pro

Glu

405

Ile

Ala

Lys

Gly

Lys

485

val

Gly

ES 2728726 T3

Arg

Glu

310

val

Gly

Ile

Thr

Glu

390

Asn

Thr

Leu

Ile

Pro

470

Asp

Ala

Lys

Thr

Ala

295

Thr

Gly

Thr

Asp

Ile

375

Lys

Phe

Gln

Gly

Lys

455

Gln

Ile

Gly

Glu

Cys

Lys

Gly

Leu

Val

His

360

Ile

val

Lys

Lys

Asn

440

Gly

Asp

Leu

Leu

val

520

Thr

Ala

Gln

Met

Asp

345

Tyr

Gly

Gly

Lys

Ala

425

Lys

Ile

Trp

Val

Cys

505

Cys

Asp

34

Ala

Glu

Gly

330

val

Ala

Ile

Glu

Arg

410

Ile

Leu

val

Asn

val

490

Asn

Asn

Thr

Gly

Leu

315

Asp

Leu

Glu

Pro

Met

395

Lys

Ala

Asp

Ala

Thr

475

Ala

Leu

Met

Gly

Ala
300

Leu

Trp

Ala

Lys

Gly

380

Ala

Asp

Gly

Pro

Leu

460

Val

Gly

Asp

Leu

Arg

Lys

Gln

Leu

Met

Tyr

365

Leu

Asp

Asn

Phe

Leu

445

Ala

Asn

Gly

Ala

Lys

525

Ile

Gly

Arg

Ser

Glu

350

Gln

Lys

Ile

Ser

430

val

Asn

Leu

Cys

Ile

510

Ile

Ser

Leu

Phe

Ile

335

Glu

val

His

Leu

Thr

415

Thr

Asp

Cys

val

Gly

495

Asn

Pro

Met

Arg

Glu

320

Glu

Asn

Thr

Met

Ile

400

Pro

Glu

Val

Ser

Lys

480

Asn

Met

Pro

Leu
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530

Val
545

Ile

Gly

Pro

Val

Glu
625

Leu

<210>8
<211> 1932
<212> ADN

Thr

Ala

Leu

Phe

Glu

610

Ala

Glu

Glu Leu

Val Thr

Ala

Ala

ES 2728726 T3

535

Asn
550

Tyr

Pro Glu

565

Phe Ala

580

Leu Thr

595

Ser Leu

Ala

Asp

Leu

<213> Clostridium ragsdalei

<400>8
atgagtcaaa
agttatcacg
gtatttgaca
agctgtcaat
ggtgtttgtg
atgggagctg
ggagaaggca
aaagtcggaa
ttggaagctg
ccaagaaaga
gaagagcaaa
gctaaaaaag

atggctcagg

ctacactaga
attctgtgga
gatggtcctc
tgtgttctca

gtattggcce

gtacatatag
agactccatt
ttaatacaag
agatgggtaa
gaaaaaaagt
atgcagtagc
cgctgegget

atatactttt

Vval

Gly

Thr

Asn

Ala Tyr

Ala Glu

Gly Gly

615

Ile
630

Glu

aaaaaatgaa
agaaatgctt
tcaagaaaaa
aggtccctge
agatgccatg
ccatcacgca
tacaattaaa
cggagatacc
agatgtagaa
ttggaaagat
aagttgttta
aggtctgtca

tggcacgcct

Leu Asp Val

Met Glu

570

Trp

Thr
585

Gly Tyr

Gln
600

Leu Val

Lys Val Ala

Ala His Ile

actatacgag
aaaagaatca
attagatgta
agaattaatc
gcaatgcgaa
tatgaagcct
gatgtggata
aataaaatgg
gaacctagtg
cttggaattt
acaaatgttg
actatctata

acaccccatg

35

540

Asp Ile

555

Gln Lys

Thr

His

Lys Leu

Pro

Ala

Leu

Leu

Asp Leu

Thr Ile

575

Ser Pro

590

Thr Glu

605

Leu Gly

620

Leu Ser

635

aaagaacaga
gggaagatgg
agttttgcct
ttaaaggaga
atatgttact
ttagaacatt
aactcaaatg
cagtgaatct
ttatggtaga
atccttcagg
atggggatta
cagcacaaat

aggtaaatgt

Asp

Lys

Asn Pro

Arg Lys

agggagagtt
tatgtcaaac
agaaggatta
acagaaaaaa
taaaaacata
aagagaaact
gatgtgccag
ggcaaatttt
tgtgtttteca
agtagttcac
tgtatcatta
aggacttgaa

ggacttagga

Pro

560

Asp

Thr

Asp

Lys

Gly
640

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

780
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attatggatc
gctactatte
aaagggctta
gtagatgatg
acaggtacag
tatgctgaaa
ttaaatcata
gatttggcca
ataacacaga
aagcttgatc
gcaaattgtt
gaattgatta
gtagcagggc
tgcaatatgc
atatccatge
attgctgtaa
gtagcctatg
cttgtaaagc
gataatccaa

ttggagttat

cagagtatat
aaaaggcaaa
gaatagttgg
tatttgtagg
ttgatgttct
agtatcaggt
tgattccata
ttgaaaattt
aagcaatagc
cacttgttga
caactctaag
aaaaggatat
tgtgcaacct
taaagattcc
ttgttacaga
cggctcctga
ggacatatac
ttcttactga
aagaggcagc

aa

<210>9

<211> 639

<212> PRT

<213> Clostridium scatologenes

<400>9

Met Ser
1 5

Asp Ser
20

Asn Ala
35

Cys Leu
50

ES 2728726 T3

aaatattgta
gatgcagcag
gtcaattgaa
tttaatggga
tgcaatggaa
aactttagta
taatcctgaa
taaaaagaga
agggttttet
tgttattaag
aaatggtcct
tttagttgtg
agatgcaata
tccagttcta
acttgctaat
gtggatggaa
acatttatct
ggatgtagag

tgataatatt

Glu Thr Ile Leu Glu

Val Glu Glu Met Ile

Phe Asp Arg Tyr Ala

Glu Gly Leu Ser Cys

55

tttaatggac
atacaggaaa
acaggacagg
gattggctat
gaaaactgtt
ggtgtaagta
aaagtgggtg
aaggataaca
actgaagcag
gcagggaaga
caagattgga
gctggtgggt
aacatggctg
agctttggaa
taccttgatg
caaaaagcta
ccaactccat
agcttaacag

