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Un método para producir un isoprenoide, caracterizado porque comprende:
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PRODUCCION DE ISOPRENOIDES

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los isoprenoides son obicuos por naturaleza.
Comprenden una diversa familia de mads de 40,000 productos
individuales, muchos de los cuales son vitales a los organismos
vivientes. Los 1isoprenoides sirven para mantener la fluidez
celular, transporte de electrones 1'% otras funciones
metabdlicas. Un vasto numero de isoprenoides naturales vy
sintéticos son utiles como farmacéuticos, cosméticos, perfumes,
pigmentos y colorantes, fungicidas, antisépticos, nutracéuticos
e intermediarios guimicos finos.

Un producto de isoprenoide esta cgmpuesto comdnmente
de cinco unidades de difosfato de isopentil carbono (IPP)
repetitivas, aunque se han reportados isoprenoides Y
politerpenos irregulares.t En la naturaleza, los isoprenocoides
son sintetizados mediante condensaciones consecutivas de su IPP
precursor y su isémero de pirofosfato de dimetilalilo (DMAPP).
Dos rutas para estos precursores son conocidas. Los
eucariontes, con la excepcidén de plantas, utilizan en dgeneral
la mevalonato-dependiente (MEV) para convertir acetil coenzima
A (acetil-CoA) a IPP, que es isomerizado subsecuentemente a
DMAPP. Los procariontes, con algunas excepciones, emplean
comunmente solo la ruta mevalonato-independiente o)
desoxixilulosa-5-fosfato (DXP} para producir IPP y DMAPP. Las

plantas usan tanto como la ruta MEV y la ruta DXP. Véase Rohmer
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et al. (1993) Biochem. J. 295:517-524; Lange et al. (2000)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97(24):13172-13177; Rohdich et al.
(2002) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99:1158-1163.

Tradicionalmente, los isoprenoides han sido
manufacturados mediante extraccidén de fuentes naturales tales
como plantas, microbios y animales. Sin embargo, el rendimiento
por medio de extraccidédn es usualmente muy bajo debido a un
nimero de profundas limitaciones. En primer lugar, la mayoria
de los isoprenoides se acumulan en la naturaleza en solamente
pedquerias cantidades. En segundo lugar, los organismos fuente en
general no son propensos al cultivo a gran escala que es
necesario para producir cantidades comercialmente viables de un
isoprenoide deseado. En tercer lugar, el requerimiento de
ciertos solventes téxicos para la extraccidn de 1isoprenoide
necesita manejo especial y procedimientos de desecho y complica
asi la produccién comercial de isoprenoides.

La elucidacidén de las rutas metabdlicas de MEV y DXP
ha ﬁecho la produccién biosintética de isoprencides factible.
Por ejemplo, se han disefiado microbios para sobreexpresar una
parte de toda la ruta de mevalonato para la produccidén de un
isoprenoide llamado amorfa-4,ll-dieno (patentes estadounidenses
Nos. 7,172,886 y 7,192,751). Otros esfuerzos se han enfocado en
equilibrar el cumulo de gliceraldehido-3-fosfato y piruvato ¢
el incrementar la expresidén de 1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato

sintasa (dxs) e IPP isomerasa (idi). Véase Farmer et al. (2001)
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Biotechnol. Prog. 17:57-61; Kajiwéra et al. (1%997) Biochem. J.
324:421-426; y Kim et al. (2001) Biotechnol. Bioeng. 72:408-
415.

; No obstante, dados 1las cantidades muy grandes de
producto de isoprenoide necesaria para muchas aplicaciones
comerciales, todavia hay necesidad por sistemas de expresion
sistemas y procedimientos de fermentacidén que produzcan adn mas
isoprenoides de los que estan disponibles con las tecnologias
actuales. Lé redireccidén optima del metabolismo microbiano
hacia 1la produccién de isoprenoide requiere que la ruta
sintética introducida sea diseriada apropladamente tanto para
encausar al carbono a la produccién de isoprenoide
eficientemente y para impedir la acumulacién de niveles tdxicos
de intermediarios metabdlicos en un periodo de tiempo
sostenido. La presente invencién trata esta necesidad vy

proporciona ventajas relacicnadas también.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencidén proporciona composiciones vy
métodos para una produccidn robusta de isoprencides mediante el
uso de eniimas de ruta de isopentenil pirofosfato que estéan
bajo el control de por 1lo menos un regulador heterédlogo o
condiciones de fermentacidén, vya sea solos © en combinacién.
Ejemplos no limitantes de 1isoprenoides apropiados incluyen:

hemiterpenos (derivado de 1 unidad de isoprenoc) tal como
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isopreno; monoterpencos (derivado de 2 unidades de isopreno)

3

tales como mirceno; sesquiterpenos (derivados de 3 unidades de
!

isopreno) tales como amorfa-4,1l-dieno; diterpenos (derivado de

cuatro unidades de isopreno) tales como taxadieno: triterpenos

(derivado de 6 ’unidades de isopreno) tales como escualeno;

tetraterpenos (derivado de 8 1isoprenoides) tales como fB-
|

!
‘caroteno; y politerpenos (derivado de mas de 8 unidades de

isopreno) tales como poliisoprenc.

En un aspecto, un método para producir un isoprenoide
involucra las etapas de (a) obtener una pluralidad de células
huésped que comprenden wuna ruta enzimadtica para elaborar
isopentenil pirofosfato en donde todas las enzimas de la ruta
estdn bajo el control de por lo menos un regulador
transcripcional heterdlogo; y (b) cultivar las células huésped
en un medio bajo condiciones que son subdptimas en comparacidn
con las condiciones que podrian proporcionar una velocidad de
crecimiento especifico maxima para las células huésped. En
algunas meodalidades, la ruta es la ruta de mevalonato. En otras
modalidades, 1la ruta es la ruta de DXP. En otras modalidades,
la por lo menos una secuencia reguladora transcripcional
heter6loga es inducible. En otras modalidades, las enzimas de
la ruta estan bajo el control de un solo regulador
transcriptional. En otras modalidades, las enzimas de la ruta
estan bajo el control de miltiples reguladores

transcripcionales heterdélogos.
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En algunas modalidades, la ruta comprende una
secuencia de A&acido nucleico que codifica una enzima de ruta de
mevalonato de un procarionte que tiene una ruta de mevalonato
endbégena. Procariontes ejemplares gque tienen wuna ruta de
mevalonato enddgena incluye pero no estan limitados al género
Enterococcus, el género Pseudomonas y el género Staphylococcus.
En una medalidad, la enzima de la ruta de mevalonato es
seleccionada de acetil-CoA tiolasa, sintasa HMG-CoA, reductasa
HMG-CoA y mevalonato cinasa. En otra modalidad, la secuencia de
dcido nucleico heterdéloga codifica una HMG—COA reductasa de
Clase II.

En otra modalidad, .las células huésped son cultivadas
en un medio en donde el nivel de nutriente y/o temperatura es
mantenido a un nivel menor que el gque proporcionaria la
velocidad de crecimiento especifica maxima para las células
huésped. En otra modalidad, las células huésped scn cultivadas
en un medio en donde la fuente de carbono es mantenida a un
nivel para proporcicnar menos de aproximadamente 90%, 75%, 50%,
25%, 10% o en cualquier parte entre 90% y 10% de la velocidad
de crecimiento especifica maxima. En otra modalidad, las
células huésped son cultivadas en un medio en donde la fuente
de nitrdégenc es mantenida a un nivel para proporcionar menos de
aproximadamente 90%, 75%, 50%,.25%, 10% o en cualgquier parte
entre 90% "y 10% de 1la velocidad de crecimiento especifica

maxima. En otra modalidad, las células huésped son cultivadas
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en un medio en donde la tempe;atura es mantenida a un nivel
para prcporcionar menos de aproximadamente 90%, 75%, 50%, 25%,
10% o en cualguier parte entre 90% vy lb% de la velocidad de
crecimiento especifica maxima. En otra modalidad, la
temperatura del © medio es mantenida A a por lo menos
aproximadamente 2°C, 4°C, 5°C, 6°C, 8°C, 10°C, 15°C o 20°
menor gque la temperatura gque proporcionaria la velocidad de
crecimiento especifica méxima.

En todavia otra modalidad, un método para producir un
isoprenoide o© precursor de isoprenoide comprende las etapas de
(i) efectuar una reaccién de fermentacién que comprende un
medio de fermentacidén y una pluralidad de células huésped
modificadas genéticamente que producen isoprenoide bajo
condiciones de tal manera gque (a) el medio de fermentacidn es
mantenido a una temperatura menor que aguella que
proporcionaria una velocidad de crecimiento especifica maxima
de las células huésped; (b} el medio de fermentacién comprende
una fuente de carbono presente en una cantidad que es mas baja
que aquella que proporcionaria una velocidad de crecimiento
especifica maxima de las células huésped; y/o (c) el medio de
fermentacidén comprende una fuente de nitrégeno presente en una
cantidad que es mads baja que aquella que proporciconaria una
velocidad de <crecimiento especifica maxima de las células
huésped; (ii) recuperar el isoprenoide producido bajo una o mas

condiciones resumidas en (a) a (c). En un aspecto, el

v
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isoprenoide es producido bajo por lco menocs dos de las
condiciones resumidas en (a) a (¢). En otro aspecto, el
isoprenoide es producido bajo todas las condiciones resumidas

en (a) a (c).

INCORPORACION POR REFERENCIA

Todas las publicaciones vy solicitudes de patente
mencionadas en esta especificacién son incorporadas en la
presente por referencia a la misma extensién como si cada
publicacién o solicitud de patente individual fuera indicada
especifica e individualmente para ser incorporada por

referencia.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1A es una representacidén esquemdtica de la
ruta de mevalonato (“MEV”) para la produccidén de isopentenil
pirofosfato (“IPP”).

La Figura 1B es una representacidén esquematica de la
ruta de 1-desoxi-D-xilulosa 5-difosfato {“"DXP") para la
produccién de isopentenil pirofosfato (“IPP”) vy dimetilalil
pirofosfato (“DMAPP”). Dxs es 1l-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato
sintasa; Dxr es l-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato reductoisomerasa
(también conocida como 1IspC); IspD es 4-difosfocitidil-2C-
metil-D-eritritol sintasa; IspE es 4-difosfocitidil-2C-metil-D-

eritritol sintasa; IspF es 2C-metil-D-eritritol 2,4-

12



20

25

ciclodifosfato sintasa; IspG es l-hidroxi-2-metil-2-(E)-butenil
4-difosfato sintasa (IspG); y ispH es isoﬁentenil/dimetilalil
difosfato sintasa.

La Figura 2 es una representacidén esquematica de la

‘conversiébn de isopentenil pirofosfato (“IPP”) vy dimetilalil

pirofosfato (“DMAPP”) a geranil pirofosfato (“GPP”), farnesil
pirofosfato (“FPP”) y geranilgeranil pirofosfato (“GGPP”) vy la
sintesis de varios isoprenoides.

La Figqura 3 muestra un mapa de la expresidén de
plasmido pMBIS-gpps.

La Figura 4 muestra un mapa de la expresién del
plasmido pAM408.

La Figura 5 muestra un mapa de la expresiéh. del
plasmido pAM424.

La Figura 6 muestra un mapa de la expresiédn plésmiaos
pTrc99A-ADS, pTrc99A-FSA, pTrc99A-LLS, pTrc9S%A-1LMS, pTrc99a-
GTS, pPTrc99A-APS, pTrc9SA-BPS, pTrc9SA-PHS, pTrc99A-TS,
pTrc99A-CS, pTrc99A- SS y pAM373.

Las Figuras 7A-C son esqguemas para la construccidén de
los plasmidos pAM489-pAM498 y para pAM328.

La Figufa 8 muestra la actividad especifica superior
y estabilidad incrementada del Enterococcus faecalis HMGR-Co2
reductase (HMGR) en comparacidén con Saccharomyces cerevisiae
truncado HMG-CoA reductasa (tHMGR).

La Figura 9 muestra 1la relacidédn entre el peso de

I>
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célula seca ("DCW"”) por litro y ODgpo-

Las Figuras 10A-B muestran la productividad
volumétrica incrementada vy productividad amorfa-4,11-dieno
especifica de cepas huésped que portan los genes HMGR y HMGS de
Staphylococcus aureus en comparacidédn con cepas huésped que
portan los genes tHMGR y HMGS de Saccharomyces cerevisiae.

La Figura 11A-B muestra el efecto de la temperatura
mas baja scobre la productividad de amorfa-4,1ll-dieno de una
cepa huésped de Escherichia coli.

Las Figuras 12A-D muestran el efecto de niveles de
glucosa reducidos sobre la productividad de amorfa-4,ll-dieno
de una cepa huésped de Escherichia coli.

Las Figuras 13A-B muestran los efectos combinados de
los niveles de temperatura mas baja y niveles de glucosa
reducidos sobre 1la productividad de amorfa-4,11-dieno de una
cepa huésped de Escherichia coli.

Las Figuras 14A-E y 15A-E muestran los efectos
combinados de la temperatura mas baja y niveles de glucosa y
nitrégeno recudidos sobre la productividad de amorfa-4,11i-dieno
de una cepa huésped de Escherichia cocli.

La Figura 16 muestra la produccién de amorfa-4,11-
dieno via la ruta DXP mediante una cepa huésped de Escherichia

coli,.
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Definiciones

A no ser que se definan de otra manera, todos los
términos técnicos y cientificos usados en la presente tienen el
mismo significado como se entiende comunmente por aquel
delimitado ordinaric en el arte con el cual la presente
invencidén es concerniente. Se hace referencia en la presente a
una diversidad de términos que serdn definidos para tener 1los
siguientes significados:

El término “opcional” u “opcionalmente” significa que
el elemento o estructura descrito subsecuentemente puede o
puede no estar presente o que el elemento o circunstancia
descrito subsecuentemente puede o puede no ocurrir y que la
descripcidén incluye instancia en donde un elemento o estructura
particular estd presente e instancia en donde el elementoc o
estructura estd ausente o instancia en donde elemento o©
circunstancia ocurre e instancia en donde elemento o
circunstancia no ocurre.

Los términos “ruta metabdlica” se usan en la presente
para referirse a una ruta catabdlica o una ruta anabdlica. Las
rutas anabdlicas involucran construir una molécula mas grande a
partir de moléculas més pequeflas, un procesoc dgue reguiere
energia. Las rutas catabdlicas invelucran la ruptura de
moléculas mads grandes, frecuentemente liberando energia.

E!l término “ruta de mevalonato” o “ruta MEV” es usado

15
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en la presente para referirse a la ruta biosintética que
convierte acetil-CoA a IPP. La ruta .de MEV es ilustrada
esquematicamente en la Figura 1lA.

El término “ruta de desoxilulosa 5-fosfato” o “ruta
de DXP” es usado en la presente para referirse a la ruta que
convierte gliceraldeido-3-fosfate y piruvato a IPP y DMAPP. La
ruta de DXP es ilustrada esquemdticamente en la Figura 1B.

La palabra “pirofosfato” es usada intercambiablemente
en la presente con “difosfato”.

Los términos “vector de expresién” o “vector” se
refieren a un acido nucleico que transduce, transforma o
infecta a una célula huésped, provocando mediante esto que la
célula produzca &cidos nucleicos y/¢o proteinas diferentes a
aquéllas que son naturales a la célula o para expresar acidos
nucleicos y/o proteinas de una manera que no es natural a la
célula.

El término “endégenof se refiere a una sustancia o
proceso que ocurre naturalmente, por ejemplo en una célula
huésped no recombinante.

Los términos “ruta enzimatica para elaborar
isopentenil pirofosfato” se refieren a cualguier ruta capaz de
producir isopentil pirofosfato, en los que se incluye pero no
limitado yva sea a la ruta de mevalonato o a la ruta de DXP.

El término “acido nucleico” se refiere a una forma

‘pelimérica  de nucleétidos de cualquier longitud, vya sea

16



20

25

12

ribonucledétidos o desoxinucledtidos. Asi, este término incluye
pero no esta limitado a ADN o ARN de una sola hebra, doblé
hebra o de multiples hebras, ADN gendmico, cADN, hibridos de
ADN-ARN o un polimero que comprende bases de purina y
pirimidina u otras bases de nucledtidos naturales, modificadas
quimica o bioquimicamente, no naturales o derivadas.

El término “operon” es usado para referirse a dos o
mas secuencias de nuclécotidos contiguas que en cada una
codifican un producto genético tal como un ARN o una proteina y
la expresién del cual es regulada coordinadamente por unc o mas
elementos de control (por ejemplo, un promotor).

El término “producto genético” se refiere a ARN
codificado por ADN (o viceversa) © proteina que es codificada
por un ARN o ADN, en donde un gen comprendera comunmente una o
mias secuencias de nucledtidos que codifican una proteina vy
puede también incluir intrones y otras secuencias de
nucledtidos sin codificacién.

El término “proteina” se refiere a una forma
polimérica de aminocacidos de cualquier longitud, que pueden
incluir aminocacidos codificados y no codificados, aminoacidos
modificados quimica 0 biogquimicamente e} derivados 3%
polipéptidoes gque tienen cadenas fundamentales de péptido
modificadas.

El término “acido nucleico heterdlogo” como se usa en

la presente se refiere a un acido nucleico en donde por 1lo
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menos uno de los siguientes es cierto: (a) el acido nucleico es
extrafioc (“exdgeno”) a (esto es, no es encontrado naturalmente

en) una célula huésped dada; ({b) el acido nucleico comprende

una secuencia de nucleédtidos que es encontrada naturalmente en

(esto es, es “endbgena a”) una célula huésped dada, pero en la
secuencia de nucledtidos es producida en una cantidad no
natural en la célula (por ejemplo, mayor de la esperada o mayor
de la encontrada naturalmente); (c) el Acido nuclelco comprende
una secuencia de nucledtidos que difiere en secuencia de una
secuencia de nucledtidos enddgeno, pero la secuencia de
nucledotidos codifica la misma proteina (que tiene la misma o©
sustancialmente la misma secuencia de aminoacidos) y e€s
producida en una cantidad no natural (por ejemplc, mayor gue la
esperada o mayor que la encontrada naturalmente) en la célula o
(dy el 4&cido nucleico comprende dos o© mads secuencias de
nucledtidos que son encontradas en la misma relacidn entre si
en la naturaleza {por ejemplo, el acido nucleico es
recombinante) .