gaagcacata

atcaaccttg
gagcaaaggc
aattattaca
ctatagaacc
ctccacctge
ctattatagg
aaatggctga
ttacaccaaa
ttttaaaagc
ttaaaggaat
atacagttaa
gcggcaatca
gccaaggact
cttgtacaga
tagatatacc
ctatagatgg
ttctaacagg
gaggtaaagt

tattaagtaa

ggctggtgtt
agctggtgca
aagatttgag
acttecttget
aatagatcat
tattccgggg
taaattgatt
ggttcctaaa
tttaggaaat
tgtggctttg
cctggtaaag
tgctcecttgaa
aaaagaagta
tacgggaaga
agatcttcct
tttatttgca
cgcagaacag
tgcattagga

aagaaagggt

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1932

Lys Ser Glu Gly Arg Val Ser Tyr His

10

15

Lys Arg Ile Arg Glu Asp Gly Met Ser

25

30

Leu Gln Asp Lys Ile Arg Cys Lys Phe

40

45

Gln Leu Cys Ser Asn Gly Pro Cys Arg

36

60



Ile

65

Asp

Gly

Thr

Lys

Asp

145

Gly

His

Ser

Ile

225

Gly

Pro

val

Lys

Gly
305

Ser

Ala

Thr

Ala

Trp

130

Met

Ile

Lys

Glu

His

210

Tyr

Thr

Glu

Ala

Ala

290

Gln

Glu

Met

Tyr

Glu

115

Met

Ala

Glu

Glu

Glu

195

val

Asn

Pro

Tyr

Thr

275

Ala

Glu

Lys

Ala

Ser

100

Gly

Cys

Ile

Asp

Leu

180

Gln

Ser

Ser

Thr

val

260

Ile

Gly

Thr

Met

85

His

Lys

Glu

Glu

Lys

165

Trp

Asn

Leu

Gln

Pro

245

Asn

Leu

Ala

Leu

ES 2728726 T3

Gly

70

Arg

His

Thr

Lys

Leu

150

Asn

Cys

Ala

Ile

230

His

Ile

Lys

Lys

Gln
310

Gln

Asn

Ala

Pro

Val

135

Ala

Ile

Lys

val

Met

215

Gly

Glu

val

Ala

Gly

295

Arg

Thr

Phe

Tyr

Phe

120

Gly

val

Met

Ala

200

Lys

Leu

vVal

Phe

Arg

280

Leu

Phe

Lys

Leu

Glu

105

Lys

Ile

Leu

Ile

Asp

185

Ser

Glu

Asn

Asn

265

Thr

Arg

Glu

37

Gly

Leu

90

Ala

Ile

Asn

Leu

Glu

170

Ile

Cys

Leu

Met

Met

250

Gly

Lys

Ile

Ile

vVal

75

Lys

Phe

Thr

Thr

Glu

155

Ala

Tyr

Leu

Arg

val

235

Asp

His

Glu

Val

Asp
315

Cys

Asn

Arg

Asp

Asn

140

Asp

Phe

Pro

Thr

Leu

220

Gln

Leu

Gln

val

Gly

300

Asp

Gly

Ile

Thr

Val

125

Gln

Gln

Ala

Gly

Asn

205

Gly

Asp

Gly

Pro

Gln

285

Ser

val

Ile

Met

Leu

110

Asn

Glu

Gln

Pro

Gly

190

vVal

Ile

Ile

Ile

Trp

270

Glu

Ile

Phe

Ser

Gly

95

Lys

Lys

Ile

Ile

Lys

175

Thr

Asp

Ala

Leu

Met

255

Pro

Lys

Glu

val

Ala

80

Ala

Ala

Leu

Asn

Ile

160

Lys

Vval

Gly

Thr

Phe

240

Asp

Gly

Ala

Thr

Gly
320



His

Val

Met

Ile

val

385

Lys

Gln

Gly

Lys

Gln

465

Ile

Gly

Lys

Thr

Asp

545

Pro

Met

Asp

Tyr

Asp

370

Asn

Lys

Lys

Asn

Gly

450

Asp

Leu

Leu

Glu

Cys

530

His

Glu

Gly

val

Ala

355

Leu

Ala

Arg

Ala

Lys

435

val

Trp

val

Cys

Val

515

Thr

Leu

Trp

Asn

Phe

340

Glu

Pro

Met

Lys

Ile

420

Leu

val

val

val

Thr

500

Cys

Asp

Asp

Met

Trp

325

Ala

Lys

Gly

Ala

Glu

405

Ala

Asp

Ala

Thr

Ser

485

Val

Asn

Thr

val

Glu

ES 2728726 T3

Leu

Met

Tyr

Leu

Asp

390

Gly

Pro

Leu

Ile

470

Gly

Glu

Met

Gly

Asp

550

Gln

Thr

Glu

Gln

Asp

375

Arg

Asn

Phe

Leu

Ala

455

Asn

Gly

Ala

Leu

Arg

535

val

Lys

Ile

Glu

Val

360

Glu

Leu

Ile

Ser

Val

440

Asn

Leu

Cys

Ala

Lys

520

Ile

Ser

Ala

Glu

Asn

345

Thr

Lys

Ile

Gln

Thr

425

Asp

Cys

Thr

Gly

Asn

505

Ile

Ser

Asp

Thr

38

Pro

330

Cys

Leu

Ile

Glu

Pro

410

Glu

vVal

Ser

Lys

Asn

490

Glu

Pro

Leu

Ile

Leu

Ser

val

Pro

Leu

395

Met

Ala

Ile

Thr

Glu

475

His

Leu

Pro

Leu

Pro

555

Asp

Leu

Pro

Ser

Tyr

380

Ala

val

val

Ala

Leu

460

Leu

Ala

Ala

Val

vVal

540

Ile

Gly

Ala

Pro

Val

365

Asp

Ile

Pro

Leu

Ala

445

Arg

Ile

Gly

Leu

525

Thr

Ala

Ile

Thr

Ala

350

Ser

Pro

Gln

Lys

Gly

430

Gly

Asn

Lys

Glu

Glu

510

Ser

Ala

Val

Phe

Gly

335

Ile

Thr

Ser

Asn

Lys

415

Ala

Lys

Gly

Lys

val

495

Gly

Phe

Leu

Thr

Ala

Thr

Asp

Ile

Lys

Phe

400

Ile

Leu

Ile

Pro

Asp

480

Ala

Leu

Gly

Ala

Ala

560

Leu



10

Ala Tyr Gly

Ala Pro Gln

Gly Gly Lys

610

Ile Glu Ala

625

<210> 10
<211> 1920
<212> ADN

Ala
580

Leu
595

Ile

His

<213> Clostridium scatologenes

<400> 10
atgagtgaaa
gaaatgatca
caagacaaaa
ggtccatgta
gatgcaatgg
catcatgctt
aaaattacag
caagaaatca
ggtatagaag
tggaggaaac
agttgtctta
ggtatagcaa
ggaacaccaa
aacatagtat
actaaagaag
tcaatagaaa
catatgggaa
gcaatggaag

actttagtat

ctatactaga
aaagaattag
ttaggtgcaa
gaataagtga
caatgagaaa
atgaagcttt
atgtaaataa
atgatatggc
ataagaacat
tagatatata
caaatgtaga
ctatatataa
ccccacatga
ttaatggtca
ttcaagaaaa
cagggcaaga
actggcttac
aaaattgctc

ctgtaagtac

ES 2728726 T3

565

Tyr

Val

Ala

Thr His

Glu Leu

Leu Gly

570

585

600

615

Ile Ile

630

aaaatcagaa
agaagatgga
attttgecectt
gaaaacaggt
ttttectttta
tagaacattg
acttaaatgg
catagaatta
catgattgaa
tcectggtgga
tggaagccat
ttctcaaata
agttaatatg
tcaaccttgg
agcaaaagct
attattgcaa
tatagaacca
gccaccagct

tataattgat

Ser

ggtagagtaa
atgtctaatg
gagggtttaa
caaactaaag
aaaaatataa
aaagctacag
atgtgtgaaa
gctgttctac
gcttttgcac
acagttcacg
gtttctttag
ggtctagaaa
gatttaggaa
cctggagttg
gctggtgcta
agatttgaaa
ttgttagcta
attgatatgt

ctaccaggtc

39

Leu Thr Lys Lys

Asp Asn Pro Val

Leu Ser Pro Thr Pro

Val

Glu
620

Lys Arg Lys Gly Leu

635

gttatcatga
catttgatag
gttgtcaatt
gtgtatgtgg
tgggcgcagg
cagaaggaaa
aagtaggtat
ttgaagatca
caaaaaaaag
aagaacaaaa
ctatgaaagc
tggttcaaga
ttatggaccc
ccactatatt
aaggacttag
tagatgatgt
ctggtactgt
atgctgaaaa

ttgatgaaaa

575

Phe Met Thr
590

Glu Asp Val
605

Gly

Thr

Val Ala Asn Asn

Gly Leu Ser

ttctgtagaa
atatgcactt
atgttcaaat
aatatctgct
tacatatagt
aactccattt
aaatacaaat
acaaataatt
aaaagaatta
ttgtgtagct
tcttagactc
catattattt
agaatatgta
aaaagcaaga
aatagttggt
atttgtgggt
agatgtcttt
atatcaagta

aattccttat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140
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gatccttcta
aaaaagagaa
gctgggttcet
gatgtaatag
agaaatggtc
atattagttg
gtagaagcag
atccctccag
actgctctag
ccagaatgga
tatactcatt
actaaaaaag

gttgcaaaca

<210> 11
<211> 400
<212> PRT

aagtgaacgc
aagaaagaaa
caactgaagc
ctgctgggaa
ctcaagactg
ttagtggtgg
ctaatgaatt
tactaagctt
cagatcattt
tggagcaaaa
tatctcctac
tagaagatgt

atatagaggc

<213> Clostridium scatologenes

<400> 11

Met

Asp

Asp

Asn

50

Val

65

Asn

Gly

Ile

Glu

Lys

Met

Cys

Glu Arg

Arg

Lys

Glu Lys

Ala Lys

20

Lys Val

35

Ser Met

Gly

Phe Ala Arg Met
85

Ile
100

Ser

Val Lys

Ala

Gln Asp

Gln

Gly

Ile

Ala

Asp

ES 2728726 T3

tatggctgat
tattcaacca
tgtgttagge
aattaaggga
ggttacaata
ctgtggaaat
agctggtgaa
tggaacctgt
ggatgttgat
agcaaccata

tcettttatg

aacaggtgga

tcacataata

Ser

Lys

Gly

Cys Gly

Ile

Val

Phe

agattaattg
atggttccta
gctcttggaa
gttgtagctc
aatcttacaa
catgctettg
ggattaaaag
actgatacag
gtatctgacce
gatggaattt
acaggagctc
aaaatcgcac

agtaaaagaa

Gln
10

Asp

Glu
25

Thr

Gly Ser

40

Pro Cys

55

Cys
70

Gly
Val Ala
Ser

Leu

Glu Asn

Arg Val

Ala

Ala

Leu

Lys Leu

Ser

Thr

Ala

Thr
90

Gly

Tyr His

105

Lys

40

aacttgctat
aaaaaattca
ataaacttga
ttgcaaattg
aagagcttat
aagttgcagg
aagtatgcaa
gtagaatatc
ttccaatagce
ttgcattage
ctcagcttgt

taggagataa

aagggttagg

Ala Thr Leu

Val Trp Asp

Ala val

45

Gly

Val
60

Pro Pro

Asp Val Ile

75

Ala Ala His

Thr Ser Lys

Glu Val Ala

acaaaatttt
aaaagctata
tcectttagta
ttctacttta
aaaaaaagat
attatgtaca
tatgttaaaa
tatgcttgtt
tgttactgcet
ctatggagct
agagcttcta
tcctgttgag