Un “transgen” se refiere a un gen que es introducido
exbgenamente a una célula huésped. Puede comprender un acido

nucleicc enddgeno o hexdgeno o heterdlogo.

El término “huésped recombinante” (también denominado
COomo “célula huésped modificada genéticamente” o]
“microorganismo huésped modificado genéticamente”) denota una

célula huésped que comprende un &cido nucleico heterdlogo de la

V2
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invenciodn.

El término “acido nucleico exégeno” se refiere a un
acido nucleico que es introducido exdgenamente a una célula
huésped y de aqui no es encontrado normal o naturalmente en y/o
producido en una célula dada en la naturaleza.

El término “elemento regulador” se refiere a
secuencias de control de transcripcién y traduccién, tales como
promotores, mejoradores, sefilales de poliadenilacidn,
terminadores, sefiales de degradacién de ©proteina vy 1los
semejantes, que proporcionan y/o regulan 1la expresidén de una
secuencia de codificacién vy/o produccién de un polipéptido
codificado en una célula huésped,

El término “transformacidédn” se refiere a un cambio
genético permanente o transitorio inducido en una célula
enseguida de la introduccidédn de un nuevo Aacido nucleico. El
cambio genético ("modificacién”) puede ser efectuade ya sea
mediante incorporacién del nuevo ADN al genoma de la célula
huésped o© mediante mantenimiento transitorio o estable del
nuevo ADN como un elemento episomal. En células eucaridnticas,
un cambio genético permanente es sostenido en general mediante
introduccién del ADN al genoma de la <c¢élula. En células
procaridnticas, un cambio genético permanente puede ser
introducido al cromoscma © via elementos extracromoscmales
tales como pléasmidos vy vectores de expresidén, gue pueden

contener uno o mas marcadores seleccionables para ayudar en su

A
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mantenimiento en la célula huésped recombinante.

El término “enlazado operativamente” se refiere a una
yuxtaposicidén en donde los componentes asi descritos estan en
una relacidédn que les permite funcionar en su manera planeada.
Por ejemploc, un promotor estd enlazado operativamente a una
secuencia de nucledétido si el promotor afecta la transcripcidn
o expresién de la secuencia de nucledbdtido.

El término “célula huésped” % “microorganismo
huésped” son usados intercambiablemente en la presente para
referirse a cualesquier célula viviente de arcae, bacteriana o
eucaridéntica a la cual un &cido nucleico heterdlogo puede ser o
ha sido insertado. El1 término también es concerniente con la
progenie de la célula original, que puede no necesariamente ser
completamente idéntica en morfologia o en complemento de ADN
gendémico o total al padre original, debido a mutacién natural,
accidental o deliberada.

El término “sintético” como se usa con referencia a
dcidos nucleicos significa el recocido de 1los bloques de
construccidén de oligonuclectidos sintetizados quimicamente para
formar segmentos genéticos, que son luego ensamblados
enzimdticamente para construir todc el gen. La sintesis de
dcidos nucleicos via “medios quimicos” significa que los
nucledtidos componentes fueron ensamblados in vitro.

El término “natural” como es aplicade a un acido

nucleico, una célula o un organismo, se refiere a un acido
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nucleico, célula u organismo dgue es encontrado en la
naturaleza. Por ejemplo, una secuencia de polipéptidos o
pelinucledtidos que estd presente en un organismo no patolégico
{sin enfermedad) que puede ser aislado de una fuente en 1la
naturaleza y gue no ha sido modificado intencionalmente por un
humano en el laboratorio es natural.

El términc “que se presenta de manera estable en la
naturaleza” como es aplicado a un &cido nucleico, una enzima,
una célula o un organismo, se refiere a un &acido nucleico,
enzima, célula u organismo que es encontrado en la naturaleza.
Por ejemplo, un polipéptido o secuencia de polipéptidos que
estd presente en un organismo que puede ser aislado de una
fuente en la naturaleza y gqQue no ha sido modificadoe
intencionalmente por un humano en el laboratorio se presenta de
manera estable en la naturaleza.

El término “fragmento bioldgicamente activo” como es
aplicado a una proteina, polipéptido o enzima se refiere a
una (s} porcion(es) funcional de las proteinas o polipéptido o
enzima. Equivalentes funcionalmente pueden tener secuencias de
amincacidos variantes puede surgir, por ejemplo como
consecuencia de redundancia de coddén y equivalencia funcional
que son conocidos que ocurren naturalmente dentro de secuencias
de 4cidos nucleicos y proteinas asi codificadas. Proteinas o
péptidos funcionalmente equivalentes pueden alternativamente

ser construidos wvia la aplicacién de tecnologia de ADN

yh!
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recombinante, en la cual cambics en la estructura de proteina
pueden ser disefiados, en base a consideracicnes de las

propiedades de los aminoacidos que son intercambiadcs.

Los términos “isoprenoide”, “compuesto de
isoprenoide”, “producto de isoprenoide”, “terpeno”, “compuesto
de terpeno”, “terpenoide” y “compuesto de terpenoide” son
usados 1intercambiablemente en 1la presente. Se refieren a

compuestos que son capaces de ser derivados de IPP.

Las formas singulares “un”, “uno”, y “el” incluyen
referencias plurales, a no ser que el contexto lo determine
claramente de otra manera. Asi, por ejemplo, la referencia a
“un vector de expresién” incluye un solo vector de expresidn,
también come una pluralidad de vectores de expresidn y la
referencia a “la célula huésped” incluye referencia a una o mas
células huésped y asi sucesivamente. Se notard ademds gque las
reivindicaciones pueden ser redactadas para excluir cualgquier
elemento opcional. Como tal, se pretende que esta afirmaciédn
sirva como base de antecedente para uso de tal terminologia
exclusiva como “solamente”, “solo” y los semejantes en relacidn
con la cita de los elementos de la reivindicacién o el uso de
una limitacidén “negativa”.

A no ser que se indique de otra manera, esta
invencién no estd limitada a secuencias particulares, vectores
de expresidn, enzimas, microorganismos huésped o procesos, como

tal pueden variar de acuerdo con el entendimiento de aquéllos
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de habilidad ordinaria en el arte con el cual esta invencidn es
concerniente en vista de las ensefilanzas en 1la presente. La
terminologia usada en la presente es por propdsitos de
describir medalidades particulares solamente y no pretende ser

limitante.

Células huésped

Cualgquier celula huésped aprcpiada puede ser usada en
la practica de la presente invenciédn. En una modalidad, 1la
célula huésped es un microorganismoc  huésped modificado
genéticamente en el cual moléculas de &cido nucleico han sido
insertadas, canceladas o modificadas (esto es, mutadas; por
ejemplo, mediante inserciédn, cancelacidn, subdivisién y/o
inversidén de nucledtidos), para producir ya sea el compuesto
isoprenocide deseado ¢ derivado de isoprenoide o efectuar un
rendimiento incrementado del compuesto isoprencide deseado o
derivado de isoprenoide. En otra medalidad, la célula huésped
es capaz de ser cultivada en un medio de cultivo liquido. En
contraste una “célula de control” es un sujeto o muestra
alternativa usado en un experimento por propdsitos de
comparacién y es comunmente una célula padre que no contiene
la(s) modificacidn{es) efectuada a una célula huésped
correspondiente.

Ejempos ilustrativos de células huésped apropiados

incluyen cualquier célula de arqguea, procardntica o
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eucaridéntica. Ejemplo de uné célula de arquea incluye pero no
estdn limitadas a aquellos gque pertenecen a los géneros:
Aeropyrum, Archaeglobus, Halobacterium, Methanococcus,
Methanobactenum, Pyrococcus, Sulfolobus, y Thermoplasma.
Ejemplos ilustrativos de cepas de arcae incluyen pero no estan
limitadas a Aeropyrum pernix, Archaeoglobus fulgidus,
Methanccoccus J annaschu, Methanobactenum thermoautotrophwum,
Pyrococcus abyssi, Pyrococcus horikoshu, Thermoblasma
acidophtUum, Thermoplasma volcanium.

Ejemplos de una célula procariéntica incluyen pero no
estan limitados a agquéllas que pertenecen a los géneros:
Agrobactenum, Alicy clobacillus, Anabaena, Anacystis,

Arthrobacter, Azobacter, Bacillus, Brevibactenum, Chromatium,

Clostridium, Corynebactenum, Enterobacter, Erwinia,
Escherichia, Lactobacillus, Lactococcus, Mesorhizobwvum,
Methylobactenum, Microbactenum, Phortnidium, Pseudomonas,
Rhodobacter, Rhodopseudomoenas, Rhodospirglum, Rhodococcus,
Salmonella, Scenedesmun, Serratia, Shigella, Staphlococcus,

Strepromyces, Synnecoccus, y Zymomonas.

Ejemplos ilustrativos de cepas bacterianas
procaridénticas incluyen pero no estdn limitadas a Bacillus
subtihs, Bacillus amylohquefacines, Brevibactenum ammoniagenes,
Brevibactenum immariophdum, Clostridium beigenncku,
Enterobacter sakazakn, Escherichia c¢oli, Lactococcus lactis,

Mesorhizobium loti, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas

9 X
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mevalonu, Pseudomonas pudica, Rhodobacter capsulatus,
Rhodobacter  sphaeroides, Rhodospinllum rubrum, Salmonella
entenca, Salmonella typhi, Salmonella typhimunum, Shigella
dysentenae, Shigella flexnen, Shigella sonnet, Staphylococcus
aureus, y los semejantes,

En general, si se usa una célula huésped bacterial,
una cepa no patdégena es preferida. Ejemplos ilustrativos de
cepas no patdgenas incluyen pero no estadn limitadas a Bacillus
subtihs, Escherichia coli, Lactibacillus acidophilus,
Lactobacillus helveticus, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas
mevalonu, Pseudomonas pudita, Rhodobacter sphaeroides,
Rodobacter capsulatus, Rhodospinllum rubrum, vy los semejantes.
Ejemplos de c¢élulas eucaridénticas incluyen pero no estan
limitadas a células fungales. Ejemplos de <célula fungal
incluyen pero no estan limitadas a aquéllas que pertenecen a
los géneros: Aspergillus, Candida, Chrysosponum, Cryotococcus,
Fusanum, Kluyveromyces, Neotyphodium, Neurospora, Penicilhum,
Pichia, Saccharomyces, Tnchoderma | y Xanthophyllomyces
(anteriormente Phaffia).

Ejemplos ilustrativos de cepas eucariédnticas incluyen
pero no estan limitadas a: Aspergillus nidulans, Aspergillus
niger, Aspergillus oryzae, Candida albicans, Chrysosponum
lucknowense, Fusénum graminearum, Fusanum venenatum,
Kluyveromyces lactis, Neurospora crassa, Pichia angusta, Pichia

finlandica, Pichia kodamae, Pichia membranaefaciens, Pichia
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methanohca, Pichia opuntiae, Pichia pastons , Pichia pijpen,
Pichia quercuum, Pichia sahctaria, Pichia thermotolerans,
Pichia trehalophila, Pichia styitis, Streptomyces ambofaciens,
Streptomyces aurecfaciens, Streptomyces aureus, Saccaromyces
bayanus, Saccaromyces boulardi, Saccharomyces cerevisiae,
Streptomyces fungicidicus, Streptomyces gnseochromogenes,
Streptomyces gnseus, Streptomyces hvidans, Streptomyces
ohvogriseus, Streptomyces rameus, Streptomyces tanashiensis,
Streptomyces vinaceus, Tnchoderma reesei y Xanthophyllomyces
dendrorhous {anteriormente Phaffia rhodozyma).

En general, si se usa una célula eucaridntica, una
cepa no patdgena es preferida. Ejemplos ilustrativos de cepas
no patdégenas incluyen pero no estadn limitadas a Fusarium
graminearum, Fusarium venenatum, Pichia pastoris, Saccaromyces
boulardi, and Saccaromyces cerevisiae.

Ademas, ciertas cepas han sido designadas por 1la
Administracién de Alimentos y Fadrmacos como GRAS o consideradas
en consideradas en general como seguras. Estas cepas incluyen:
Bacilus subtilis, Lactibacilus acidophilus, Lactobacilus

helveticus y Saccharomyces cerevisiae.

IPP Rutas
Las células huésped de la presente invencién
comprenden o utilizan la ruta MEV, la ruta DXP o ambas para

sintetizar IPP y su isémero, DMAPP. En general, los eucariontes
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diferentes a plantas utilizan la <ruta isoprenoide MEV
exclusivamente ©para convertir acetil-CoA a ipPP, que es
isomerizado subsecuentemente a DMAPP. Los procariontes, con
algunas excepciones, utilizan la ruta mevalonato-independiente
o de DXP para producir IPP y DMAPP separadamente a través de un
punto de rama. En general, las plantas usan tantc la ruta de

MEV como DXP para la sintesis de IPP.

Ruta de MEV
Una representacidn esquematica de la ruta de MEV es
descrita en la Figura 1A. En general, la ruta comprende seis

etapas.

En la primera etapa, dos moléculas de 1la acetil-
coenzima A s50n combinadas enzimadticamente para formar
acetoacetil-CoA. Una enzima conocida para catalizar esta etapa
es por ejemplo, acetil-CoA tiolasa (también conocida como
acetil-CoA acetiltransferasa). Ejemplos ilustrativos de
secuencias de nucledtidos incluyen pero no estan limitadas a
los siguientes numeros de acceso de GenBank y el organismo del
cual las secuencias se derivan: {NC 000913 REGION:
2324131..2325315; Escherichia coli), (D49362; Paracoccus
denitrificans) y (L20428; ‘Saccharomyces cerevisiae).

En la segunda etapa de la ruta de MEV, acetoacetil-
CoA es condensada enzimdticamente con otra molécula de acetil-

CoA para formar 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CcA). Una

2%
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enzima conocida para catalizar esta etapa es, por ejemplo, HMG-
CoA sintasa. Ejemplos ilustrativos de secuencias de nucleétidos
incluyen pero no estadn limitados a: (NC_001145. complemento
19061..20536; Saccharomyces cerevisiae), (X96617; Saccharomyces
cerevisiae), (X83882; Arabidopsis thaliana), (AB037907;
Kitasatospora griseola), (BT007302; Homo sapiens) y (NC 002758,
Locus taqg SAVZ2546, GenelID 1122571; Staphylococcus aureus).

En la tercera etapa, HMG-CoA es convertida
enzimdticamente a mevalonato. Una enzima conocida para
catalizar esta etapa es, por ejemplo, HMG-CoA reductasa.
Ejemplos ilustrativos de secuencias de nucledtidos incluyen
pero no estan limitadas a: (NM _206548; Drosophila
melanogaster), (NC 002758, Locus tag SAV2545, GenelD 1122570;
Staphylococcus aureus), (NM_2Q4485; Gallus gallus), (ABO1l5627;
Streptomyces sp. KO 3988), [(AF542543; Nicotiana attenuvata),
(AB037907; Kitasatospora grisecla), (AX128213, gue proporciona
la secuencia gue codifica un HMGR truncado; Saccharomyces
cerevisiae) y (NC_001145: complemento (115734..118898;
Saccharomyces cerevisiae).

En la cuarta etapa, el mevalonato es fosforilado
enzimaticamente para formar mevalonato 5-fosfato. Una enzima
conocida para catalizar esta etapa es por ejemplo, mevalonato
cinasa. Ejemplos 1ilustratives de secuencias de nucleédtidos
incluyen pero no estdn limitadas a: {L77688; Arabidopsis

thaliana) y (X55875; Saccharomyces cerevisiae).
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En la quinta etapa, un segundo grupo de fosfato es
agregado enzimdticamente a mevalonato 5—fos%ato para formar
mevalonato 5-pirofosfato. Una enzima conocida para catalizar
esta etapa es, por ejemplo, fosfomevalonto cinasa. Ejemplos
ilustrativos de secuencias de nucledtides incluyen pero no
estan limitadas a: (AF429385; Hevea brasiliensis), (NM _006556;
Homo sapiens) Y (NC_001145. complemento 712315..713670;
Saccharomyces cerevisiae).

En la sexta etapa, mevalonato 5-pirofosfato es
convertido enzimdticamente a IPP. Una enzima conocida para
catalizar esta etapa es, por ejemplo, mevalonato pirofosfato
decarboxilasa. Ejemplos ilustrativos de secuencias de
nucledtidos incluyen perce no estdn limitados a: (X97557;
Saccharomyces cerevisiae), (AF290095; Enterococcus faecium) Yy
(U49260; Homo sapiens).

Si IPP va a ser convertido a DMAPP, entonces se
requiere una séptima etapa. Una enzima conocida para catalizar
esta etapa es, por ejemplo, IPP isomerasa. Ejemplos
ilustrativos de secuencias de nucledtidos incluyen pero no
estan limitados a: (NC 000913, 3031087..3031635; Escherichia
coli) y (AF082326; Haematococcus pluvialis). Si se requiere la
conversidén a DMAPP, una expresién incrementada de IPP isomerasa
asegura que la conversién de IPP a DMAPP no representa una

etapa limitante de velocidad en la ruta global.
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Ruta de DXP

Una representacidédn esquematica de la ruta de DXP es
descrita en la Figura 1B. En general, la ruta de DXP comprende
siete etapas. En la primera etapa, el piruvato es condensado
con D-gliceraldehido 3~-fosfato para elaborar l-descxi-D-
xilulosa-5-fosfato. Una enzima conocida para catalizar esta
etapa es, por ejemplo, 1l-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato sintasal
Ejemplos ilustrativos de secuencias de nucledtidos incluyen
pero no estan limitadas a: (AF035440; Escherichia coli),
(NC_002847, Locus tag PP0527; Pseudomonas putida KT2440),
(CP000026, Locus tag SPA2301; Salmonella enterica Paratyphi,
véase ATCC 9150), (NC 007493, Locus tag RSP_0254; Rhodobacter
sphaeroides 2.4.1), (NC 005296, Locus tag RPAR0952;
Rhodopseudomonas palustris CGAQ09), (NC_004556, Locus tag‘
PD1293; Xylella fastidiosa Temeculal) y (NC_003076, Locus tag
AT5G11380; Arabidopsis thaliana).