attaagttaa

Gln Leu

15

Leu

Arg Ala

30

Lys

Cys Cys Arg

Gly Lys Gly

Val Ser Arg

Ser Asp His

95

Asp
110

Gly Asp

Lys Ser Phe

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920



Asn

Ala

145

Leu

Gly

Ser

Ser

Thr

225

Glu

His

Asp

Asn

Gly

305

Thr

Ala

Ser

vVal

130

Lys

Pro

Val

Thr

Met

210

Glu

Ala

Gly

Pro

Leu

290

Ile

Gly

Leu

Pro

115

Glu

Glu

Pro

Tyr

His

195

Arg

Phe

Asn

His

Glu

275

Cys

Lys

Ala

Ala

Lys
355

Thr

Gly

Ser

Pro

180

Ile

Cys

Ser

Leu

Glu

260

Leu

Gly

Ile

Val

Lys

340

Ala

Glu

Leu

Leu

165

Arg

Gly

Ser

Asp

Gly

245

Pro

Val

Met

Ala

Asp

325

Leu

His

ES 2728726 T3

Gly

Ser

150

Pro

Ala

Cys

Leu

Ile

230

Val

Leu

Glu

Cys

Gly

310

Gly

Ser

Ile

Arg

135

Asn

Glu

val

Asn

Thr

215

Met

Leu

Leu

Leu

Cys

295

Asn

Leu

Lys

Thr

120

Asp

Tyr

Lys

Asp

Ala

200

Asp

Phe

Glu

Ser

Ala

280

Thr

Phe

Ile

Ser

Asp
360

Ile

Gly

Arg

Arg

185

Asp

Gly

Gly

Lys

Glu

265

Lys

Gly

Met

Vval

Tyr

345

Ser

41

Tyr

Lys

Lys

170

Glu

Ala

Trp

Thr

Asn

250

Met

Ser

Asn

Gln

Asp

330

His

Ile

Asp

Gln

155

Glu

Ile

Glu

Met

Pro

235

Ser

Val

Val

Glu

Gln

315

val

Thr

Tyr

Ile

140

Leu

Leu

Ala

Ala

Gly

220

His

Val

vVal

Gly

Val

300

Glu

Gln

Lys

Met

125

Ala

Gly

Trp

Ala

Met

205

Ser

Ser

Asn

Glu

Ala

285

Ser

Leu

Cys

Phe

Glu
365

His

Glu

Arg

vVal

190

Ile

Phe

Ile

Val

Ala

270

Asp

Met

Ala

Ile

Ile

350

Phe

Asp

vVal

Lys

175

Met

Lys

Met

Asp

Val

255

Ala

Gly

Arg

val

Met

335

Thr

Asp

vVal

Thr

160

His

Met

Gly

Thr

240

Ser

Ile

His

Val

320

Pro

Thr

Glu
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15

Glu Asn Pro Leu Asp Ser Ala Lys Lys Ile Leu Lys Glu Ala Ile Leu

370

Asn Phe Lys Asn Arg Asp Gln Ser Lys Val Met Ile Pro Glu Leu Lys

385

<210> 12
<211> 1278
<212> ADN

<213> Clostridium scatologenes

<400> 12

atggaagaaa
caagatgggg
ggatcagcag
ccaggaaaag
aattttgcaa
gcacttagct
ttgaaagaag
gctcatgatg
ttaccacctt
agggcagttg
gatgcagaag
tcattcatgg
gaggcaaatc
ccacttcttt
aaatcagtag
tccatgagac
acaggagcag
ttgtccaagt
tcaatttata
gaagcaatat
tgaaaggcaa

aatacacaaa

<210> 13
<211> 227
<212> PRT

<213> Clostridium scatologenes

aagcaaaatc
tcgaaacagt
gagtttgctg
gtgtagaaag
gaatggttge
tgtatcacac
ttgcaaagag
tagcaaaaga
ctttaccaga
atagagaaat
ctatgattaa
gaacagaatt
ttggagtact
cagaaatggt
gtgctgatgg
atggcatcaa
tagatggact
catatcatac
tggaatttga
taaactttaa
ttttgggata

taggacca

ES 2728 726 T3

375

390

aattgatcag
ttgggataga
tagaaattge
aggtatatgt
agcaggtact
tagtaaagat
ctttaatgtt
aggattaagt
aaagagaaaa
agctgcagtt
aatgtctatg
cagtgatata
tgaaaagaat
agtagaagca
aataaattta
aatagcagga
tatagttgat
taagtttata
tgaagaaaac
aaatagagat

cagtgttgaa

gctactttac
aaagcagaca
agcatgggcce
ggagctacag
gcagcacact
ggagatataa
gaaactgagg
aattatggta
gaattgtgga
atgcattcaa
agatgttcac
atgtttggaa
tctgtaaatg
gcatcagatc
tgtggaatgt
aactttatgce
gtacagtgta
acaacttcac
ccacttgatt
cagagcaaag

gaaattataa

42

380

395

aattattgga
tgaaggtaca
catgtagagt
cagatgtaat
cagatcatgg
aagttaaaga
gaagagatat
aacagcttgg
gaaaattagg
cacatatagg
taactgatgg
cacctcattce
tagttttaca
cagagttagt
gctgtactgg
agcaggaatt
ttatgccage
caaaggcaca
cagctaagaa
taatgattcc

ataaattaga

caaggcaaaa
gtgtggattt
aagtccagtg
tgtatctaga
tagaagtata
tgaaaataaa
atatgacata
agaagttact
tgtatatcca
atgtaatgca
atggatggge
cattgataca
cggacatgaa
tgaacttgct
aaatgaagtt
ggctgtagtt
actagcaaaa
catcacagat
gattctaaaa
tgaattgaaa

caaggttgta

400

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1278



ES 2728726 T3

<400> 13

Met Gly Tyr Ser Val Glu Glu Ile Ile Asn Lys Leu Asp Lys Val Val

Asn Thr Gln Ile Gly Pro Met Gln Thr Val Lys Pro Leu Ala Asp Val
20 25 30

Leu Val Ser Gly Val Leu Arg Gly Ala Ala Ala Val Val Gly Cys Asn
35 40 45

Asn Pro Lys Val Val Gln Asp Ser Ala His Ile Glu Thr Ile Lys Gly
50 55 60

Leu Ile Lys Asn Asp Val Ile Val Val Val Thr Gly Cys Ala Ala Gln
65 70 79 80

Ala Ala Ala Lys Tyr Gly Leu Leu Gln Lys Glu Ala Ala Glu Lys Tyr
85 90 95

Ala Gly Pro Gly Leu Ala Thr Val Cys Lys Leu Val Asp Ile Pro Pro
100 105 110

Val Leu His Met Gly Ser Cys Val Asp Ile Ser Arg Ile Leu Asp Leu
115 120 125

Val Gly Arg Val Ala Asn Leu Leu Gly Val Asp Met Ser Asp Leu Pro
130 135 140

Val Ala Gly Val Ala Pro Glu Trp Met Ser Glu Lys Ala Val Ala Ile
145 150 155 160

Gly Thr Tyr Val Val Thr Ser Gly Ile Asp Thr Trp Leu Gly Val Ala
165 170 175

Pro Pro Val Thr Gly Gly Pro Glu Val Val Asp Ile Leu Thr Asn Lys
180 185 190

Met Glu Asp Trp Val Gly Ala Lys Phe Phe Ile Glu Thr Asp Pro His
195 200 205

Lys Ala Val Glu Gln Ile Val Asn Arg Met Asn Glu Lys Arg Lys Lys
210 215 220

Leu Gly Ile
225

43
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15

20

<210> 14
<211>617
<212> ADN

ES 2728 726 T3

<213> Clostridium scatologenes

<400> 14

atgcaaactg
gctgtggttyg
aaaggattaa
gcaaaatatg
actgtatgta
agtcgtatat
cttccagttg
tatgtagtaa
ccagaagttg
atagaaacag

aaaaaattag

<210> 15
<211> 617
<212> ADN

taaaaccttt
gatgtaataa
taaaaaatga
gcttattaca
aacttgtaga
tagatttggt
caggtgtagc
cttcaggtat
ttgacattct
atcctcataa

gtatcta

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintético

<400> 15

atgcaaactg
gctgtggttg
aaaggattaa
gcaaaatatg
actgtatgta
agtcgtatat
cttccagttg
tatgtagtaa
ccagaagttg
atagaaacag

aaaaaattag

<210> 16
<211> 344

taaaaccttt
gatgtaataa
taaaaaatga
gcttattaca
aacttgtaga
tagatttggt
caggtgtage
cttcaggtat
ttgacattct
atcctcataa

gtatcta

ggcagatgtt
tcctaaagtt
tgtaattgtt
aaaagaagca
cataccacct
tggaagagtg
acctgaatgg
agatacttgg
tactaataag

agcagttgaa

ggcagatgtt
tcctaaagtt
tgtaattgtt
aaaagaagca
cataccacct
tggaagagtg
acctgaatgg
agatacttgg
tactaataag

agcagttgaa

ttagtatcag
gtacaagatt
gttgttacag
gcagaaaaat
gtacttcata
gctaatttat
atgtcagaaa
cttggagtag
atggaagact

caaattgtaa

ttagtatcag
gtacaagatt
gttgttacag
gcagaaaaat
gtacttcata
gctaatttat
atgtcagaaa
cttggagtag
atggaagact

caaattgtaa

44

gagtattaag
ctgcacacat
gttgtgcage
atgcaggacc
tgggttcttg
tgggcgttga
aagccgtage
cacctccagt
gggtaggagce

ataggatgaa

gagtattaag
ctgcacacat
gttgtgcage
atgcaggacc
tgggttcttg
tgggcgttga
aagccgtage
cacctccagt
gggtaggagce

ataggatgaa

aggtgctgca
tgaaactata
tcaagcagca
aggactagct
tgttgatata
catgagtgac
aataggtact
aacaggcggce
taaattcttt

tgaaaaacgt

aggtgctgca
tgaaactata
tcaagcagca
aggactagct
tgttgatata
catgagtgac
aataggtact
aacaggcggc
taaattcttt

tgaaaaacgt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

617

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

617



10

15

20

25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 16

aagcttataa
agtttaaggt
agctgatacg
cgactgagtc
tctaatttecg
taagttatct
<210> 17

<211> 344
<212> ADN

ttatccttaa
actactctgt
ggaacagagc
gcaatgttaa
attacacttc

accatgactt

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 17
aagcttataa
agtttaaggt
agctgatacg
cgactgagtc
tctaatttcg
taagttatct

<210> 18

<211> 562
<212> ADN

ttatccttag
actactctgt
ggaacagagc
gcaatgttaa
attaactctc

acagcgactt

ES 2728 726 T3

gtgtcatggt
aagataacac
acggttggaa
tcagatataa
gatagaggaa

atctgttatc

agttcgcetgt
aagataacac
acggttggaa
tcagatataa
gatagaggaa

atctgttatc

<213> Clostridium autoethanogenum

<400> 18

agtgcgccca
agaaaacagc
agcgatgagt
ggtataagtt
agtgtctgaa

accacatttg

agtgcgccca
agaaaacagc
agcgatgagt
ggtataagtt
agtgtctgaa

accacatttg

45

gatagggtgt

caacctaacc
tacctaaaga
gtgtttactg
acctctagta

taca

gatagggtgt

caacctaacc
tacctaaaga
gtgtttactg
acctctagta

taca

taagtcaagt
gaaaagcgaa
caatcgggta
aacgcaagtt

caaagaaagg

taagtcaagt
gaaaagcgaa
caatcgggta
aacgcaagtt

caaagaaagg

60

120

180

240

300

344

60

120

180

240

300

344



10

15

20

ggccgcagat
aaatgtttgt
agtagtaatt
cattgttatg
tttttttaca
caaataacaa

ccaagattat

ttatgtagta

agggttttag

gctttaagga

<210> 19
<211> 573
<212> ADN

agtcataata
taaatatata
tgcctaaaaa
gtaatatgta
tccatgtagt

tatttatttt
acttaaatgg

aaaaggttat

gtaaaattaa

gggaattatt

ES 2728 726 T3

gttccagaat
ccaaactagt
attttttcaa
attgaagaag
gcttaaaaaa
ctegttaaat
atgtttattt

aattataatt

gttattttaa

ca

<213> Clostridium autoethanogenum

<400> 19

atggataatt
ctactttett
cctgacaggg
gataaaatag
acgggcaaac
tttgaaataa
tcatctgtag
tgcatagtag
aaacttaata

tatgtaaagc

<210> 20
<211> 6927
<212> ADN

tagttataaa
caggaaaaca
caaaagatgt
ttggacctgce
caggaatatt
aagaaggaga
aggttgctaa
acagaagagc
taaacactta

ctggaagtag

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 20

tacattgaaa
cagtgatagg
aatagcagtt
aatggggggg
tgctgaaagg
aaaaattata
ggtaattcag
agaaggtgtc
tgataaggaa