En la sequnda etapa, l-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato es
convertido a 2C-metil-D-eritritcl-4-fosfato. Una enzima
conocida para catalizar esta etapa es, por ejemplo, l-desoxi-D-
xllulosa-5-fosfato reductoisomerasa. Ejemplos ilustrativos de
secuencias de nucledtidos incluyen pero no estén limitados a:
(ABO13300; Escherichia coli), (AF¥148852; Arabidopsis thaliana),
(NC_002947, locus_tag PP1597; Pseudomonas putida KT2440),
(AL939124, locus_tag SC05694; Streptomyces ccelicolor A3(2)),

(NC_007493, locus_tag RSP 2709; Rhodobacter sphaeroides 2.4.1)
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y (NC_ 007492, locus_tag PfI 1 107; Pseudomonas fluorescens PfO-
1).

En 1la tercera etapa, 2C-metil-D-eritritcl-4-fosfato
es convertido a 4-difosfocitidil-2C-metil-D-eritritol. 5na
enzima conocida para catalizar esta etapa es por ejemplo, 4-
difosfocitidil-2C-metil-D-eritritol sintasa. Ejemplos
ilustrativos de secuencias de nucledtidos incluyen pero no
estan limitadas a: (AF230736; Escherichia coli), (NC_007493,
locus_tag RSP_2835; Rhodobacter sphaercides 2.4.1), (NC 003071,
locus _tag ATZ2G02500; Arabidopsis thaliana) y (NC 002947,
locus tag PP1614; Pseudomonas putida KT244Q).

En la cuarta etapa, 4-difosfocitidil-2C-metil-D~-
eritritol es convertido a 4-difosfocitidil~-2C~metil-D-
eritritol-2-fosfato. Una enzima conocida para catalizar esta
eﬁapa es por ejemplo, 4—difosfocitidil—ZC—metil—D—eritritoi
cinasa. Ejemplos ilustrativos de secuencias de nucledtidos
incluyen pero no estdn limitadas a: (AF216300; éscberichia
coli) y (NC_007493, locus tag RSP 1779; ‘Rhodobacter sphaeroides
2.4.1).

En la gquinta etapa, 4-difosfocitidil-2C-metil-D-
eritritol-2-fosfato es convertido a 2C-metil-D-eritritol 2,4-
ciclodifosfato. Una enzima conocida para catalizar esta etapa
es por ejemplo, 2C-metil-D-eritritol 2,4-ciclodifosfato
sintasa. Ejemplos ilustrativos de secuencias de nucledtidos

incluyen pero no estan limitados a: (AF230738; Escherichia

%)
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coli), NC_007493, locus tag RSP 6071; Rhodobacter sphaercides
2.4.1), y (NC_002947, 1locus tag Ppléle68; Pseudomonas putida
KT2440) .

En la sexta etapa, 2C-metil-D-eritritol 2,4-
ciclodifosfato es convertido a l-hidroxi-2-metil-2-(E)-butenil-
4-difosfato. Una enzima conocida para catalizar esta etapa es,
por ejemplo, 1-hidroxi-2-metil-2-(E}-butenil-4~-difosfato
sintasa. Ejemplos ilustrativos de secuencias de nucledtidos
incluyen pero no estadn limitadas a: (AY033515, Escherichia
colij, (NC_002947, locus_tag PP0853; Pseudomonas putida KT2440)
y (NC_007493, locus_tag RSP _2982; Rhodobacter sphaeroides
2.4.1).

En la séptima etapa, l-hidroxi-2-metil-2-(E)-butenil-
4-difosfato es convertido ya sea a IPP o su isémero, DMAPP. Una
enzima conocida para catalizar esta etapa es, por ejemplo,
ispentil/dimetilalil difosfato sintasa. Ejemplos ilustrativos
de secuencias de nucledtidos incluyen pero no estan limitados
a: (AY062212; Escherichia coli) y (NC_002947, locus_tag PP0606;
Pseudomonas putida KT2440).

En algunas modalidades, "“diafonia” (o interferencia)
entre los propios procesos metabdlicos de la célula huésped ¥y
aquellos procescs involucrados con la produccién de IPP como se
proporciona por la presente invencién son minimizados o
eliminado completamente. Por ejemplo, la diafonia es minimizada

0 eliminada por completo cuando el microorganismo huésped

Y
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depende exclusivamente de la ruta de DXP para sintetizar IPP vy
una ruta de MEV es introducida para proporcionar IPP adiéional.
Tales organismos huésped no estarian equipados para alterar la
expresién de las enzimas de ruta MEV o ©procesar los
intermediarios asociados con la ruta MEV. Los organismos gque
dependen exclusiva o predominantemente de la ruta de DXP
incluyen, por eljemplo, Escherichia coli.

En algunas mcodalidades, la célula huésped produce IPP
via la ruta de MEV, ya sea exclusivamente o en combinacidn con
la ruta de DXP. En otras modalidades, la ruta de DXP del
huésped es deshabilitada funcicnalmente, de tal manera que la
célula huésped produce IPP exclusivamente por medio de una ruta
de MEV introducida heterdélogamente. La ruta de DXP puede ser
deshabilitada funcionalmente al deshabilitar la expresiédn
genética o desactivar la funcidén de una o mids de laé enzimas de

ruta de DXP.

Compuestos de Cs

Los compuestos Cs; de la invencidén son divididos en
general de IPP o DMAPP. Estos compuestos también son conocidos
como hemiterpenos debido a que son derivados de una sola unidad

de isopreno (IPP o DMAPP).
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IsoEreno

El isopreno, cuya estructura es

P

*

es encontrado en muchas plantas. E1 isopreno es
elaborado a partir de IPP mediante isopreno sintasa. Ejemplos
ilustrativos de secuencias de nucledtidos apropiadas incluyen
perc no estadn limitados a: (AB198190; Populus alba) y

(AJ294819; Polulus alba x Polulus tremula).

Compuestos de Cjj

Los compuestos (35 de la invencidén derivados en
general de geranil pirofosfato (GPP) que es elaborado mediante
la condensacién de IPP con DMAPP. Una enzima conocida para
catalizar esta etapa es por ejemplo, geranil pirofosfato
sintasa. Los compuestos de C;p también son conocidos como
monoterpencos debido a que son derivados de dos unidades de
isopreno.

La Figura 2 muestra esquematicamente cémo IPP y DMAPP
pueden producir GPP, que puede ser procesado adicionalmente a
un monoterpeno.

Ejemplos 1ilustrativos de secuencias de nucledtidos

para geranil pirofosfato sintasa incluyen pero nos estan

34
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limitados a: (AF513111; Abies grandis), (AF513112; Abies
grandis), (AF513113; Abies grandis), (AY534686; Antirrhinum
majusy, (AY534687; Antirrhinum majus), (Y17376; Arabidopsis
thaliana), (ARE016877, Locus API 1092; Bacillus cereus; ATCC
14579, (AJ243739; Citrus sinensis), (AY534745; Clarkia
breweri), (AYS853508; Ips pini), (DQ286930; Lycopersicon
esculentum), (AF182828; Mentha x piperita), (AF182827; Mentha x
piperita), (MPI249453; Mentha x piperita), (PZE431697, Locus
CAD24425; Paracoccus zeaxanthinifaciens), (AY866498; Picrorhiza
kurrood), (AY351862; Vitis . vinifera) y (AF203881, Locus
AAF12843; Zymcomonas mobilis).

GPP es luego convertido subsecuentemente a una
variedad de compuestos de Cip. Ejemplos ilustrativos de

compuestos de Cjp incluyen pero no estan limitados a:

Careno

El careno, cuya estructura es

es encontrado en la resina de muchos 4arboles,

particularmente arboles de pino. El1 careno es elaborado a

35
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partir de GPP de careno sintasa. Ejemplos ilustrativos de
secuencias de nucledtidos apropiadas incluyen pero no estéan
limitados a: (AF461460, REGION 43..1926; Picea abies) V%

(AF527416, REGION: 78..1871; Salvia stenophylla).

Geraniol

El geraniol (también conocide como rhodnol), cuya

estructura es

Y A

OH

?

es el componente principal del aceite de rosa vy
aceite de palmarosa. También se presenta en geranio, limon vy
citronela. El geraniol es elaborado a partir de GPP mediante
geraniol sintasa. Ejemplos ilustrativos de secuencias de
nucledtidos apropiadas incluyen pero no estan limitados 'a:
(AJ457070; Cinnamomum tenuipilum), (AY362553; Ocimum
basilicum), {DQ234300; Perilla frutescens cepa 1804},
(DQ234299; Perilla citriodora cepa 1861), (DQ234298; Perilla

citriodora cepa 4935) y (DQO088667; Perilla citriodora).

C
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Linalocl

El linalool, cuya estructura es

OH

X =

»

es encontrado en muchas flores y plantas de especias
tales como semillas de coriander. El linalool es fabricado a
partir de GPP mediante linalool sintasa. Ejemplos ilustrativos
de secuencia de nucleétidos apropiadas incluyen pero no estan

limitados a: (AF497485; Arabidopsis thaliana), (AC00229%4, Locus

AAB71482; Arabidopsis thaliana), {AY059757; Arabidopsis
thaliana), (NM 104793; Arabidopsis thaliana), (AF154124;
Artemisia annuay}, (AF067603; Clarkia breweri), (AF067602;

Clarkia concinnal, (AF067601; Clarkia  breweri), (U58314;
Clarkia breweri), (AY840091; Lycopersicon esculentum),
(DQ263741; Lavandula angustifolia), (AY083653; Mentha citrate),
AY693647; Ocimum  basilicum); XM 463918; Oryza sativa),
(AP004078, Locus BADO07605; Oryza sativa), (XM_463918, Locus
XP 463918; Oryza sativa), (AYS17193; Perilla <citriodora),
(AF271259; Perilla frutescens), (AY473623; Picea abies),
(DQ195274; Picea sitchensis), y (AF444798; Perilla frutescens

var. crispa cultivar No. 79}.

2¥
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Limoneno

El limoneno cuya estructura es

es encontrado en la cascara de fruta citrica y hiebabuena. El
limoneno es elaborado a partir de GPP mediante limoneno

sintasa. Ejemplos ilustrativos de secuencias de nucleétidos

apropiadas incluyen pero no estan limitados a: (+)-limoneno
sintasas (AF514287, REGION: 47..1867; Citrus limon) 3%
(AY(055214, REGION: 48..1889; Agastache rugosa) y (-)-limoneno
sintasas (DQ195275, REGICN: 1..1905; Picea sitchensis),

(AFP006193, REGION: 73..1986; Abies grandis) y  (MHC4SLSP,

REGION: 29..1828; Mentha spicata).

Mirceno
El mirceno, cuya estructura es

)\/\/lL/

»

es encontrado en el aceite esencial en muchas plantas en los
que se incluyen laurel, verbena y mircia en la cual tiene su
nombre. El mirceno es elaborado a partir de GPP mediante
mircenco sintasa. Ejemplos ilustrativos de secuencias de

nucledtidos apropiadas incluyen pero no estan limitados a:

%3
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U87908; Abies grandisy), (AY195609; Antirrhinum  majus),
{AY195608; Antirrhinum majus), (NM 127982; Arabidopsis thaliana
TP310), (NMJ 13485; Arabidopsis thaliana ATTPS~CIN),
(NM 113483; Arabidopsis thaliana ATTPS-CIN), (AF271259; Perilla
frutescens), (AY473626; Picea abies), (AF369919; Picea abies) vy

{AJ304839; Quercus ilex).

Ocimeno

El a- y B-ocimenos cuyas estructuras son:

///u\\///\\\//J\\\/// V% respectivamente,
= = e = =

son encontrados en una variedad de plantas y frutas en los que
se incluyen ocimum basilicum y es elaborado a partir de GPP
mediante ocimeno sintasa. Ejemplos ilustrativos de secuencias
de nucledtidos apropiadas incluyen pero no estan limitados a:
(AY195607; Antirrhinum majus), (AY195609; Antirrhinum majus),
(AY195608; Antirrhinum majus), {AK221024; Arabidopsis
thaliana), (NMJ 13485; Arabidopsis thaliana ATTPS-CIN), (NMJ
13483; Arabidopsis thaliana ATTPS-CIN), (NMJ 17775; Arabidopsis
thaliana ATTPS03), (NM 001036574; Arabidopsis thaliana
ATTPS03), (NM 127982; Arabidopsis thaliana TPS10), (AB110642;
Citrus unshiu CitMTSL4) v (AY575970; Lotus corniculatus var.

japonicus)

39
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ga-pineno

El o-pineno, cuya estructura es:

o~

N\

»

es encontrado en los arboles de pino y eucalipto. El a-pineno

es elaborado mediante GPP mediante a-pineno sintasa. Ejemplos
ilustrativos de secuencias de nucledtidos apropiadas incluyen
pero no estdn limitadas a: (+) oa-pineno sintasa (AF543530,
REGICON 1..1887, Pinus taeda), (- )oa-pineno sintasa (AF543527,
REGION  32..1921, Pinus  taeda) Yy {(+)/(-)oa-pinenc sintasa

(AGUB87909, REGION 6111892; Abies grandis).

E—Eineno

El B-pineno, cuya estructura es:

es encontrado en loé arboles de pino, romero, perejil, enebro,
albahaca y rosa. El P-pineno es elaborado a partir de GPP
mediante PB-pineno sintasa. Ejemplos ilustratives de secuencias
de nucleétidos apropiadas incluyen pero no estédn limitados a:
(-} PB-pineno sintasas (AF276072, REGION 1..1749, Artemisia

annua) y (AF514288, REGION 26..1834, Citrus limon).

A0



15

20

36

Sabineno

El sabineno, cuya estructura es:

es encontrado en pimienta negra, semilla de zanahoria, salbia y
adrboles de té&. El sabineno es elaborado a partir de GPP a
partir de sabineno sintasa. Un ejemplo ilustratibo de una

secuencia de nucledtidos apropiada incluye pero no esta

limitada a AF051801, REGION 26..1798 de Salvia officinalis.

y-Terpineno

El y-terpineno, cuya estructura es:

es un constituyente del aceite esencial de frutas citricas.
Bioguimicamente, el y-terpinenoc es elaboradc a partir de GPP

mediante un y-terpineno sintasa. Ejemplos ilustrativos de

secuencias de nucledtidos apropiadas incluyen: (AF514286,
REGION: 30..1832 de Citrus limon) y (AB110640, REGION 1..1803

de Citrus unshiu).

Al
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Terpinoleno

El terpinoleno, cuya estructura es:

es encontrado en grosella negra, ciprés, guayaba, liquen,
papaya, pino y té. El terpinoleno es elaboradc a partir de GPP
mediante terpinoleno sintasa. un ejemplo ilustrativo de una
secuencia de nucledtidos apropiada incluye perc no esté

limitada a AY906866, REGION: 10..1887 de Pseudotsuga menziesii.

Compuestos de Cis

Los compuestos de C;5 de la invencidén se derivan en
general de farnesil pirofosfato (FPP) que es elaboradc mediante
la condensacién de dos moléculas de IPP con una molécula de
DMAPP. una enzima conocida para catalizar esta etapa es, por
ejemplo, farnesil pirofosfato sintasa. Estos compuestos de Cis
también so conocidos como sesquiterpenos debido a que son
derivados de tres unidades de isopreno.

La Figura 2 muestra esquemdticamente cdmo IPP y DMAPP
pueden ser combinados para producir FPP, que puede ser
procesado adicionalmente a un sesquiterpeno.

Ejemplcos ilustratibos de secuencias de nucieétidos

para farnesil pirofosfato sintasa incluyen pero no estéan

AT
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limitados a: (ATUB0605; Arabidopsis thaliana),' (ATHFPSZ2R,
Arabidopsis thaliana), (AAU36376, Artemisia annua), (AF461050;
Bos taurus), (D006%4; Escherichia coli K-12), (AE009951, Locus
AALS5523; Fusobacterium nucleatum subsp nucleatum ATCC 2558¢),
(GFFPPSGEN; Gibberella fujikurci), (CPC0000S, Locus AAW60034,
Gluconobacter oxydans 621H), (AF0198%92, Helianthus annuus),
{HUMFAPS:; Homo sapiens), {KLPFPSQCR,  Kluyveromyces lactis),
(LAUL15777, Lupinus albus), (LAU20771, Lupinus albus),

(AF309508, Mus musculus), (NCEFPPSGEN; Neurospora <c¢rassa),

{PAFPS1, Parthenium argentatum), (PAFPS2, Parthenium
argentatum), (RATFAPS; Rattus norvegicus), (YSCFPP;
Saccharomyces cerevisiae), (D89104; Schizosaccharomyces pombe),

(CPOC0003, Locus AAT87386; Streptococcus pyogenes), (CP0O00017,
Locus AAZ51849, Streptococcus pyogenes), (NC 008022, Locus YP
598856, Streptococcus pyogenes MGAS10270), (NC 008023, Locus YP
600845, Streptococcus pyogenes MGAS20986), (NC 008024, Locus
YP 602832, Streptococcus pyogenes MGAS 10750) y (MZEFPS, Zea
mays) .

Alternativamente, FPP puede tabién ser elaborado al
agregar IPP a GPP., Ejemplos ilustrativeos de secuencias de
nucledétidos que codifican para wuna enzima capaz de esta
reaccidén incluyen perc no estdn limitados a: (AE000657, Locus
AACQ06913, Aquifex aeolicus VF5), (NM 202836, Arabidopsis
thaliana}, (D84432, Locus BAA12575; Bacillus subtilis),

(UlZ2678, Locus AACZ28894; Bradyrhizobium japonicum USDA 110),

43
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(BACFDPS; Geobacillus stearothermophilus), (NC 002940, Locus
NP 873754; Haemophilus ducreyi 35000HP), (L42023, Locus
AAC23087, Haemophilus 1influenzae Rd KW20), {J05262, Homo

sapiens), (YP 395294, Lactobacillus sakel subsp sakei 23K},

5 (NC_005823, Locus YP 000273; Leptospira Interrogans serovar

Copenhageni str Fiocruz L1-130), (AB0O03187; Micrococcus

luteus), (NC 002946, Locus YP 208768; Neisseria gonorrhoeae FA

1090), (U00090, Locus AAB91752, Rhizobium sp. NGR234), (J05091;

Saccharomyces cerevisae), (CP0O00031, Locus ARVO3568;

10 Silicibacter pomercyi DSS$-3), (AE008481, Locus AAK99890;

Streptococcus pneumoniae R6) y (NC 004556, Locus NP 779706;
Xylella fastidiosa Temeculal).