agtattcaaa

agttcaattt
atagatattt
ttttttttaa
ttatgtagta
ccaaaatatg
tcacaaataa
tttaacactt

gtatttatta

gaagtaatta

gaagtaggag
tattgtcagt
attgcagaca
atattagttt
caaaatggaa
atttctgaag
gaattaggtg
aaaatagaat
aattgtccta

taa

46

agaaattaga
tttaaatact
aaaatccttt
atattgtaaa
tcacatgcaa
tttattaata
ttatagtaaa

caattaatta

caataaaaat

cacttttgga
gtgcaaaact
aattagagaa
cctatgaact
atatgactat
atgtggtaac
gagaggttgt
atccaattta

tgtgtaagca

ctaaacttca
ggacttaaac
tcaagttgta
cgtttcttga
ttgtatattt
atatcaataa
tatatttatt

aaataaaaat

tgaagttatt

agggcatttt
tttacagtat
tgttgactat
tgcaaggcaa
aagaagggga
tacaggaaaa
aggcatatgt
tagtgcagta

aggacaagaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

562

60

120

180

240

300

360

420

480

540

573



cctgcaggat
atcaggaaac
ttagaaatta
tttttaaata
aaaaaatcct
taatattgta
tgtcacatgc
aatttattaa
ttttatagta
tacaattaat

tacaataaaa

aaaaaaattg
agctatgacc
gactaaactt
ctggacttaa
tttcaagttg
aacgtttctt
aattgtatat
taatatcaat
aatatattta
taaaataaaa

attgaagtta

ES 2728726 T3

tagataaatt
gcggecgeag
caaaatgttt
acagtagtaa
tacattgtta
gattttttta
ttcaaataac
aaccaagatt
ttttatgtag
atagggtttt

ttgctttaag

ttataaaata
atagtcataa
gttaaatata
tttgcctaaa
tggtaatatg
catccatgta
aatatttatt
atacttaaat
taaaaaggtt
aggtaaaatt

gagggaatta

47

gttttatcta
tagttccaga
taccaaacta
aaattttttc
taattgaaga
gtgcttaaaa
ttctegttaa
ggatgtttat
ataattataa
aagttatttt

ttcatatgga

caattttttt
atagttcaat
gtatagatat
aatttttttt
agttatgtag
aaccaaaata
attcacaaat
tttttaacac
ttgtatttat
aagaagtaat

agaaaaagca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660



aaatcaattg
acagtttggg
tgctgtagaa
gaaagaggta
gttgcagcag
cacactagta
aagagcttta
aaagaaggat
ccagaaaaga
gaaatagctg
attaaaatgt
gaattcagtg
gtacttgaaa
atggtagtag
gatggaataa
atcaaaatag
ggacttatag
catactaagt
tttgatgaag
tttaaaaata
ggatacagtg
ccaatgcaaa
gcagctgtgg
ataaaaggat
gcagcaaaat
gctactgtat
ataagtcgta
gaccttccag
acttatgtag
ggcccagaag

tttatagaaa

atcaggctac
atagaaaagc
attgcagcat
tatgtggagc
gtactgcagc
aagatggaga
atgttgaaac
taagtaatta
gaaaagaatt
cagttatgca
ctatgagatg
atataatgtt
agaattctgt
aagcagcatc
atttatgtgg
caggaaactt
ttgatgtaca
ttataacaac
aaaacccact
gagatcagag
ttgaagaaat
ctgtaaaacc
ttggatgtaa
taataaaaaa
atggcttatt
gtaaacttgt
tattagattt
ttgcaggtgt
taacttcagg
ttgttgacat

cagatcctca
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tttacaatta
agacatgaag
gggcccatgt
tacagcagat
acactcagat
tataaaagtt
tgagggaaga
tggtaaacag
gtggagaaaa
ttcaacacat
ttcactaact
tggaacacct
aaatgtagtt
agatccagag
aatgtgctgt
tatgcagcag
gtgtattatg
ttcaccaaag
tgattcagct
caaagtaatg
tataaataaa
tttggcagat
taatcctaaa
tgatgtaatt
acaaaaagaa
agacatacca
ggttggaaga
agcacctgaa
tatagatact
tcttactaat

taaagcagtt

ttggacaagg
gtacagtgtg
agagtaagtc
gtaattgtat
catggtagaa
aaagatgaaa
gatatatatg
cttggagaag
ttaggtgtat
ataggatgta
gatggatgga
cattccattg
ttacacggac
ttagttgaac
actggaaatg
gaattggctg
ccagcactag
gcacacatca
aagaagattc
attcctgaat
ttagacaagg
gttttagtat
gttgtacaag
gttgttgtta
gcagcagaaa
cctgtactte
gtggctaatt
tggatgtcag
tggettggag
aagatggaag

gaacaaattg

48

caaaacaaga
gatttggatc
cagtgccagg
ctagaaattt
gtatagcact
ataaattgaa
acatagctca
ttactttacc
atccaagggc
atgcagatgc
tgggctcatt
atacagaggc
atgaaccact
ttgctaaatc
aagtttccat
tagttacagg
caaaattgtc
cagattcaat
taaaagaagc
tgaaatgaaa
ttgtaaatac
caggagtatt
attctgcaca
caggttgtge
aatatgcagg
acatgggttc
tattgggcgt
aaaaagccgt
tagcacctce

actgggtagg

taaataggat

tggggtcgaa
agcaggagtt
aaaaggtgta
tgcaagaatg
tagcttgtat
agaagttgca
tgatgtagca
accttcttta
agttgataga
agaagctatg
catgggaaca
aaatcttgga
tctttcagaa
agtaggtgct
gagacatggc
agcagtagat
caagtcatat
ttatatggaa
aatattaaac
ggcaattttg
acaaatagga
aagaggtgct
cattgaaact
agctcaagca
accaggacta
ttgtgttgat
tgacatgagt
agcaataggt
agtaacaggc
agctaaattc

gaatgaaaaa

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460

2520



cgtaaaaaat
cggggatccet
aagcttggca
acttaatcge
caccgatcge
taagaagcct
caattgacaa
aatagaaaga
ttatgaatgt
aatatagaca
taccaactta
aactctatct
tattcaattt
gaagtttata
ttagaagtat
gacagaggaa
agcagtaaac
taaaaagctc
tgaaaacttg
cgttgatgat
gtttacataa
gtgccataaa
aatattatgc
ttatttatta
gtgtagtgag
gattatgtgt
ggttaagcat
ggtcgttgtt
atgaagggaa
tccaaagceccg
gaaatcataa