Luego el FPP es convertido subsecuentemente a una

variedad de compuestos Ci;5. Ejemplos ilustrativos de compustos

15 Cis incluyen perc no estédn limitados a:

Amorfadieno

Amorfadienc, cuya estructura es:

20

es un precursor a artemisinina gque es elaborada mediante

Artemisia anna. El1 amorfadieno es elaborado a partir de FPP

25 mediante amorfadieno sintasa. Un ejemplc ilustrativo de una

Ab
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secuencia de nucledtidos apropiada es SEQ ID NO. 37 de 1la

Patente Estadounidense No. 7,192,751.

a-Farneseno

El a-Farneseno, cuya estructura es:

/l\/\/g/\-)\/

es encontrado en varias fuentes biolégicas en las que se
incluyen perc no limitados a la gandula de Dufour en hormigas vy
en el recubrimiento de cascaras de manzana y pera. El a-
Farneseno es elaborado a partir de FPP mediante a-farnesenc
sintasa. Ejemplos ilustratibos de secuencias de nucledtidos
apropiadas incluyen pero no estadn limitados a DQ309034 de Pyrus
communis cultivar d'Anjou (pera; nombre del gen AFSl) vy
AY182241 de Malus domestica (manzana; gen AFS1l). Pechouus et

al., Planta 219(1): 84-94 (2004).

p-Farneseno

E1l P-Farneseno, cuya estructura es:

es encontrado en varias fuentes bioldgicas en 1los gue se

- incluyen pero no limitadas a &fidos y aceites esenciales tales

como el de hierbabuena. En algunas plantas, tales como patata

silvestre, el P-farneseno es utilizado como un repelente de
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'

insectos natural. El P-farneseno es elavorado a partir de FPP

mediante B-farneseno sintasa. Ejemplos ilustrativos de
secuencias de nucledtidos apropiadas incluyen pero no estan
limitadas a GenBank No. de acceso AF(024615 de Mentha x piperita
{hierbabuena; gen Tspall) y AY835398 Qe Artemisia annua. Picaud

et al., Phytochemistry 66(9): 961-967 (2005).

Farnesol

El Farnesol, cuya estructura es:

OH

)

es encontrado en varias fuentes bioldgicas en las gque se
incluyen insectos y aceites esenciales tales como cintronella,
neroli, ciclamen, pasto de limén, tuberocsa vy Fosa. El farnesol
es elaborado a partir de FPP mediante una hidroxilasa tal como
farnescl sintasa. Ejemplos ilustrativos de secuencias de
nucledtidos apropiadas incluyen pero no estdn limitados a
GenBank No. de acceso AF529266 de Zea mays y YDR481C de
Saccharomyces cerevisiae (gen Pheo8) . | Song, L., Applied

Biochemistry and Biotechnclogy 128: 149-158 (2006).
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Nerolidol

En nerclidol, cuya estructura es:

OH
e e =

es también conocido como peruvicl y es encontrado en varias
fuentes bioldégicas en las que se 1incluyen como aceites
esenciales tales como de neroli, gengibre, jazmin, lavanda,
arbol de té y césped de limébn. El1 nerolidol es elaborado a
partir de FPP mediante una hidroxilasa tal como nerolidol
sintasa. Un ejemplo ilustratibo de una secuencia de nucledtidos
apropiada incluye pero no estd limitada a AF529266 de Zea mays

(mais; gen tpsl).

Patchoulol

El patchoulol, cuya estructura es:

es también conocido como alcohol de patchuli y es un
constituyente del aceite esencial de Pogostemon patchouli. El
patchouliol es elaborado a partir de FPP mediante patchouliol
sintasa. Un ejemplo ilustrativo en una secuencia de nucledtidos
apropiada incluye pero no estd limitada a AY508730 REGION:

1..1659% de Pogostemon cablin.

4%
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Valenceno

El valenceno, cuya estructura es:

R

es uno de los componentes quimicos principales del olor y sabor
de naranjas y es encontradc en céascaras de naranja. El
valenceno es elaborade a partir de FPP mediante nootkatona
sintasa. Ejemplos ilustrativos de una secuencia de nuclebdtidos
incluye pero no estd limitada a AF441124 RAGION: 1..1647 de
Citrus sinensis 'y AY917195 REGION: 1..1653 de Perilla

frutescens.

Compuestos de Cy

Los compuestos de Czg de la invenciédn derivados en
general de genarilgeraniol pirofosfato (GGPP} que es elaborado
mediante la condensacién de tres moléculas de IPP con una
molécula de DMAPP. Una enzima conocida para catalizar esta
etapa es, por ejemplo, geranilgeranil pircfosfato sintasa.
Estos compuestos de Cyp son también conocidos como diterpenos
debido a que también son derivados de cuatro unidades de
isopreno.

La Figura 2 muestra esquematicamente cémoc IPP y DMAPP

pueden ser combinados para producir GGPP, que puede ser

procesado adicicnalmente a un diterpeno ¢ puede ser procesado

4%
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adicionalmente para producir un carotenoide.

Ejemplos i1lustrativos de secuencias de nucledtidos
para geranilgeranil purofosfato sintasa incluyen pero no estén
limitados a: ATHGERPYRS, Arabidopsis thaliana), (BT005328,
Arabidopsis thaliana), (NM 119845, Arabidopsis thaliana),
(Nz_AAJM01000380, Locus ZP 00743052, Bacillus thuringiensis
serovar israelensis, ATCC 35646 5q1563), (CRGGPPS, Catharanthus
roseus), (NZ AABF02000074, Locus ZP 00 144509, Fusobactenum

nucleatum subsp vincentii, ATCC 49256), (GFGGPPSGN, Gibberella

fujikuroi), (AY371321; Ginkgo biloba), (AB055496; Hevea
brasiliensis), (AB017971; Homo sapiens), (MCI276129; Mucor
circinelloides f. lusitanicus), (ABQ16044; Mus musculusy),

(AABX01000298, Locus NCUOl427; Neurospora crassa), (NCU20940;

Neurospora crassa), (NZ_ AAKL010000O0S8, Locus ZP 00943566;
Ralstonia solanacearum UWS551), (AB118238; Rattus norvegicus),
(SCU31632; Saccharomyces cerevisiae), (AB016095; Synechococcus
elongates), (SAGGPS; Sinapis alba), (SSOGDS; Sulfolobus
acidocaldarius), (NC_007759, Locus YP 461832; ‘Syntrqphus

aciditrophicus SB) 'y (NC 006840, Locus YP 204095; Vibrio
fischeri ES]1 14).

Alternativamente, GGPP puede también ser elaborado al
agregar IPP a FPP. Ejemplos ilustrativos de secuencias de
nucledétidos quye codifican una enzima capaz de esta reaccidn
incluyen pero no estdn limitados a: (NM 1 12315; Arabidopsis

thaliana), (ERWCRTE; Pantoea agglomerans), (DS0087, Locus
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BAA14124; Pantoea ananatis), (X52291, Locus CAA36538;
Rhodobacter capsulatus), (ARF195122, Locus AAF24294; Rhodobacter
sphaeroides) 'y (NC 004350, Locus NP_721015; Streptococcus
mutans UA159).

Luego GGPP es convertido subsecuentemente a una
variedad de isoprenocoides de (9. Ejemplos ilustrativos de

cocmpuestos de Cpp incluyen pero no estan limitados a:

Geranilgeraniol

El geranilgeraniol, cuya estructura es:

N N N N

OH,

es un constituyente de aceite de madera de Cedrela toona y de
aceite de 1linasa. El1 geranilgeraniol puede ser elaborado
mediante por ejemplo, adicidn a los constructos de expresidn de

un gen de fosfatasa después del gen para una GGPP sintasa.

Abietadieno

El abietadieno abarca los siguientes isdmeros:

y es encontrado en Aarboles tales como Abies grandis. El
abietadienc es elaborado mediante abietadieno sintasa. Un

ejemplo ilustrativo de una secuencia de nucledtidos apropiada

SO
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incluye pero no estad limitado a: (U50768; Abies grandis) vy

(AY473621; Picea abies).

Compuestos de Cap,

Los compuestos de Cypy también estdn dentro del
alcance de la presente invencidén. Ejemplos ilustrativos de
tales compuestos incluyen sesterterpenos (compuestos de Css
compuestos de cinco unidades de isoprenc), triterpenos
{(compuestos de C3p compuestos de seis unidades de isopreno} vy
tetraterpenos (compuestos de Cup compuestos de ocho unidades de
isopreno). Estos compuestos son elaborados utilizando métodos
similares descritos en la presente y sustituyendo o© agregandé

secuencias de nucledbdtidos por la{s) sintasal(s) apropiada(s).

Rutas de disefio

La presente invencién utiliza una ruta de MEV y/o DXP
disefiada para efectuar la produccidén de alto nivel de
isoprenoides en una célula huésped. La ruta es disefiada
cominmente mediante tecnologia de ADN recombinante al expresar
secuencias heterdlogas que codifican enzimas en por lo menos
una de estas rutas.

Los écidos‘ de nucledtidos presentes pueden ser
expresados mediante un solo o miltiples vectores. Por ejemplo,

un solo vector de expresidn puede comprender por lo menos dos,

tres, cuatro, c¢inco o todas 1las secuencias heterdlogas que

St
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codifican todas las enzimas de ruta de MEV o DXP. EN tanto que
la selecciédn de un solo o miltiples vectores puede depender del
tamafio de las secuencias heterdlogas y la capacidad de los
vectores, dependera estrictamente del rendimiento global de un
isoprenoide dado que el vector es apto de proporcionar cuando
es expresado en la célula huésped seleccionada. Los vectores
sujetos pueden permanecer replicables episomalmente o como
parte integral del genoma de la célula huésped. Comunmente, el
ultimo es preferido para una propagacidn sostenida de la célula
huésped. |

En ciertas células huésped, la una © mas secuencias
heterdlogas que codifican las enzimas de ruta MEV o DXP pueden
ser controladas por unc o mas operones. En algunas instancias,
un sistema de dos o tres operones proporciona un rendimiento

mas alto de un isoprencide con respecto a un sistema de un solo

operdn,

En donde se desee, las secuencias de acidos nucleicos
presentes pueden ser modificadas para reflejar la preferencia
de coddén de una célula huésped seleccionada para efectuar una
expresidén superior de tales secuencias en una célula huésped.
Por ejemplo, 1las secuencias de nucledétidos presentes serdn
modificadas en algunas mcdalidades per la preferencia de codén
de levadura. Véase por ejemplo, Bennetzen y Hall (1982) J.
Biol. Chem. 257(6): 3026-3031. Como otro ejemplc no limitante,

las secuencias de nucledétidos serdn modificadas en otras

32
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modalidades por preferencia de coddn de E. coli. Véase, por
ejemplo, Gouy y Gautier (1982) Acid Nucleic Res. 10(22): 7055-
7074; Eyre-Walker (1996 ) Mol. Biol. Evol. 13(6): 864-872.
Véase también Nakamura et al. (2000) Nucleic Acid Res.
28(1):292. Tablas de uso de codbdn para muchos organismos estan
disponibles, que pueden ser usadas como referencia para disefiar
secuencias de 1la presente invencidn. El uso de codones
prevalecientes de un microorganismo huésped dado incrementa en
general la probabilidad de traduccién y asi el nivel de
expresidn de las secuencias deseadas.

La preparacidén de los acidos nucleicos presentes se
pueden llevar a cabo mediante wuna variedad de técnicas
recombinantes de rutina Y procedimientos sintéticos.
Brevemente, los acidos nucleicos sujetos pueden ser preparadocs
a partir de fragmentos de ADN gendmicos, cADN y ARN, todos los
cuales pueden ser extraidos directamente de wuna célula o
producidos recombinantemente mediante varios procesos de
amplificacidén en los que se incluyen pero no limitados a PCR y
rt-PCR (reaccidn en cadena de ©peolimerasa a temperétura
ambiente} .

La sintesis quimica directa de Acidos nucleicos
involucra cominmente la adicién secuencial de mondémeros de
nucledétidos 3'-bloqueados y 5'-bloqueados al grupo 5'-hidroxilo
terminal de una cadena polimérica de nuclebdtidos creciente, en

donde cada adicién es efectuada mediante ataque nucleofilico
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del grupo 5'-hidroxilo terminal sobre la cadena creciente en la
posicién 3' del mondmero agregado, gque es comunmente un
derivado de fésforo, tal como fosfotriéster, fosforamidita o
los semejantes. Tal metodolcecgia es conocida por aquellos de
habilidad ordinaria en el arte y es descrita en los textos y
literatura pertinentes (por ejemplo, Matteuci et al. (1980)
Tet. Lett. 521: 719; Patente Estadounidense No. 4,500,77
expedida a Caruthers et al. y Patentes Estadounidenses WNos.
5,436,327 v 4,700,637 expedida a Southern et al.}.

El nivel de transcripcidén de un acido nucleico en un
microorganismo huésped debe ser incrementado en una diversidad
de maneras. Por ejemplo, esto puede ser obtenido al incrementar
el namero de copias de la secuencia de nucledtidos que codifica
la enzima {(por ejemplo, al utilizar un numero de copia mayor de
vectores de expresidén que comprenden una Secuencia de
nucledtidos que codifican la enzima o al introducir copias
adicionales de wuna secuencia de nucledtidos gue codifican la
enzima al genoma del organismo huésped, por ejemplo, mediante
recombinacidn recA-moderada, el uso de vectores de “suicidio”,
recombinacién utilizando recombinasa de fago lambda vy/o
insercidn via un transposédén o elemento transposable). Ademas,
se puede llevar a cabo al cambiar el orden de las regiones de
codificacidén sobre el mARN policistrénico de un operdn o al
romper un operén en genes individuales, cada wuno con sus

propios elementos de control ¢ incrementar la resistencia del

s4
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promotor‘ (inicio de transcripcidédn o secuencia de control de
transcripcidén) a la Eual la regidn de codificacidn de enzima es
enlazada operativamente (por ejemplo, utilizando un promotor de
arabimosa- o} lactosa- inducible de Consenso en un
microorganismoe huésped de Escherichia coli en lugar de un
promotor lactosa- inducible modificado, tal como el encontrado
en pBluescript vy los plésmidos pBBRIMCS) o wutilizando un
promotor inducible e inducir el promotor inducible al agregar
un gquimico a un medio de crecimiento. El1l nivel de reduccidn de
una secuencia de nucledtidos en un microorganismo huésped puede
ser 1incrementado en un namerco de maneras, eﬁ los que se
incluyen pero no limitados a incrementar 1la estabilidad de
mARN, modificar la secuencia del sitio de enlace de ribosoma,
modificar la distancia o secuencia entre el sitio de enlace de
ribosoma y el coddn de inicio de la secuencia de codificacién
de enzima, modificar toda la regidn inter-cistrénica localizada
“corriente arriba de” o adyacente al lado 5’ del coddbdn de
inicioc de la regidén de codificacidn de enzima, estabilizar el
extremo 3' del transcriptce mARN utilizando secuencias de
horguilla vy secuencias especializadas, modificar el uso de
codén de enzima, alterar la expresidén de tARN de coddn raro
utilizados en la biosintesis de la enzima y/o incrementar la
estabilidad de la enzima, tal como por ejemplo via mutacidn de

su secuencia de codificacidédn. La determinacién de codones

preferidos y tARN de codén raro puede estar basada en un
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analisis de secuencia de genes derivados del microorganismo
huésped.

La actividad de un MEV, DXP o preniltransferasa en un
huésped puede ser alterada en una diversidad de maneras, en 1los
que se incluyen pero no limitados a, expresar una forma
modificada de la enzima que exhibe solubilidad incrementada en
la célula huésped, expresar una forma alterada de la enzima que
carece de un dominio por medio del cual la actividad de 1la
enzima es inhibida, expresar una forma modificada de la enzima
gue tiene una Kcat mas alta o una Km mas baja para el sustrato
0 expresar una forma alterada de la enzima que no es afectada
por retroalimentacién o regulacién de alimentacidédn hacia
adelante por otra molécula en la ruta. Tales enzimas variantes
pueden también ser aisladas por medio del.metagénesis aleatoria
de una enzima de especificidad mas amplia, como se describe
posteriormente en la presente y una secuencia de nucledtidos
que codifica al enzima variante puede ser expresada de un
vector de expresidén o de un gen recombinante integrado al
genoma de un microorganismo huésped.

El vector sujeto puede ser construido para producir
un nivel deseado de numeros de copia de la enzima codificada.
En algunas mcdalidades, los vectores sujetos producen por lo
menos 10, entre 10 a 20, entre 20-50, entre 50-100 o aun mas
alto de 100 copias de la HMG-CoA reductasa, mevalonato sinasa o

ambos. Plasmidos de bajo numero de copia proporcionan en
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general menos de aproximadamente 20 copias de plasmido por
célula; los plasmidos de numeros de copia medic proporcionan en
general de aproximadamente 20 copias de plésmido por célula a
aproximadamente 50 copias de pléasmido por célula o de
aproximadamente 20 copias de plésmido por célula a
aproximadamente 80 copias de pléasmido por célula y plasmidos de
nimero de copia alto en general proporcicnan de aproximadamente
80 copias de plasmido por célula a aproximadamente 200 bopias
de plasmido por célula o mas.

Vectores de expresidn de bajo numero de copilas
apropiados para Escherichia coli incluyen pero no estéan
limitados a pACYC184, pBeloBacl 1, pBR332, pBAD33, pBRBRIMCS vy
sus derivados, pSC10l1, SuperCocs (cdsmidos), y pWELS (cdésmido).
Vectores de expresidén de <copias medias apropiados para
Escherichia coli inclﬁyen pero no estan limitados a pTrc99a,
pBADZ24 y vectores que contienen un origen de ColEl de
replicacién y sus derivados. Vectores de expresién de alto
nimero de copia apropiados para Escherichia coli incluyen pero
no estdn limitadas a vectores pUC, pBluescript, pGEM, and pTZ.
Vectores de expresién de Dbajo numero de copias aprdpiados
(Centro Médico) para levadura incluyen pero no estdn limitados
a pRS415 y pRS416 (Sikorski & Hieter (1989) Genetics 122.19-
27). Vectores de expresidn microscépicos de altoc numero de
copias son empleados en levadura incluyen pero no estan

limitados a pRS$425 and pRS426 (Chnstainson et al. (1992) Gene
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110:118-122). Vectores de expresidén de dos micras alternativos
incluyen variantes no seleccionébles del vector de dos micras
(Bruschi & Ludwig (1988} Curr. Genet 15:83-90) o pléasmidos de
dos micras intactos que llevan un cassette de expresidn (tal
como se ejemplifica en la Solicitud de Patente Estadounidense
nimero 20050084972) o plasmidos de 2 micras que llevan un
marcador de seleccidn defectuoso tal como LEUZ2d (Erhanrt et
al. (1983) J. Bacteriol 156 (2): 625-635}) o URA3d (Okkels
(1996) Annals of the New York Academy of Sciences 782(1)- 202-
207} .

Elementos reguladores incluyen como por ejemplo
promotores y operadores pueden también ser disefiados para
incrementar el flujo metabdlico de la ruta MEV o DXP  al
incrementar la expresidén de uno ¢ mas genes que juegan un papel
significativo para determinar el rendimiento global de un
isoprenoide producido. Un promotor es una secuencia de
nucleétidos gque inicia y controla la transcripcidén de una
secuencia de acidc nucleico por una enzima de ARN polimerasa.
Un operador es una secuencia de nuclebtidos adyacente al
promotor que funciona para controlar 1la transcripcién de la
secuencia de Aacidos nucleicos deseada. El1 operador contiene un
dominio de enlace de proteina en donde una proteina represor;
especifica se puede enlazar. En ausencia de una proteina
represora apropiada, la transcripcidédn se inicia por medic del

promotor. En presencia de una proteina represora apropiada, la
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proteina represora se enlaza al operador e inhibe mediante esto
la transcripcidn del promctor. Promotores y operadores son
también denominados como reguladores de transcripcién.

En algunas modalidades de 1la presénte invencibn, los
promotores usados en vectores de expresidn son inducibles. En
otras modalidades, 1los promotores usados en vectores de
expresién son cconstitutivos. En algunas modalidades, una o mas
secuenclas de A4acido nucleico son enlazadas operativamente a un
promotor inducible y una o mas de otras secuencias de acido
nucleico son enlazadas operativamente a un promotor
constitutivo.

Ejemplos nc limitantes de promotores apropiados para
uso en células huésped procaridnticas incluyen un promotor de
ARN polimerasa de T7 bacteridéfago; un promotor de trp; un
promotor de operdén de lac; un promotor hibrido, por ejemplo, un
promotor hibrido lac/tac, un promotor hibrido de tac/trc, un
promotor de trp/lac; un promotor de T7/lac, un promotor de £rc,
un promotor de tac y los semejantes y un promotor de araBAD;
promotores regulados in vivo, tales como un promotor ssaG o un
promotor relacionado (véase, por ejemplo Publicacidén de
Solicitud de Patente Estadounidense No. 20040131637), wun
promotor de pagC (Pulkkinen and Miller, J. Bactenol. .(1991)
173(1):86-93; Alpuche-Aranda et al. (1992) Proc. Natl. Acad.
Sci. U § A. 89(21):10079—83), un promotor de nirB (Harborne et

al. (1992) MoI Micro. 6:2805-2813), vy los semejantes (véase,

=9
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por ejemplo, Dunstan et al (1999) Infect. Immun. 67.5133-5141;
McKelvie et al. (2004) Vaccine 22:3243-3255; y Chatfield et al.
(1992) Biotechnol. 10:888-892); un promotor de sigma70, por
ejemplo un promotor de sigma70 de consenso (véase, por ejemplo,
GenBank numero de acceso AX798980, AX798961, y AX798183); un
promotor de fase estacionaria, por ejempleo, un promotor dps, un
promotor spv y los semejantes; un promotor derivado de la isla
de patogenecidad SPI-2 (véase, por ejemplo WOS86/17951}); un
promotor actA (véase, por ejemplo, Shetron-Rama et al. {2002)
Infect. Immun. 70:1087-1096); un promotor rpsM (véase, por
ejemplo, Valdivia and Falkow (1996) MoI. Microbiol 22:367 378};
un promotor tet (véase, por ejemplo, Hillen et al. (1989). In
Saenger W. y HeinemannU. (eds) Topics in Molecular and
Structural Biology, Protem—-Nucleic Acid Interaction. Macmillan,
London, UK, Veol. 10, pp. 143-162); un promotor SP6 (véase, por
ejemplo, Melton et al. (1984) Nucl. Acids Res. 12:7035-7056), y
los semejantes.

En algunas modalidades, 1la actividad total de una
enzima MEV o DXP heterdlcoga gque juega un papel mas grande en el
rendimientc global dé un isoprenoide en relacidn con otras
enzimas en la ruta respectiva es incrementada al expresar la
enzima de un promoctor fuerte. Promotores fuertes apropiados
para estericia coli incluyen, pero no estan limitados a Trc,
Tac, T5, T7, V¥ Prameaa FEn otra modalidad de 1la presente

invencioén, la actividad total de la una o mas enzimas de ruta
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de MEV en un huésped es incrementada al expresar la enzima de
un promotor fuerte sobre un plésmido de alto numero de copias.
Ejemplos apropiados para estericia coli incluyen, pero no estéan
limitados a wusar promotores Trc, Téc, T5, T7, Y Prambda <CORN
vectores pBAD24, pBAD18, pGEM, pBluescrrpt, pUC, y pTZ.

Ejemplos no limitantes de promotores apropiados para
uso en células huéspedes eucaridticas incluyen, perc no estan
limitados a un promoctor prematura inmediato de CMV, un promotor
de timidina c¢inasa de HSV, un promotor de SV40 prematuro o
tardio, LTRD retrovirus y un promotor de metalotioneina-I de
ratén.

Ejemplos no limitantes de promotores constitutivos
apropiados para uso en células huésped procaridticas incluyen
un promotor sigma70, (por ejemplo un promotor de sigma70 de
consenso). Ejemplos no limitantes de promotores inducibles
apropiados para uso en células huésped bacterianas incluyen el
pL de bacteriéfago A; Plac:; Ptrp; Ptac (promotor hibrido de
Ptrp-lac); un promotor de isopropil-beta D44
tiogalactopiranoside (IPTG)-inducible, por ejemplo, un promotor
lacZ; un promctor inducible de tetraciclina; un promotor
inducible de arabinosa, por ejemplc, PBAD (véase, por ejemplo,
Guzman et al. (1995) J. Bacteriol. 177:4121-4130); un promotor
xilosa-inducible, por ejemplo, Pxyl (véase, por ejemplo, Kim et
al. ({1996) Gene 181:71-76); un promotor de GALl; un promotor de

triptéfano;: un promotor lac; un promotor alcohol-inducible, por

al
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ejemplo, un promotor metanol-inducible; un promotor etanol-
inducible; un promotor de rafimosa-inducible; un promoter
inducible por calor, por ejemplc promotor PL lambda inducible
por calor; un promotor controlado por un represor sensible al
calor (por ejemplo, vectores de expresidén a base de CI857-
reprimidos lambda, por ejemplc véase, Hoffmann et al. (1999)
FEMS Microbiol Lett. 177(2):327-34); y los semejantes.

Ejemplos no limitantes de promotores constitutivos
apropiados para uso en células huésped de levadura incluyen un
promotor de ADH1, ADH2Z, PGK, o LEU2Z. Ejemplos no limitantes de
promotores inducibles apropiados para uso en células huésped de
levadura incluyen pero nc estdn limitados a un promotor
galactosa—-inducible divergente tal como GAL 1 o un promotor de
GAL 10 (West at al. (1984) McI. Cell. Biol. 4(11):2467-2478), o©
un promotor de CUPl. En donde se desee, el wvector sujeto
comprende un promotor gue es mas fuerte gque un promotor de Lac
de E. Coli natural.

Ejempios no limitantes de operadores para uso en
células huésped bacterianas incluyen un operador de promotor de
lactosa (la proteina represora Lacl cambia de conformacidn
cuandc se pone en contacto con lactosa, impidiendo mediante
esto que la proteina represora Lacl se enlace al operador), un
operador promotor de triptéfano (cuando es acomplejado con
triptéfano, la proteina represora de TrpR tiene una

conformacidén que se enlaza al operador; en ausencia del
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triptdfanc, la proteina repreéesora de TrpR tiene una
conformacidén que no se enlaza al operador) y un operador de tac
(véase, por ejemplo deBoer et al. (1983) Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A. 80:21-25.).

Los genes en el vector de expresidn también codifican
cominmente un sitio de enlace de ribosoma para dirigir la
traduccidén (esto es, sintesis) de cualquier producto de gen de
mARN codificado. Para sitios de enlace de ribosoma apropiados
para usc en Escherichia coli, véase Shine et al. (1975) Nature
254:34, y Steitz, in Biological Regulation y Development: Gene
Expression (ed. R. F. Goldberger), wvol. 1, p. 349, 1879, Plenum
Publishing, N. Y. La insercidn del sitic de enlace de ribosoma
que codifica la secuencia de nucledtidos 5'-AAAACA-3' corriente
arriba de una secuencia de codificacidén facilita una traduccidn
eficiente en un microorganismc huésped de levadura (Looman et
al. (1993) Nuc. Ac. Res. 21:4268-4271; Yun et. al. (1996) MoI.
Microbiol. 19:1225-1239).

Otros elementos reguladores que pueden ser usados en
un vector de expresidn incluyen elementos mejoradores de
transcripcién vy terminadores de transcripcidn. Véase, por
ejemplo Bitter et al. (1987) Methods in Enzymology, 153:516-
544,

Un vector de expresidn puede ser apropiado para uso
en tipos particulares de microorganismos huésped y no otros.

Agquél de habilidad ordinaria en el arte, sin embargo, puede
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determinar facilmente por medioc de experimentacidén de rutina si
un vector de expresién particular es apropiado para un
organismo huésped dado. Por ejemplo, el vector de expresién
puede ser inducido al c¢rganismo huésped, que es luego
monitoreado en cuanto a viabilidad y expresidén de cualesquier
genes contenidos en el vector.

El vector de expresidén puede también contener uno o
mas genes marcadores seleccionables que, después de 1la
expresién, confieren unc o mas rasgos genotipicos utiles para
seleccionar o identificar de otra manera células huésped que
portan el vector de expresién. Ejemplos no limitantes de
marcadores seleccionables apropiados para células eucaridticas
incluyen dihidrofoliato reductasa y resistencia a neomicina.
Ejemplos no limitantes de marcadores seleccionables apropiados
para células procaridticas incluyen tetraciclina, ampicilina,
cloranfenicol, carbenicilina y resistencia a canamicina.

Para la produccidn de isoprenoide a escala
industrial, puede ser impractico o demasiado costosc utilizar
un marcador seleccionable que requiere la adicién de un
antibidtico al medio de fermentacidn. Asi, algunas modalidades
de la presente 1invenciédn emplean. células huésped qgue no
requieren el uso de un marcador seleccionable gue confiere
resistencia a antibidtico para asegurar mantenimiento del
plédsmido (vector de expresidén). En estas modalidades de la

presente invencién, el vector de expresidén contiene un sistema
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de mantenimiento de plasmido tal como el plédsmido 60-kb IncP
(RK2), opcionalmente junto con un sistema ’de
replicacidén/segregacidén de plasmido RK2, para efectuar la
retencidén del plasmido en ausencia de seleccidn de antibidético
(véase, por ejemplo, Sia et al. (1995) J. Bacteriol. 177:2789-
97; Pansegrau et al. (1994) J. Mol. Biol. 239:623-63). Un
sistema de mantenimiento de pléasmido apropiado para este
propbdsito es codificado por el operon parDE de RK2, gue
codificA para una toxina estable y una antitoxina inestable. La
antitoxina puede inhibir la accidén mortal de la toxina mediante
interaccién de proteina-proteina directa. Las c¢élulas que
pierden el vector de expresi@n gue alberga el opercon parDE son
rapidamente privados de 1la antitoxina inestable, dando como
resultado que la toxina estable provoca luego muerte celular.
El sistema de replicacidén del pléasmido RK2 es codificado por el
gen trfA, que codifica una proteina de replicacién de ADN. El
sistema de segregacidén del plasmido de RK2 es codificado por el
operon parCBA, que codifica proteinas que funcionan para
resolver multimeros de plasmido gue pueden surgir de la
replicacidén de ADN.

Los vectores sujeto pueden ser introducidos a una
célula huésped estable o transitoria mediante una variedad de
técnicas establecidas. Por ejemplo, un método involucra un
tratamiento <con cloruro de <calcio en donde el vector de

expresidén es introducido wvia un precipitado de calcio. Otras



20

25

61

sales, por ejemplo fosfato de calcio, pueden también ser usadas
siguiendo un procedimiento similar. Ademéds, la electroporacidn
(esto es, la aplicacién de corriente para incrementar la
permeabilidad en las células a A&cidos nucleicos) puede ser
usada. Otros métodos de transformacidn incluyen microinyeccidn,
transformacidén moderada por dextrana DEAE y choque térmico en
presencia de acetato de litio. Complejos de lipido, liposomas vy
dendrimeros pueden también ser empleados para transfectar el
microorganismo huésped.

Después de la transformacidén, una varliedad de métodos
se puede llevar a la préactica para identificar las células
huésped a las cuales los vectores sujeto han sido introducidos.
Un método de seleccidn ejemplar involucra sub-cultivar células
individuales para formar colonias individuales, seguido por
pruebas en cuanto a la expresidn del producto genético deseado.
Otro método abarca seleccionar células huésped transformadas en
base a rasgos fenotipicos conferidos por medio de la expresidn
de genes marcadores seleccionables contenidos dentro del wvector
de expresién. Aquellos de habilidad ordinaria pueden
identificar células huésped modificadas genéticamente
utilizando estos u otros métodos disponibles en el arte.

La introduccidén de &arias secuencias de rutas de la
invencidén en una célula huésped puede ser confirmada mediante

métodos tales como PCR, Scouthern blot o© hibridizacién de

Northern blot. Por ejemplo, Acidos nucleicos pueden ser

&6
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preparados a partir de las células huésped resultantes y las

secuencias especificas de 1interés pueden ser amplificadas

"mediante PCR utilizando cebadores especificos para las

secuencias de interés. E1 producto amplificado es sometido a
electroforesis de gel de agarosa, electroforesis de gel de
poliacrilamida o electroforesis capilar, seguido por tefiido con
bromuro de etidio, solucidén verde SYBR o los semejantes o
deteccidén de ADN con una deteccién de UV. Alternativamente,
sondas de A&acido nucleico especificas para las secuencias de
interés pueden ser empleadas en una reaccidén de hibridizacién.
La expresion de wuna secuencia genética especifica puede ser
determinada al detectar el mARN correspondiente wvia PCR
acoplada a transcripcidn inversa, hibridizacién de Northern
blot o mediante inmuncanalisis utilizando anticuerpos reactivos
con el producto genético codificado. Inmunoandlisis ejemplares
incluyen pero no estédn limitados a ELISA, radioinmunocanalisis e
inmunocanalisis de emparedado.

La actividad enzimidtica de una enzima de ruta dada
puede ser analizada mediante una variedad de métodos conocidoes
en el arte. En general, la actividad enzimatica puede ser
determinada mediante la formacidén del producto o conversiodn de
un sustrato de una reaccidén enzimdtica que estd Dbajo
investigacién. La reaccidén puede tomar lugar in vitro ¢ in
vivo. Por ejemplo, la actividad relativa de HMG-CoA reductasa y

HMB-CoA sintasa en una célula puede ser medida mediante el

6%
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nivel de estado estable de HMG-CoA en una célula. HMG-CoA puede
ser extraido mediante &cido triclorcacético (TCA} -seguido por
analisis del material extraido mediante cromatografia
liquida/espectrometria de masas. La actividad de mevalonato
cinasa puede ser demostrada mediante la formacidn de_mevalonato
5-fosfato. La actividad relativa de mevalonato cinasa y HMG-CoA
reductasa puede ser medida mediante el nivel de estado estable
de mevalonato, que puede ser determinado mediante cromatografia
de gases/espectrometria de masas. Véase por ejemplo WO
05033287, que es incorporado en la presente por referencia.

El rendimiento de un isoprenoide via una © més rutas
metabdlicas reveladas en la presente puede ser aumentado al
inhibir reaccicones que desvian los intermediarios de etapas
productivas hacia formacidén del producto de isoprenoide. La
inhibicidén de las reacciones nc productivas puede ser obtenida
al reducir la expresidén y/o actividad de enzimas involucradas
en una © mas reacciones no productivas. Tales reacciones
incluyen reacciones secundarias de ciclo de TCA gue conduce a
biosintesis de acido graso, biosintesis de alanina, la super-
ruta de aspartato, gluconecgenesis, biosintesis de heme, vy/o
biosintesis de glutamato, a un nivel que afecta el rendimiento
global de la produccién de isoprenoide. Adicionalmente, la
conversidén de acetil-CoA a acetato via la accidén de
fosfotransacetilasa es otro ejemplo de reaccidédn secundaria no

precductiva. Por consiguiente, en donde se desea la “expulsién”

€¥



20

25

64

o “supresidén” del gen pta que codifica fosfotransacetilasa
puede también ser llevado a cabo con el fin de incrementar el
rendimiento de 1la produccidén de isoprencide. Dependiendo del
isoprenoide especifico de interés, agquel experimentado en el
arte puede escoger las etapas no productivas adicionales
objetivo. Por ejemplo, en donde el <carctenoide es el
isoprenoide de eleccidn, se puede optar por ‘“Yexpulsar” o
“suprimir” uno o més genes seleccionados del grupo que consiste
de gdhA, aceE, fdhF, yjiD, hnr o yjfP, ackA, app¥Y, aspC, clp,
clpP, clpXP, crcB, csdA, cyaA, evgs, fdhA, £fdhD, feoB, fumA,
glnE, gbcR, gntK, hycl, 1lipB, lysU, modA, moeA, nadA, nuoC,
nuoK, pflB, pitA, pst, pstC, pta, p-yjiD, sohA, stphA, vyagRr,
yaib, ybaS, ycfZ, ydeN, yebB, yedN, yfcC, ygiP, vyibD, yjfP,
yjhH o yliE, o cualquier otros genes solos o en combinacién, la
inhibicién de 1los cuales daria como resultado un rendimiento
mas alto de carcotencide como se describe en la solicitud de
patente estadounidense 20060121558, que es incorporado en 1la
presente por referencia.