aaattaagta

taggtatcta
ctagagtcga
ctggcegteg
cttgcagcac
ccttceccaac
gcatttgcag
ttcatttectt
aatttacaga
ttaattgaat
agttgaaaaa
gtatataagc
atagcaatat
atgagattat
gcctttgtgt
atttattttt
agcagtatct
attatgactt
cttggaatac
taaaaattgc
tcatgataaa
agggaaagtc
aatgagatgt
aaggagcttt
atttaatatt

ccgatacaaa

cggtgggact
agttgaggca
taggtgtgtt
aagtataatt
tttccaaatc
ataaagttta

tatagaatag
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ataataaaga
cgtcacgegt
ttttacaacg
atcccecttt
agttgcgeag
gcttecttatt
attttttatt
aaagaaaatt
acaaaaaaaa
tttaataaaa
caaaacttaa
ttcaaatgta
cttaacagat
attggaagca
tcataattaa
tatcaaataa
ttatagtgcet
atagaattca
aaagagttta
acagtagcaa
caatgtatta
tttacagagg
aaaaaagctc
gagagtgceg
aggatagtca
tcacgacgaa
actaaacaat
gtaatacata
tttggatgta
tgctaaaaag
attttgaagt

tttaataata

caagcaattg
ccatggagat
tcgtgactgg
cgccagetgg
cctgaatggc
tttatggcge
aagtgatagt
atagaattta
atacttgtta
aaataagtcc
atgtgctacc
ccgacataca
ataaatgtaa
gtacgcaaag
tttatgaaaa
caaggtatta
tgtagctaag
taaattaatt
ttaaagatac
cctattgcag
attgttcaaa
aagaacagaa
atgtaaagaa
acacagtatg
ctcgecatttt
aacccacaat
caagctagga
cgctattaag
gtttgtttgt
tatatccttt
tattatgata

gtatatactt

49

ccatgccaga
ctcgaggect
gaaaaccctg
cgtaatagecg
gaatggcgct
gccgeccatta
caaaaggcat
gtatgattaa
tgtattcaat
tcagctctta
aacacatcaa
agagaaacat
attgcaataa
gcttttttat
tgaaaggggg
gcaatatcat
tagtacgaaa
tatgaaaaga
tgaaatatgc
taaatacaat
gatgaaccga
aaaagaacgt
gagtaaaaag
cactaaaaaa
cataatacat
aaaaaaagag
tatgcagtag
atgtaaaaat
tcatctatgg
ctaaaatcaa
ttatgttttt

aatgtgataa

gctecggtacce
gcagacatgce
gcgttaccca
aagaggcccg
agcataaaaa
tttttttgaa
aacagtgctg
ttatactcat
tacgggttaa
tatattaagc
gccgttagag
taactatata
gtaagattta
ttgataaaaa
tgagcaaagt
tattgacttt
gggggagctt
agggcgtata
aaaatacatt
gagtcaagat
tatggatggt
acatgcatta
aaaaaataat
tatatctgtg
cttatgttat
ttcggggtag
cagaccgtaa
acggatacca
gcaaactacg
agtcaagtat
ctattaaaat

gtgtctgaca

2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380

4440



gtgtcacaga
aattcacaaa
gggaacttag
tgaccactac
acaaataaag
tgtaaaccgce
tgatgagatg
ttggactgag
acggtatgga
tgtatctatg
tgattatttg
acttcctttg
tgtaaacgaa
aagtatttaa
cctttttgat
agaccccgta
ctgcttgcaa
accaactctt
tctagtgtag
cgctctgcta
gttggactca
gtgcacacag
gctatgagaa
cagggtcgga
tagtcctgte
ggggcggagce
ctggecetttt
taccgeettt
agtgagcgag
agcgattttt

tcgtgtagac

aaggatgatt
aatgtggtat
atggtatttg
tttgcaagtg
gaaaagggaa
cattcagagt
ataccaagct
tgtaagtctg
aacaatcata
ataccgtggt
attcctattt
gcaattcaag
ttgcaggaat
gcaaaaacat
aatctcatga
gaaaagatca
acaaaaaaac
tttececgaagg
ccgtagttag
atcctgttac
agacgatagt
cccagcttgg
agcgccacge
acaggagagc
gggtttegee
ctatggaaaa
gctcacatgt
gagtgagctg
gaagcggaag
tcggtatatce

tttcettggt
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gttatggatt
aatatctttg
aaaaaattga
taccttgtac
tgaaactata
ttaggacggce
atacaatatt
actttaaatc
gaatggaagg
caaccttcga
ttactatggg
ttcatcacge
tgataaatag
cgtagaaata
ccaaaatccce
aaggatcttc
caccgctacc
taactggctt
gccaccactt
cagtggctgce
taccggataa
agcgaacgac
ttccegaagg
gcacgaggga
acctctgact
acgccagcaa
tecttteetge
ataccgcteg
agcgcccaat
catccttttt

gtatccaacg

ataagcggcecce
ttcattagag
taaaaatagt
ctacagcatg
tcctgecaatg
aatcaatcaa
tcacaatgat
atttttagca
aaagccaaat
tggctttaat
gaaatattat
agtatgtgac
ttaacttcag
cggtgttttt
ttaacgtgag
ttgagatcct
agcggtggtt
cagcagagcg
caagaactct
tgccagtgge
ggcgcagegg
ctacaccgaa
gagaaaggcg
gcttccaggg
tgagcgtcga
cgcggecettt
gttatcececct
ccgcagecga
acgcagggcc
cgcacgatat

gcgtcagcecg

50

ggccagtggg
cgataaactt
tggaacagaa
accgttaaag
ctttattata
gatggtgaat
actgaaacat
gattatgaaa
gctccggaaa
ctgaatttgce
aaagaagata
ggatttcaca
gtttgtctgt
tgttacccta
ttttegttee
ttttttetge
tgtttgcecgg
cagataccaa
gtagcaccgce
gataagtcgt
tcgggctgaa
ctgagatacc
gacaggtatc
ggaaacgcct
tttttgtgat
ttacggttce
gattctgtgg
acgaccgagc
ccctgetteg
acaggatttt

ggcaggatag

caagttgaaa
gaatttgaga
aagagtattt
tggatatcac
ttgcaatgat
tggggatata
ttteccagect
gtgatacgca
acatttttaa
agaaaggata
acaaaattat
tttgecegttt
aactaaaaac
agtttaaact
actgagcgtc
gcgtaatctg
atcaagagct
atactgttct
ctacatacct
gtcttaccgg
cggggggtte
tacagcgtga
cggtaagcgg
ggtatcttta
gctegtcagg
tggccttttg
ataaccgtat
gcagcgagtce
gggtcattat
gccaaagggt

gtgaagtagg

4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
43920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240