Una variedad de métodos estdn disponibles para
expulsar o© suprimir wun gen de interés. Por ejemplo, una
expresidén de gen reducida puede ser llevado a cabo mediante
cancelacién, mutacién y/o rearreglo genético. También se puede
llevar a cabo ceon el ARN antisentide, siARN, miRNA, ribozimas,
ADN de triple hebra e inhibidores de transcripcidén y/o

traduccidén. Ademas, se pueden emplear transpcsones para someter
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a disrupcién la expresidn genética, por ejemplo, al insertarlo
entre la regidén de promotor y la regidn de codificacidn o entre

dos genes adyacentes para desactivar uno o ambos genes.

Altos Rendimientos de Compuestos de Isoprenoide

La presente invencién proporciona composiciones vy
métodos para una produccidn robusta de isoprencides mediante el
uso de enzimas de ruta de isopentenil pirofosfato que estan
bajo el control de por lo menos un regulador heterdlogo o
condiciones de fermentacién, ya sea solos o en combinacidn.

En un aspecto, un método de produccidn de un
isoprenoide involucra las etapas de (a) obtener una pluralidad
de células huésped que comprenden una ruta enzimatica para
fabricar isopentenil pirofosfato en donde todas las enzimas de
ruta estidn bajo el control de por lo menos un regulador de
transcripcién heterdlogo y (b) cultivar las células huésped en
un medic bajo condiciones que son sub-6ptimas en comparaciédn
con las condiciones que proporcionarian una velocidad de
crecimiento especifica médxima para las células huésped. En
algunas modalidades, la ruta es la ruta de mevalonato. En otras
modalidades, la ruta es la ruta de DXP. En otras modalidades,
la por 1lo mencs una secuencia reguladcra transcripcional
heterbloga es inducible. En otras modalidades, las enzimas de
ruta estdn bajo el control de un solo regulador de

transcripcién. En otras modalidades, las enzimas de ruta estan
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bajo el control de mualtiples reguladores de transcripciodn
heterélogos.

En algunas modalidades, la ruta comprende una
secuencia de acidos nucleicos que codifica una enzima de ruta
de mevalonato de un procarionte que tiene una ruta de
mevalonato enddgena. Ejemplos no limitantes de procariontes

apropiados %nciuyen aquellos de los géneros: Actinoplanes,

Archaeoglobus, Bdellovibno, Borrelia; Chloroflexus,
Enterococcus, Lactobacillus, Listeria, Oceanobacillus;
Paracoccus; Pseudomonas, Staphyliococcus; Streptococcus,

Streptomyces, Thermoplasma,;, y Vibrio. Ejemplos no limitantes de
especifico cepas incluyen: Archaeoglobus fulgidus,; Bdellovibno
bacterwvorus; Borrelia burgdorferi; Chloroflexus aurantiacus;
Enterococcus faecalis; Enterococcus faecium; Lactobacillus
johnsonn,; Lactobacillus plantarum; Lactococcus lactis, Listeria

innocua,; Listeria monocytogenes; Oceanobacillus iheyensis,

Paracoccus zeaxanthinifaciens; Pseudomonas mevalonu;
Staphylococcus aureus; Staphylococcus eplidermidis;
Staphylococcus haemolyticus; Streptococcus agalactiae;
Streptomyces gnseolosporeus; Streptococcus mutans;

Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes; Thermoplasma
acidophilum, Thermoplasma volcanium, Vibrio cholerae; Vibrio
par ahaemolyticus y Vibrio vulnificus.

En otra modalidad, la secuencia de &cidos nucleicos

que codifica una enzima de ruta de mevalonato es seleccicnada

Y
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de acetil-CoA tiolasa, HMG-CoA sintasa, HMG-CoA reductasa vy
mevalonato cinasa. En otra modalidad, la secuencia de 4&cido
nucleico que codifica una enzima de ruta de mevalonato es
seleccionada de acetil-CoA tiolasa, HMG-CoA sintasa, HMG-CoA
reductasa y mevalonato «cinasa vy es de un ©procarionte
perteneciente al género Enterococcus o el género Pseudomonas o
el género Staphylococcus. En otra modalidad, la secuencia de
dcido nucleico que codifica una enzima de ruta de mevalonato es
seleccionada de acetil-CoA tiolasa, HMG-CoA sintasa, HMG-CoA
reductasa y mevalcnato cinasa y es de Enterococcus faecalis o
de Staphyloccoccus aureus.

En otra modalidad, secuencia de &acido nucleico que
codifica una enzima de ruta de mevalonato es HMG-CoA reductasa
de Clase II. Las HMG-CoA reductasa son clasificadas en general
en dos clases, que son distinguibles en base a propiedades de
homeclogia de secuencia y/o propiedades enzimaticas (véase, por
ejemplo, Hedl, et al., J. Bacteriology, 1927-1932, 2004 vy
Bochar, et al., Molec. Genet. Metab, 66, 122-127, 1999).

Las HMG-CoA reductasas de Clase II pueden ser
caracterizadas en parte por su baja sensibilidad a estatinas,
en las que se incluye pero no limitados a Atorvastatina,
Cemvastatin, Fluvastatina, Lovastatina, Pravastatina,
Simvastatina, en algunas modalidades, la HMG-CoA reductasa de
Clase II exhibe una constante de inhibicidén de estatina mayor

de aproximadamente 1 micromoclar, 10 micromolar o) 100
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micromolar. En otras modalidades, la HMG-CoA reductasa de Clase
IT tiene una constante de inhibicién para Lovastatina mayor que
aquella de la HMG-CoA de Clase I por un factor de por lo menos
aproximadamente 10, 100, 1000 & 10,000. En otras modalidades,
la HMG-CoA reductasa de Clase II tiene wuna constante de
inhibicidén para Lovastatina mayor que aquella de la HMG-CoA de
Clase I aislada de un Homo sapien por un factor de por lo menos
aproximadamente 10, 100, 1000 &6 10,000. En otras modalidades,
la HMG-CoA reductasa de Clase II es de un procarionte. En otras
modalidades, la HMG-CoA reductasa de Clase II es de bacteria de
archae.

Una HMG-CoA reductasa de Clase II prototipica es
derivada de Pseudomonas mevalonii. También abarcadas en la
invencidn se encuentran HMG-CoA reductasas de Clase 1II
variantes que exhiben por lo menos aproximadamente 30%, 35%,
40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 80%, 90% 6 95% de identidad
en comparacién con la secuencia de aminoadcidos de la HMG-CoA
reductasa de P. mevalonii., Abarcados ademas en la invencidn se
encuentran variantes gue tienen ﬁenos de aproximadamente 40%,
35%, 30%, 25%, 20%, o menos de identidad con una HMG-CoA
reductasa de Homo Sapiens. ‘Las identidades de secuencias de
aminodcidos pueden ser determinadas mediante los métodos
descritos en Bochar, et al., Molec. Genet. Metab., 66, 122-127,

1999.

HMG-CoA  reductasas de Clase I1 ejemplares no

12



10

20

25

69

limitantes incluyen aquellas derivadas de HMG-CoA reductasas
de: Archaeoglobus fulgidus (NC_000917), Bdellovibrio
bactenovorus  (BX842650); Borreha burgdorferi  (AE001169);
Chloroflexus aurantiacus (AJ299212); Enterococcus faecalis
(AAOB1155) ; Enterococcus faecium (AF290094) ; Lactobacillus
johnsonn (AE017204) ; Lactobacillus plantarum; Lactococcus
laétis (AEOQ0®6387) ; Listeria innocua (CACS6053); Listeria
monocytogenes (AE017324); Oceanobacillus iheyensis (NC _000917),
Paracoccus zeaxanthinifaciens (AJ431696); Pseudomonas mevalonii
(M24015) ; Staphylococcus aureus (AF290086); Staphylococcus
epidermidis (AF290090); Staphylococcus haemolyticus (AF290088);
Streptococcus agalactiae (CAD47046) ; Streptomyces
griseolosporeus (AB037907); Streptococcus mutans (AAN58647);
Streptococcus pneumoniae (AF290098); Streptococcus pyogenes
(AF290096); Thermoplasma acidophilum (CAC1l 1548), Thermoplasma
volcanium (ALS35253); Vibrio cholerae (AAF96622) ; Vibrio
parahaemolyticus (BAC62311); y Vibrio vulnificus (AAR007090).
Los métodos de fermentacidn descritos en la presente
son concernientes con la modulacidén de la velocidad de

crecimiento especifico de las células huésped.

Frecuentemente representada por el parametro i, la
velocidad de crecimiento especifica representa la velocidad de
crecimiento de células por unidad de bicmasa por tiempo
unitario. La velocidad de crecimiento especifica tiene unidades

de reciproco del tiempo (1/t). La velocidad de crecimiento

34



20

25

70

especifica maxima para células en un medio de cultiveo se
relaciona con el efecto de la concentracién del sustrato sobre
la velocidad del crecimiento. En general, las células creceran
lentamente a un bajo nivel del sustrato y a medida que el nivel
del sustrato en el medio se incrementa, asi también se
incrementa la velocidad de crecimiento celular. Sin embargo, la
velocidad de <crecimiento celular no continuta elevandose
indefinidamente y a altos niveles de sustrato, un incremento
dado en la cantidad de sustrato producirad un incremento cada
vez mas pequefio en la velocidad de crecimiento celular. Por
consiguiente, la velocidad de crecimiento aicanza finalmente un
limite, que es denominado frecuentemente como la velocidad de
crecimiento especifica maxima. Un tratamiento tedrico de la
relacién entre la velocidad de crecimiento en el cultiveo es
bien conocido para aquellos experimentados en el arte y es
denominado como la ecuacién de Monod. Véase, por ejemplo, Pirt,
Principles de Microbe and Cell Cultivation, Wiley, NY, 1975,
paginas 4-10. En este tratamiento tedrico, la velocidad
especifica maxima es un limite asintomdtico que nunca se
alcanza hasta que se alcanza un nivel infinito de sustrato. Sin
embargo, en la préactica, la velocidad de crecimiento especifica
maxima puede ser considerada al ser obtenida cuando las
condiciones bajo investigacién (por ejemplo, un nivel o
temperatura del sustrato) soporte la velocidad de crecimiento

inicial mé&s rapida. Por ejemplo, en un reactor de alimentacién

s
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por lote, la condicidn 1inicial en donde los nutrientes son
suministrados en exceso es tratada como las condiciones para la
velocidad de crecimiento madxima. Véase, por ejemplo, Lee et al.
(1996) Trends Biotechnol. 14: 98-105 y Korz et al. (1995 J
Biotechnology 39 59-65. Las condicicnes en donde un sustrato es
agregado para soportar la velocidad de crecimiento espécifica
maxima es también algunas veces denominada como crecimiento
ilimitado. Ademas, en tanto gque la ecuacidén de Monod describe
las propiedades de velocidad tedricas para un sustrato que se
aproximan asintométicamente a la velocidad especifica maxima,

para muchos sustratos, en lugar de aproximarse al valor a

medida gque mas sustrato es agregado, una disminucidén en la-

velocidad es observado a niveles mas altos del sustrato después
que se obtiene una velocidad maxima, esto es, la velocidad de
crecimiento especifica maxima se obtiene seguida por una
disminucién en velocidad de crecimiento.

La velocidad de crecimiento especificd maxima puede
también ser aplicada con respecto a la temperatura también como
a sustratos. En general, un organismo crecerd lentamente a
bajas temperaturas y crecerd a una velocidad mas rapido a
medida que la temperatura se incrementa hasta un cierto punto,
después de 1o cual la velocidad de crecimiento disminuira.
Habréda una temperatura a 1la cual la velocidad de crecimiento
estarda a un nivel maximoc, esta es la temperatura a la cual

sostiene la velocidad de crecimiento maxima. Se ha encontrado

36
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que la produccidén de isoprenoides puede ser incrementada al
disminuir la temperatura por debajo de la temperatura que
soporta la velocidad de crecimiento especifica méxima.

La velocidad de crecimiento especifica maxima puede
también ser aplicada con respecto a otros aditives a 1la
fermentacién que los sustratos. Por ejemplc, con respecto a
nutrientes, vitaminas y minerales, que pueden estar a una baja
proporcién a Dbajas cantidades de estos componentes, la
velocidad se volverd mas alta a medida que la concentraciédn del
componente es incrementada, luego, en algunos casos, a
concentraciones aun mas altas de estos componentes, la
velocidad disminuira. La velocidad de crecimiento especifica
maxima es obtenida en donde la concentracidén del componente
soporta la velocidad mas alta.

La velocidad de crecimiento especifica méxima para
una célula en un medio es frecuentemente determinada a las
etapas iniciales de la fermentacién antes de la inhibicién por
el producto final o intermediario, pobklacién de la célula u
otros factores contribuyen a disminuir la velocidad de
crecimiento. Por ejemplo, la velocidad de crecimiento méxima es
frecuentemente determinada durante la fase exponencial de
crecimiento en lugar de en 1la fase de retardo, fase de
desaceleracidén o la fase estacionaria. El concepto de velocidad
de crecimiento especifica maxima puede también ser aplicado a

etapas posteriores de la {fermentacidén al tomar en cuenta las
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variables apropiadas.

Asi, en algunas novedades, las células huésped son
cultivadas bajo condiciones de tal manera que el crecimiento es
menor de aproximadamente 90% de la velocidad de crecimiento
especifica maxima. En otras modalidades, las células huésped
son cultivadas bajo condiciones de tal manera que el
crecimiento es menor de aproximadamente 80%, 75%, 60%, 50%,
40%, 30%, 25%, 20%, 10%, 5%, o 1%, o menor, de la velocidad de
crecimiento especifica maxima.

En otras modalidades, las células huésped son
cultivadas a una temperatura media que es de por lo menos
aproximadamente 90% menor que la temperatura que proporcionaria
la velocidad del crecimiento especifica maxima. Al disminuir la
temperatura el crecimiento es reducido lo gue a su vez produce
la formacidén de productos secundarios téxicos en el medio y la
generacidn de calor metabdélico. La disminuciédn de la
temperatura de cultivo también reduce la demanda de oxigeno
celular que permite que se obtengan densidades de célula més
altas.

La temperatura a la cual la velocidad de crecimiento
especifica maxima de una célula huésped puede ser obtenida
dependera del tipo de célula huésped seleccionada. Esto puede
ser determinado al cultivar las células huésped bajo varias
temperaturas en un periodo de tiempo definido para averiguar

las curvas de crecimiento relevantes. La temperatura que
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soporta la velocidad de crecimiento especifica maxima puede ser
determinada al comparar las pendientes de crecimiento de las
curvas respectivas. En el caso de E. Coli, la temperatura para
la velocidad de crecimiento maxima especifica es de
aproximadamente 37°C. Asi, si E. Coli es la célula huésped a
ser usada para la produccidén por la fermentacidn de
isoprenoide, la temperatura de fermentacidén es menor de 37°C.
S1 se wusa este punto cervicial, la temperatura para la
velocidad de crecimiento especifica maxima es de
aproximadamente 30°C. Asi, si S. cerevisiae es la célula
huésped a ser usada para la produccidén por fermentacidén de
isoprencide, la temperatura de fermentacidén es mencr de 30°C.
Cominmente una temperatura deseada es de aproximadamente 2°C, 4
°c, 5 %, 6, 8, 10 OC, 15 0C, % 20°C menor gque la temperatura a
la cual se puede obtener la velocidad de crecimiento especifica
maxima de la célula huésped.

En otras modalidades, las células huésped son
cultivadas en un medio de fermentacidn que comprende una fuente
de carbono presente en una cantidad que es mas baja que aquélla
que proporcionaria wuna velocidad de crecimiento especifica
maxima. En ciertas modalidades, las <células huésped son
cultivadas en un medic en donde la fuente de carbono es
mantenida a un nivel para proporcionar menos de aproximadamente
90%, 80%, 75%, 60%, 50%, 40%, 30%, 25%, 20%, 10%, 5%,1%, o

menos de la velocidad de crecimiento especifica méxima.

A
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Cualesquier fuentes que contienen carbono que son digeribles
por el microorganismo pueden ser usadas. Ejemplos no limitantes
incluyen carbohidratos tales como monosacédridos, oligosacaridos
y polisacaridos, &cidos orgdnicos tales como acido acético,

5 acido propidénice y alcoholes tales como etanocl y propanol vy
polioles tales como glicerol.

En algunas modalidades, las fuentes de <carbono
comprenden principalmente monosacaridos u oligosacaridos. En
otras modalidades, la fuente de carbono consiste esencialmente

10 de monosacaridos y disacaridos. En todavia otras modalidades,
la fuente de carbono estd esencialmente libre de celulosa.

Los monosacdaridos scn los azlcares simples que sirven
COomo blogues de construccidn para carbohidratos. Son
clasificadeos en base a su cadena fundamental de atomos de

15 carbono {C): triosa que tiene tres Aatomcs de carbono, tetrosa
cuatro, pentosa cinco, hexosa seis, vy heptosa siete. Los &tomos
de carbonc son enlazados a atomos de hidrégeno (-H), grupos
hidroxilo (-OH), y grupos carbonilo(-C=0), cuyas combinaciones,
orden y ceonfiguraciocnes permiten gue existan un gran nuamero de

200 estereoisdmeros. Las pentosas incluyen xilosas, encontrada en
materiales de madera; arabincsa encontrada en gomas de
coniferas; ribosa, un componente de ARN y varias vitaminas vy
desoxirribosa, un componente de  ADN. Hexosas ejemplares
incluyen glucosa, galactosa y fructuosa. Los monosacaridos se

25 combinan entre si y otros grupos para formar una variedad de
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disacaridos y o¢ligosacaridos. Un oligosacarido es un polimero
de sacarido que contiene un numero pequefio (cominmente de 3 a
10) de azlUcares simples. Son generalmente encontrados ya sea O-
0 N-enlazado a cadenas laterales de aminoadcidos compatibles en

proteinas o porciones de lipido. Un oligosacarido preferido

para uso en la presente reaccidn de fermentaciones disacéarido,

en los que se incluyen por ejemplo sacarosa o trisacarido tal
como rafinosa.

En donde se desea tener celulosa, glicana, almidén u
otros polisacadridos como la ultima fuente de carbono, estos
polisacaridos pueden ser convertidos primero a monosacaridos vy
oligosaciridos por medios gquimicos o mediante métodos
enzimaticos. Por ejemplo, la celulosa puede ser convertida a
glucosa por la enzima celulasa. Asi, si polisacaridos tales
como celulosa encontrados en la biomasa (en los gque se
incluyen, por ejemplo, cancla, alfalfé, arroz, centeno, sorgo,
girasol, trigo, soya, tabaco, patata, cacahuate, algodén,
patata dulce, mandioca, café, coco, &arboles citricos, cacao,
te, frutas tales como platano, higo, pifda, guayaba, mango,
avena, cebada, vegetales, ornamentales o coniferas) es usada
comc la ultima fuente de carbono, puede ser sometida a
digestibébn por celulasa para ¢generar azucares mas simples para
uso en conjuncidén con el procedimientoc de fermentacidn de 1a
presente invencidn. En ciertas modalidades, después del

rompimiento del polisacdrido, el monosacarido y/u oligosacéarido
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constituye por lo menos aproximadamente el 50% en peso de la
fuente de carbonoe como se determina al comienzo de la
fermentacién. En otras modalidades, el monosacarido y/u
oligosacarido constituye por lo menos aproximadamente 80% o aun
90% en peso de la fuente de carbono tal como se determina al
comienzo de la fermentacidén, de tal manera que el medio de
fermentacidén estd esencialmente libre de celulosa.

En otras modalidades, las células huésped son
cultivadas en un medic de fermentaciéh gue comprende una fuente
de nitrdégeno presente en una cantidad que es mas bkaja que
aquélla que proporcionaria una velocidad de crecimiento
especifica maxima. En tanto que no se esta limitado por alguna
teoria particular, es sabido que al cambiar los niveles de
componentes tales como el nitrégenc que estd disponible a una
célula puede cambiar el flujo relativo a través de las varias
rutas quimicas dentro de la célula. Se ha encontrado que al
restringir el nivel de nitrégeno disponible al microorganismo,
la cantidad de isoprenoide tal como amorfadieno producido por
el microorganismo es incrementado. Niveles ejemplares de
nitrdgeno de la presente invencién incluyen una cantidad que
soportaria aproximadamente 90%, 80%, 75%, 60%, 50%, 40%, 30%,

25%, 20%, 10%, 5

oe

; 1%, o mencos, de la velocidad del crecimiento
especifica maxima.
La restriccidn del nitrdégeno puede ser implementada

por etapas. En algunas modalidades, el nitrdégeno en forma de

-
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amoniaco es provisto al comienzo de la fermentacidn para apoyar
el ~crecimiento inicial, pero adiciones subsecuentes a la
fermentacidén estan 1libres de nitrdégeno o estédn libres de
nitrdgenco ahorrado para que el nivel de amoniaco necesario para
mantener el pH de la fermentacién a 7 con una solucién de
amoniaco. Para el glcbal de la fermentacidén, el nivel de
nitrdégeno es mantenido a un nivel que es menor que la cantidad
que scoportaria la velocidad de crecimiento especifica maxima.
Las cantidades pueden ser por ejemplo cantidades que
soportarian por lo menos aproximadamente 90%, 80%, 75%, 60%,

50%, 40%, 30%, 25%, 20%, 20%, 10%, 5

o\@

;, 1% o menos de 1la
velocidad de crecimiento especifica maxima. Una fermentacidn de
la presente invencién podria tener un nivel de nitrégeno
inicial por encima de 10 mM, tal como es medida en el medio de
fermentacidn, para soportar un crecimiento inicial y un nivel
de nitrédégeno subsecuente mencr de 50 mM, 40 mM, 30 mM, 20 mM,
10 mM © 4 mM en el medio de fermentacién.

Fuentes de nitrdégeno asimilable gque pueden ser
usadas en una mezcla de reaccidn de la fermentacidn apropiada
incluyen peroc no estan limitadas a fuentes de nitrdogeno simple,
fuentes de nitrdgeno organicas Y fuentes de nitrégeno
complejas. Tales fuentes'de nitrégeno amoniaco anhidro, sales
de amoniaco de &cidos organicos e 1inorganicos tales como
cloruro de amonio, sulfato de amonio, acetatc de ameonio,

fosfato de amonio, otros compuestos que contienen nitrégeno y
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sustancias de origen vegetal, animal y/o microbiano. Los
aminodcidos pueden también ser usados como 1la fuente de
nitrégeno, en los gue se incluyen leucina, isoleucina o valina,
o una mezcla de los mismes.

Cualgquier método conocido para patrocinar un sustrato
a la reaccidén de fermentacidn puede ser usado para mantener el

sustrato menor del nivel que proporcionaria la velocidad de

crecimiento especifica maxima. Ejemplos ilustrativos incluyen

el método por lotes, en donde todo el sustrato para la
fermentacidén es agregado en el comienzc de la reaccidén de 1la
fermentacidn; el métcocdo de alimentacidn continua y el método de
velocidad de alimentacidn variable, en donde, por ejemplo, se
proporciona una cantidad incrementada de sustratc a medida que
la fermentacién procede con el fin de soportar la concentracidn
incrementada de c¢élulas en el medio. Combinaciones de estos
tres métodos son frecuentemente empleadas. Por ejemplo, es
comun tener una cierta cantidad de sustrato presente
inicialmente en la fermentacidn, para permitir qué los
microorgénismos agoten esta cantidad inicial de sustrato, luego
agregar subsecuentemente sustrato ya sea continuamente o
agregarlo de manera variable después que la cantidad inicial de
sustrato es utilizada. Es un aspecto de esta invencidn
proporcionar una cantidad inicial de sustrato a las células en
el medio de fermentacidén, gue pueden estar presentes a un nivel

relativamente alto, para permitir que las células huésped usen
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sustancialmente el sustrato inicial, luego proporcionar
subsecuentemente el sustrato a las células huésped a un nivel
Que es éptimo en comparacidén con la cantidad gue soportaria la
velocidad de crecimiento médxima ya sea por una velocidad de
alimentacién continua o velocidad de alimentacidén variable. Se
apreciard por agquellos de habilidad en el arte gue puesto qﬁe
las células pueden estar creciendo a una velocidad exponencial,
puede ser ventajoso hacer variar la velocidad de alimentacién a
una velocidad exponencial en lugar de mantener la cantidad de
sustrato en relacidn con el nivel de células huésped constante.
Asi, en ciertas modalidades, los sustratos son agregados de
manera exponencialmente incrementada, pero todavia a un nivel
que es mas bajo gque el nivel gue proporcionaria la velocidad de
crecimien@o especifica maxima.

En algunas modalidades, la reaccioén de la
fermentacidén es dada una alimentacidn reducida a la fuente de
carbono en relacién con la alimentacidédn de carbono que
proporcionaria la velocidad de crecimiento especifica méxima.
En tanto qgue no se pretende estar limitados por una teoria
particular, es conocido que al cambiar los niveles de
nutrientes disponibles a una célula cambiard el flujo relative
a través de las varias rutas quimicas dentro de la célula. Por
ejemplo, algunas enzimas son 1inducibles vy seran solamente
activas cuando ciertos nutrientes estadn presentes. Se ha

observado que al disminuir la velocidad de alimentacidn de la
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fuente de carbono a un microorganismo puede mejorar la cantidad
de isoprenoide producido en la fermentacidén. En la préactica, la
fuente de carbono puede ser suministrada inicialmente en una
cantidad suficiente para soportar un crecimiento inicial de las
células huésped hasta gque tal fuente de carbono inicial es
agotada sustancialmente, después de 1o cual la fuente de
carbono es agregada a una velocidad exponencial, pero a una
velocidad que es menor que agquella que soportaria la velocidad
de crecimiento especifica de las células huésped. Por ejemplo,
en un método de la presente invencién, la fuente de carbono es
agregada en una cantidad gque scportaria aproximadamente 90%,
80%, 75%, 60%, 50%, 40%, 30%, 25%, 20%, 15%, 10%, © menos de la
velocidad de crecimiento especifica maxima.

En otras modalidades, se da a la reaccidn de
fermentacidn un vuelo inicial de fuentes de carbono suficiente
para crecer a cerca de la velocidad de crecimiento especifica
maxima {crecimiento i1limitado} seguido por una - velocidad de
alimentacidén reducida a un nivel menor gue aquel requerido para
soportar la velocidad de crecimiento especifica maxima por el
resto de la fermentacién. En algunos casos, el punto en el cual
la velocidad de alimentacidén de fuente de carbono reducida es
implementada es el punto en el cual se tiene una velocidad de
alimentacidn predeterminada. En clertas modalidades, el
microorganisme es provisto con suficiente fuente de carbono

para crecer exponencialmente a una velocidad de alimentacidn de
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aproximadamente 15 g/l1/h después de lo cual la velocidad de
alimentacidén es reducida a 5.7 g/l/h y es mantenida constante a
aquella velocidad por el resto de la fermentacidn.

En ciertas modalidades, una o méas eﬁzimas de ruta de
mevalonato o DXP heterdlogas son inducibles e inducidas después
que la velocidad de alimentacién de fuente de carbono ha sido
reducida a wun nivel menor que aquel requerido para el
crecimiento especifico maximo. Por ejemplo, en donde el
microorganismo disefilado tiene un promotor inducible, -la
fermentacidén se pone en operacidn primerc al agregar fuente de
carbono para obtener una velocidad de crecimiento exponencial,
pero a un nivel que es menor que aquella para soportar el
crecimiento especifico maximo, luego la velocidad de
alimentacidén de fuente de carbono es reducida a un nivel aun
més\ bajo por el resto de la fermentacién y el inductor es
agregado después que la velocidad de alimentacidédn de fuente de
carbono es reducida. En algunas modalidades, los
microorganismos son  inducidos ' con isopropiltio-beta-D-
galactoside (IPTG) después que la alimentacién de fuente de
carbono reducida es iniciada.

En otras modalidades, la reaccidén de fermentacidn es
efectuada de una manera que evita la acumulacidédn de sustancias
téxicas que disminuyen las velocidades de crecimiento celular.
Por ejemplo, es conocido que cuando demasiada glucosa es

agregada al medio, productos téxicos tales como acetato se
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pueden acumular en el organismo. Véase, por ejemplo, Kortz et
al (1995) J Biotechnol 39: 59-65. Asi, al proporcionar un alto
nivel de fuente de carbono, o al aproximarse a la cantidad que
soportaria una velocidad de crecimiento méxima (crecimiento
ilimitado), el crecimiento inicial de las células puede ser mas
alto, pero el crecimiento se detiene debido a la acumulacidén de
sustancias toéxicas. El nivel al cual la fuente de carbono es
agregada debajo del nivel en donde los productos téxicos no se
acumulan es denominado como el nivel critico o©o el umbral
inhibitorio. Asi, en ciertas modalidades, la reaccidén de
fermentacidén es efectuada de tal manera que la fuente de
carbono es mantenida por debajo de nivel critico para la
acumulacién de sustancias téxicas. Aguellos experimentados en
el arte apreciardn que la concentracién critica de sustratos
variard con la cepa y el medio que es usado.

Una mezcla de reaccidédn de fermentacidn efectiva puede
contener otros compuestos tales como sales inorganicas,
vitaminas, metales en trazas o promotores de crecimiento. Tales
otros compuestos pueden también estar presentes en carbono,
nitrégeho o fuentes minerales en la mezcla de reaccidn efectiva
O pueden ser agregados especificamente a la mezcla de reacciédn.
Una modalidad de 1la invencidén inveolucra proporcionar estos
compuestos a niveles que son sub-6ptimos en comparacidén con

aquel que soportaria la velocidad de crecimiento méxima de las



20

25

84 -

células huésped con el fin de incrementar 1la produccidn de
isoprenoide.

La mezcla de reaccién de fermentacidédn puede también
contener una fuente de fosfato apropiada. Tales fuentes de
fosfato incluyen tanto fuentes de fosfato inorganica como
organicas. Ejemplos no limitantes de fuentes de fosfato
incluyen, pero no estdn limitadas a, sales de fosfato tales
fosfatos de sodio y potasio mono- o dibasicos, fosfato de
amonio, polifosfato y mezclas de los mismos. Una mezcla de
reaccién de fermentacidn apropiada puede también incluir una
fuente de magnesio. En algunas modalidades, el magnesic estd en
forma de una sal aceptable fisioldgicamente, tal como sulfato
de magnesio heptahidratado, aungque otras fuentes de magnesio en
concentraciones que contribuyen c¢on cantidades similares de
magnesio pueden ser usadas. Ademas, en algunas instancias,
puede ser deseable permitir gque la mezcla de reaccidn de
fermentacidén se agote de una fuente de magnesioc durante 1la
fermentacién. En algunas modalidades, la fuente de fésforo es
provista en una cantidad que es sub-0ptima en comparacién con
aquella que scoportaria una velocidad de crecimiento especifica
maxima.

La mezcla de reaccidn de fermentacidn puede también
incluir un agente quelante aceptable biolégicamente, tal como
el dihidrato de citrato de trisodio V' acido

etilendiamintetraacético. La mezcla de reacciédn de fermentaciédn
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puede también incluir inicialmente un A&acide o© base aceptable
bioldgicamente para mantener el pH desecado de la mezcla de
reaccidén de fermentacidén. Acidos aceptables bioldgicamente
incluyen pero no estan limitados a &cido clorhidrico, acido
sulfirico, acido nitrico, é&cido fosférico y mezclas ‘de los
mismos. Bases aceptables bioldégicamente incluyen, pero no estan
limitadas a, hidréxido de amonio, hidroxido de sodio, hidréxido
de potasio y mezclas de los mismos.

La mezcla de reaccidn de fermentacidn puede también
incluir una fuente de calcio aceptable biolédgicamente, en los
gue se incluye pero no limitados a, cloruro de calcio. La
mezcla de reaccidén de fermentacidédn puede también incluir

cloruro de sodio. La mezcla de reaccién de fermentacidédn puede

también incluir metales en trazas. Tales metales en trazas

pueden ser agregados a la mezcla de reaccidédn de fermentacidn
como una solucidén concentrada que, por conveniencia, puede ser
preparada separadémente del resto de la mezcla de reaccidn de
fermentacidén. Una solucidén de metales en trazas apropiada puede
incluir, pero no estd limitada a seleniato de sodio, sulfato
ferroso heptahidratado, sulfato cuprico pentahidratado, sulfato
de zinc heptahidrado, molibdato de sodio dihidratado, cloruro
cobaltoso, solucién de selenio o cromo hexahidratada y sulfato
manganoso monohidratado. E1 4cido clorhidrico puede ser
agregado a la sclucién concentrada para mantener las sales de

metal en trazas en solucién.
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Si un intermediario de ruta o un compuesto puede ser
convertido a un intermediario de ruta es agregado al medio de
fermentacidén, el intermediario o compuesto esta cominmente
presente en una cantidad en exceso.

La fermentacién se puede llevar a cabo bajo
condiciones anaerdbicas (deficientes de oxigeno) o aerébicas
(oxigenada). Bajoc condiciones aerdbicas, 1os microorganismos
pueden romper azucares a productos finales tales como CO; y H»O.
Bajo condiciones anaerdbicas, las células huésped utilizan una
ruta alternativa para producir CO; y etanol. La fermentacidn
puede también ser usada para referirse al crecimiento glokal de
microorganismos sobre un medio de cultivo en donde no se hace
ninguna distincidén entre metabolismo aerdbico y anaerdbico. En
general, la fermentacidén aerébica es 1llevada a cabo para la
produccién de isoprenoides.

Las fermentaciones de la presente invencidn se pueden
llevar a cabo en un proceso por lotes, de alimentacidn por
lotes o semi-continuo. Un proceso por lotes es comunmente un
proceso cerrado en donde todas las materias primas son
agregadas al comienzo de la fermentacidén. Un proceso de
alimentacién por lotes es comlnmente un proceso cerrado en
donde la fuente de carbono y/u otros sustratos son agregados en
incrementos en todos el proceso. Un proceso de alimentacidn por
lotes permite mayor control de medio y el crecimiento de 1los

microorganismos. Un proceso continuo puede ser considerado un
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sistema abierto en donde el medio es agregadc continuamente y
el producto es removido simulténeamente. Los procesos entre
estos tipos pueden también ser usados. Por ejemplo, en una
modaiidad, la fermentacién comienza como un proceso de
alimentacidén por lotes y una capa organica, tal como dodecano
es puesta en contacto con el medio de fermentaciédn en tanto que
el proceso de fermentacidén continda. Los isoprenoides, gque
tienen comunmente una solubilidad mé&s alta en el medio organico
que en el medio de fermentacidédn acuoso son extraidos del medio
de fermentacidn a la capa orgénica. En donde los isoprenoides
son producidos en exceso del punto de extraccidn y forman una
capa separable de medio, entonces la separacidén simple por
medio de drenado o succidén de la capa de fase distinta se puede
llevar a cabo. Este proceso tiene caracteristicas tanto de un
proceso de alimentacién por lotes como un proceso continuc,
debido a la remocidn de producto del medio y la fermentacidn
avanza. Los procesos de alimentacidén por 1lotes y continuos
permiten el control de la adicidén de componentes de
alimentacidén durante el proceso de fermentacidén. Un proceso de
alimentaciédn por lotes, continuo © combinacién de estos
procesos es usualmente preferido para llevar a cabo 1la
invencién. Los procesos permiten mayor control de la velocidad
de adicién de alimentacidén y otros componentes de fermentacidn
como funcidén del tiempo. La remocidén de producto durante la

fermentacidén puede ser benéfica, especialmente en donde el
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producto acumulado conduce a 1la inhibicién de laé rutas de
produccién.

La cantidadA de microorganismos por litro de
fermentacién o la densidad de microorganismo puede ser medida
al medir el peso de microorganismo aislado de un volumen dado
del medio de fermentacidédn. Una medida comin es el pesoc seco de
células por litro de medio de fermentacidédn. Otro método que
puede ser usado para monitorear la fermentacidén en tanto que
estd en avance es la medicidén de la densidad éptica del medio.
Un método comin es medir la densidad oéptica a una longitud de
onda de 600 nm, denominada como la ODgo © la OD. La OD puede
ser correlacicnada con la densidad con un tipc especifico de
organismo dentro de un medio especifico, pero la relacién
especifica entre OD y cantidad de microorganismo por volumen en
general no serd aplicable a través de todos los tipos de
organismos en todos los tipos de medios. Se puede crear una
curva de calibracidén al medir la OD y el peso de célula seca en
un intervale de densidades celulares. En algunos casos, estas
correlaciones pueden ser usadas en diferentes fermentaciones
del mismo microorganismo o© microorganismos similares en el
mismo medio o medios similares.