6300



10
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30

35

40

45

cccaccegeg
cgggaatcct
gatggctgat
tccagacgaa
ctacctgctg
ccgecgagetg
gctcaccgac
gaagatcgaa
ggcagagcca
acgtccccat
acgagcaagg

<210>21

<211> 20
<212> ADN

agegggtgtt
gctctgcgag
gaaaccaagc
cgaagagcga
gcecgteggece
gcccgcatca
gacccgcgcea
gagaagcagg
tgactttttt
gcgctccatc

caagaccgat

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400>21

tggagtgctg gtggcectgtt 20

<210> 22
<211> 27
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 22
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ccttcttecac
gctggeegge
caaccaggaa
ttgaggaaaa
agggctacaa
atggcgacct
cggegeggtt
acgagcttgg
agccgctaaa
aagaagagcg

cgggecc

aaaagctgta ctagtagctg atgccgt 27

<210> 23
<211> 25
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 23

gagctggtac atatagccat catgc

<210> 24
<211>27
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 24

ctgtaccatt tcaagtccta tttgtgc

25

27

tgtcccttat
taccgececgge
gggcagccca
ggcggcggceg
aatcacgggce
gggccgectg
cggtgatgcecce
caaggtcatg

acggccgggyg

acttcgcgga

51

tcgcacctgg
gtaacagatg
cctatcaagg
gccggecatga
gtcgtggact
ggeggcctge
acgatcctcg
atgggcgtgg
ggtgegegtg

gctggtgaag

cggtgctcaa
agggcaagcg
tgtactgecct
gcectgtegge
atgagcacgt
tgaaactctg
ccctgetgge
tccgecegag
attgccaagc

tacatcaccg

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6927
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<210> 25

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 25
gcgagagttt gatcctggct cag 23

<210> 26

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 26
cgcggttacc ttgttacgac tt 22

<210> 27

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 27
cgaaattaga aacttgcgtt cagtaaac

<210> 28

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 28
attactgtga ctggtttgca ccaccctctt cg

<210> 29

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 29
aagcggccgc agatagtcat aatagttcc

<210> 30

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 30
ttccatatga ataattccct ccttaaage 29
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<210>31

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 31
gggaattagc catatggaag aaaaagc

<210> 32

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 32
atttgagctc tggcatgge 19

<210> 33

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 33

caagaaccca tgtgaagtac agg 23

<210> 34

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 34

cctgtacttc acatgggttc ttg 23

<210> 35

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 35
aggctacttt acaattattg gacaaggc

<210> 36

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintético

<400> 36

gcccttggat atacacctaa ttttctcc 28
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28
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REIVINDICACIONES

1. Una bacteria acetégena carboxidotréfica modificada por ingenieria genética que tiene actividad disminuida o
eliminada de CODH1 y/o CODH2 en comparacion con una bacteria parental.

2. La bacteria de la reivindicaciéon 1, en donde la bacteria comprende al menos una mutaciéon negativa en un gen
CODH1 y/o gen CODH2.

3. La bacteria de la reivindicacion 2, en donde la mutacién negativa:
(a) disminuye o elimina la expresion del gen CODH1 y/o el gen CODH2 en comparaciéon con una bacteria
parental; o

(b) es una mutacion de desactivacion.

4. La bacteria de la reivindicacién 1, en donde la bacteria tiene ademas actividad incrementada de CODH/ACS en
comparacion con la bacteria parental.

5. La bacteria de la reivindicacion 4, en donde la bacteria sobreexpresa un gen CODH/ACS en comparacion con la
bacteria parental.

6. La bacteria de la reivindicacion 1, en donde la bacteria produce:
(a) uno o mas de etanol y 2,3-butanodiol; o
(b) una mayor cantidad de etanol, produce una menor cantidad de acetato, tiene una fase de latencia mas corta

y/o tiene una tasa de crecimiento mayor en comparacion con la bacteria parental.

7. La bacteria de la reivindicacién 1, en donde la bacteria consume un sustrato gaseoso que comprende uno o mas
de CO, CO2y Ha.

8. La bacteria de la reivindicacion 1, en donde la bacteria parental es Clostridium autoethanogenum, Clostridium
ljungdahlii o Clostridium ragsdalei.

9. Un método para producir un producto, que comprende cultivar la bacteria de la reivindicacion 1 en presencia de un
sustrato gaseoso que comprende uno o mas de CO, COzy Hz, por lo que la bacteria produce el producto.

10. El método de la reivindicacién 9, en donde la bacteria comprende al menos una mutacién negativa en un gen
CODH1 y/o gen CODH2.

11. El método de la reivindicacion 10, en donde la mutacién negativa:
(a) disminuye o elimina la expresién del gen CODH1 y/o el gen CODH2 en comparacion con una bacteria
parental; o

(b) es una mutacion de desactivacion.

12. El método de la reivindicacion 9, en donde la bacteria tiene ademas actividad incrementada de CODH/ACS en
comparacioén con la bacteria parental.

13. El método de la reivindicacion 12, en donde la bacteria sobreexpresa un gen CODH/ACS en comparacion con la
bacteria parental.

14. El método de la reivindicacion 9, en donde:
(a) el producto comprende uno o mas de etanol y 2,3-butanodiol; o
(b) la bacteria produce una mayor cantidad de etanol, produce una menor cantidad de acetato, tiene una fase de

latencia més corta y/o tiene una tasa de crecimiento mayor en comparacion con la bacteria parental.

15. El método de la reivindicacion 9, en donde la bacteria parental es Clostridium autoethanogenum, Clostridium
ljungdabhlii o Clostridium ragsdalei.
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