En otro aspecto, la presente invencién proporcicna un
método que comprende las etapas de {i} efectuar una reaccidén de
fermentacién que comprende un medio de fermentacién y una

pluralidad de céiulas huésped modificadas genéticamente gue
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producen el isoprenoide bajo condiciones de tal manera que (a)
el medio de fermentacidén es mantenido a una temperatura mas
baja que aquella que proporcionaria una velocidad de
crecimiento especifica méxima de las células huésped; (b) el
medio de fermentacién comprende una fuente de carbono presente
en una cantidad que es mads baja que aquella gue proporcionaria
una velocidad de crecimiento especifica maxima de las células
huésped; y/o (c¢) el medio de fermentacidn comprende una fuente
de nitrégeno presente en una cantidad que es mas baja que
aquella que proporcionaria una velocidad de <crecimiento
especifica maxima de las células huésped; (il) recuperar el
isoprenoide producido bajo una © mas condiciones resumidas en
{a} a (c). En una modalidad, la reaccidédn de fermentacidédn se
pone en operacién bajo la condicidén (a). En otra modalidad, 1la
reaccién de fermentacidn se pone en operacidn bajo condiciones
{a) y (b). En todavia otra modalidad, la reaccidén de
fermentacidén se pone en operécién bajc condiciones de (a), (b)
y (c} o en cualesquier combinaciones de las mismas.

Utilizando los métodos descritos en la presente, las
células huésped producen mas de aproximadamente 10 gramos de
isoprencide por litro de mezcla de reaccidn de fermentacidédn (10
g/l). En otras modalidades, mas de aproximadamente 15 g/l, mas
de aproximadamente 20 g/l1, mds de 25 g/l son producidos, o méas

de aproximadamente 30 g/l de isoprencide es producido.
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En otra modalidad, las células huésped producen mas
de aproximadamente 50 miligramos de 1isoprencoide por gramoAde
células huésped secas (50 miligramos por gramo de peso de
célula seca) es producide. En otras modalidades, méds de
aproximadamente 100 miligramocs por gramo de peso de célula
seca, mas de aproximadamente 150 miligramos por gramo de peso
de célula seca, mas de aprcoximadamente 200 miligramos por gramo
de peso de célula seca, mis de aproximadamente 250 miligramos
por gramo de peso de célula seca, més de aproximadamente 500
miligramos por gramo de peso de célula seca, mas de
aproximadamente 750 miligramos por gramo de peso de célula
seca, ¢ mas de aproximadamente 1000 miligramos por gramo de
peso de célula seca de isoprenoide es producido.

En otras modalidades, el nivel de produccién, ya sea
en gramos por litro o miligramos por gramo de peso de célula
seca se obtiene en menos de aproximadamente 150  horas,
preferiblemente menos de aproximadamente 96 horas, © aun menos
de aproximadamente 72 horas.

Ejemplos no limitantes de isoprenoides apropiados
incluyen: hemiterpenos (derivado de 1 unidad de isopreno) tal
como 1isopreno; monoterpenos (derivado de 2 unidades de
isopreno) tal como mirceno; sesquiterpenos (derivado de 3
unidades de isopreno) tales como amorfa-4,1ll-dieno; diterpenos
(derivadc de cuatro unidades de isopreno) tales como taxadieno;

triterpencs (derivado de & unidades de isoprenc) escualeno;
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tetraterpenos (derivado de 8 isoprenoides) f-caroteno; vy
politerpenos (derivado de mas de 8 unidades de isopreno) tales
como poliisopreno. En algunas modalidades, el isoprenoide no es
un carotenocide. En otras modalidades, el isoprenoide es un
isoprenoide Cs5-Cjyp.

Aunque la invencién ha sido descrita en conjuncién
con modalidades especificas de la misma, la descripcidn
anterior pretende ilustrar y no limitar el alcance de la
invencidén. Otros aspectos, ventajas y modificaciones dentro del
alcance de la invencidn seran evidentes para aquellos
experimentados en el arte <con el cual la invencidn es

concerniente.

EJEMPLOS

La practica de la presente invencidén puede emplear, a
nc ser gue se indique de otra manera, técnicas convencionales
de la industria biosintética y los semejantes, que estan dentro
de la habilidad de aquellos experimentados en el arte. A 1la
extensién de tales técnicas no son descritas plenamente en la
presente, se puede encontrar amplia referencia a ellas en la
literatura cientifica.

En los siguientes ejemplos, se han realizado
esfuerzos para asegurar la exactitud con respecto a los numeros

usados {por ejemplo, cantidades, temperatura 3% asi

sucesivamente), pero se puede compensar la variacién vy
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desviacidén y en el caso de que un error ortogrdfico en los
nimeros reportados en la presente exista, aquel de habilidad
ordinaria en el arte con el cual esta invencidn es concerniente
puede deducir la cantidad correcta en vista de la revelacién
restante en la presente. A no ser que se indique de otra
manera, la temperatura es reportada en grados Celsius y 1la
presién es la presidn atmosférica o cerca de la presente
atmosférica al nivel del mar. Todos los reactivos, é no ser que
se indique de otra manera, fueron obtenidos comercialmente. Los
siguientes ejemplos se proponen por propdésites ilustrativos
solamente y no limitan de ninguna manera el alcance de la

presente invencién.

Ejemplo 1

Este ejemplo describe métodos para elaborar plasmidos
de expresidn que codifican enzimas gque incluyen enzimas de la
ruta de MEV de Saccharomyces cerevisiae organizados en
operones.

El plésmido de expresién pMevT fue generado al
insertar el operdn MevT (SEA ID NO: 1) al wvector pBAD33. El
operdén MevT codifica el conjunto de enzimas de ruta de MEV que
transforman conjuntamente el precursos ubicuo acetil-CoA a (R)-
mevalonate, es decir acetoacetil.CoA tiolasa, HMG-CoA sintasa y
HMG—COA reductasa. El operén MevT fue generado mediante PCR gue

amplifica de ADN gendmico de Escherichia coli la secuencia de
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codificacion del gen atoB (GenBank No., de acceso NC 000913
REGION: 2324131..2325315) (cedifica una acetoacetil-CoA
tiolasa), del ADN gendémico de Saccharomyces cerevisiae la
secuencia de codificacidn del gen ERG13 (GenBank No. de acceso

X96617, REGION: 220..1685) (codifica una HMG-CoA sintasa) y de

ADN gendbmico de Saccharomyces cerevisiae un segmento de 1la

regién de codificacidén del gen HMG1 (GenBank No. de acceso
M22002, REGION: 1660..3165} (codifica una reductasa truncada
HMG-CoA (tHMGR)). E1l cebador de PCR corriente arriba usado por
la amplificacién del fragmento de gen HMG1l incluia un codén de
inicio artificial. Los fragmentos amplificadcs fueron
empalmados conjuntamente sobre expresiones de superposicidn
(SOEing), proceso durante el cual los sitios de enlace de
ribosoma fueron introducidos después de las secuencias de
codificacion atoB y ERG13. Después de la adicidén de 1los
éolgantes 3" A, el operétn MevT fue ligado al vector de
clonaciédn de TA pCR4 (Invitrogen, Carlsbad, CA) y secuenciados
para asegurar la exactitud. El operén MevT fue Iligado
subsecuentemente al sitio de enzima de restriccidén Xmal PstI
del wvector pBAD33 (Guzman et al. (1995) J. Bacteriol. 177(14):
4121-4130). Para colocar el operdn bajo el control del promotor
Prac, el fragmento de araC-PgapNsiI-Xmal de  pBAD33 fue
reemplazade con el fragmento de NsiI-Xmal de  pBRIMCS,
produciendoe el plésmido de expresiédn pMecT (véase Patente

Estadounidense No. 7,192,751).
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El plésmido de expresidn pAM36-MecT66 puede generar
al insertar el operdn MevT66 en el vector pAM36. E1 vector
pAM36 fue generado al insertar un casete de oligonucledtido que
contiene los sitios de enzima de restriccidn AscI-SfiI-XhoI-
PacI-FsII-PmeI al vector pACYC1l84- (GenBank No. de acceso
X06403) y al remover el gen de resistencia tet en pACYC184. El
operén de MevT66 fue generado sintéticamente utilizando la
secuencia de nucledétidos SEQ ID NO: 1 como una plantilla, que
comprende el gen atoB de Escherichia coli (GenBank No. de
acceso NC 000813 REGION: 2324131..2325315), el gen ERGI3 de
Saccharomyces cerevisiae (GenBank No. de accesoc X96617, REGION:
220..1695) y una versién truncada de HMG1 de Saccharomyces
cerevisiae (GenBank No. de acceso M22002, REGION: 1777..3285),
todas las tres secuencias siendo codén-optimizadas para 1la
expresidén en Escherichia coli. E1 operdén MevT66 generado
sintéticamente fue fanqueado por un sistio de enzima de
restrticcidén 5' EcoRI y un sitio de enzima de restriccidén 3!
HindIII vy podria asi ser clonada a sitios de enzima de
restriccidédn compatibles de un vector de clonacidn tal como un
vector de origen pUC o PpACYC estadndar. A partir de este
constructo, el operdén de MevT66 fue amplificado por PCR con
sitios de enzimas de restriccidn SfilI y AsiSI con flanqueo, el
fragmento de ADN amplificado fue sometido a digestidn para
continuacién utilizando enzimas de restriccidn SfilI y AsiSI, la

mezcla de reaccidn puede ser resuelta mediante electroforesis
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de gel, el fragmento de ADN de aproximadamente 4.2 Kb fue
extraildo por >gel utiliande un kit de purificacién de gel de
Qiagen (Valencia, CA) y el fragmento de ADN aislado fue ligado
al sitic de enzima dé restriccién de SfiI AsiSI del vector
pAM36-MevT66, produciendo el plasmido de expresién.

El plésmido de expresiédn pAM25 fue generado al
insertar el operdn MevT66 al vector pAM29. El1 vector pAM29 fue
creado al ensamblar el origen de plbA de replicacidn y el gen
de resistencia kan de pZ$24-MCS1 {(Lutz y Nujard (1987) Nucl
Acid Res. 25: 1203-1210) con un promotor de lacUvs
oligonucledétido-generado. E1l constructo de sintesis de ADN
comprende el operdn MevT66 (véase anteriormente) fue sometido a
digestidén hasta .su formacidén utilizando enzimas de restrucciédn
EcoRI y HindIII, la mezcla de reaccidén fue resuglta mediante
electroforesis en gel, el fragmento de ADN de 4.2 Kb fue
extraido por gel y el fragmento de ADN aislado fue ligado al
sitio de enzima de restricciéon EcoRI HindIII de pAM29,
produciendo el plasmido-de expresidén pAM25.

El pléasmido de expresidn pMevB-Cm fue generado al
insertar el operdn MevB al: vector pBBRINCS-1. El1 operdn MevB
codifica el conjunto de enzimés que convierten
conjuntamente (R) -mevalonato a IPP, es decir, mevalonato cinasa,
fosfomevalonato cinasa y mevalconato pirofosfatoc carboxilasa. El
operédn MevB fue generado mediante amplificacién de PCR de ADN

gendémico de  Saccharomyces <cerevisiae las secuencias de
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codificacuién del gen ERG1Z (GenBank No. de acceso X55875,
REGION: 580..1911) (codifica wuna mevalonato cinasa), el gen
ERG8 (GenBank No. de acceso Z49939, REGION: 3363..4718)
{codifica una fosfomevalonato c¢inasa) y el gen MVDI (GenBank
No. de acceso X87557, REGION: 544..1734) ({codifica una
mevalonato pirofosfato carboxilasa) y mediante el empalme de
los fragmentos de PCR conjuntamente utilizando extensiones de
superposicién (SOEing). Al escoger las secuencias de cebador
apropiadas, los codones de ERGIZ y ERG8 fueron cambiados de TAA
a TAG durante la amplificacién para introducir sitios de
enlaces de ribosoma. Después de la adicidn de locs colgantes de
3'A, el operdn de MevB fue ligado al vector de clonacidén de TA
pCR4 (Invitrogen, Carlsbad, CA). El1 operén de MevB fue
extirpado al digerir el constructo de clonacién a la
conformacidén utilizando la enzima de restriccidn bPstI,
resolviendo la mezcla de reaccidén mediante electroforesis de
gel, extraccién de egel del fragmento de ADN de 4.2 Kb vy
ligando el fragmento de ADN aislado al sitio de enzima de
restriccidon Pstl del vector pRBRIMCS-1 (Kovach et al., Gene
166(1): 175-176 (1995)), produciendo el plasmido de expresién
pMevB-Cm.

El plasmido de expresion pMBI fue generado al
insertar el operén MBI al vector pBBRIMCS-3. El operdén de MBI
codifica las enzimas en el operén de MevB, también como una

isopentenil pirofosfatasa isomerasa que cataliza la conversién
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de IPP a DMAPP. El1 operdn de MBI fue generadot mediante
amplificacién de PCR a partir de ADN gendmico de Escherichia
coli, la secuencia de codificacidén del gen idi (GenBank No. de
acceso AF119715) utilizando cebadores que contenian un sitio de
enzima de restriccién XmalI en sus extremos 5', sometiendo a
digestién el fragmento de ADN amplificado a la conformacidn
utilizando la enzima de restriccién XmaI, resolviendo la mezcla
de reaccidén mediante electroforesis de gel, extraccidn de gel
del fragmento de 0.5 Kb y ligando del fragmento de ADN aislado
al sitio de enzima de restriccidn Xmal del plésmido de
expresién pMevB-Cm, colocando mediante esto idi en el extremo
3' del operdn MevB. E1 operdn de MBI fue subclonadeo a 1los
sitics de enzimas de restriccion Sall y SacI del vector pBBRI1M
CS-3 {Kovach et al., Gene 166(1): 175-176 (1995)), produciendo
el plésmido de expresidén pMBI (véase Patente Estadounidense No.
7,192,751).

El plasmido de expresién pMBIS fue generado al
insertar el gen IispA a pMBI. El gen 1ispA cocdifica una farnesil
pirofosfato sintasa que cataliza la condensacidén de dos
moléculas de IPP con una molécula de DMAPP para fabricar
farnesil pirofosfato (FPP). La secuencia de codificaciédn del
gen ispA (GenBank No. de acceso D00694, REGION: 484..1383) fue
amplificado por PCR a partir de ADN gendmico de Escherichia
coli utilizando un cebador delanteroc con un sitio de enzima de

restriccién de SacII y un cebador inverso con un sitio de
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enzima de restriccién SacI. El producto de PCR amplificade fue
sometido a digestién a la consumacién con enzimas de
restriccidn SaclIl y SacI, 1la mezcla de reaccidn fue resuelta
mediante electroforesis de gel y el fragmento de ADN de 019 Kb
fue extraido por gel. El fragmento de ADN aislado fue ligado al
sitio de restriccidn de enzima SacII SaclI de pMBI, colocando
mediante esto el gen ispA 3' de idi y el operdn de MevB y
produciendo el plasmido de expresién pMBIS (véase Patente
Estadounidense No. 7,192,151).

El plésmido de expresién pMBIS-gpps fue derivado del
pléasmido de expresion pMBIS al reemplazar la secuencia de
codificacién de ispA con una secuencia de nucledtidos que
codifica una geranil difosfato sintasa ("gpps"). Un fragmento
de ADn que comprende una secuencia de nucledétidos que codifica
la geranil difosfato sintasa fue generado sintéticamente
utilizando la secuencia de codificacién del gen gpps de
Arabidopsis thaliana (GenBank No. de acceso Y17376, REGION:
52..1320), coddén-optimizado para la expresidédn emn Escherichia
coli, comc plantilla. La secuencia de nucleodtidos fue
flanqueada por un sitio de enzima de restriccidn SacII lider y
un sitio de enzima de restriccidn SacI terminal y puede ser
clonada a sitios de enzimaé de restriccidén compatibles de un
vector de clonacidédn tal comoc un vector de origen pUC o pACYC
estandar. La secuencia de geranil difosfatco sintasa generada

sintéticamente fua aislada al someter a digestién el constructo

163



10

20

25

99

de sintesis de ADN a la conformacién utilizando enzimas de
restriccién SacIiI y Sacl, resolviendo la mezcla de reaccidn
mediante electroforesis de gel, extraccién de gel del fragmento
de ADN de aproximadamente 1.3 Kb y ligando del ADN aislado .al
sitio de enzima de vrestriccién SaclI Sacl del pléasmido de
expresidén pMBIS, produciendo el plismido de expresidn pMBIS-
gpps (véase Figura 3 para un mapa de pléasmido).

El plasmido de expresidén pAM45 es generado al
insertar el operdén MBIS al pAM36-MevT66 vy agregar 1los
promotores lacUV5 enfrente de los dos operones, El operdén MBIS
fue amplificado por PCR a partir de pMBIS utilizando cebadores
que comrpenden un sitio de enzima de restriccidén 5' XhoI y el
sitio de enzima de restricciédn 3' PacI. El producto de PCR
amplificado fue sometido a digestidén hasta su conformaciédn
utilizando enzimas de restriccién XhoI y PacI, la mezcla de
reaccién fue resuelta mediante electroforesis de gel, el
fragmento de ADN de 5.4 Kb fue extraldo por gel y el fragmento
de ADN aislado fue ligado al sitio de enzima de restriccidn
XhoI Pacl de pAM36-MevT66, produciendo el plésmido pAM43. Un
fragmento de ADN que comprende una secuencia de nucledtido que
codifica el promotor 1acUV5 fue sintetizado a partir de
oligonucledtidos vy subclonado a los sitics de enzima de
restriccidon AscIl Sfil y AsiSI XholI de pAM43, produciendo el

plasmido de expresidn pAM45.
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Ejemplo 2

Este ejemplo describe métodos para elaborar vectores
de expresidén que codifican enzimas en las gque se incluyen
ebzimas de la ruta MEV de Staphylococcus aureus organizadas en
operones.

El plasmide de expresidn pAM4l fue derivado del
plasmido de expresién pAMZ5 al reemplazar la secuencia de
codificacidn del gen HMGI, que codifica la HMG-CoA reductasa de
Saccharomyces cerevisiae, con la secuencia de codificacién del
gen mva A, que codifica la HMG-CocA reductasa de kStaphylococcus
aureus {GenBank No. de acceso BAOOQOO17, REGION:
2688925..2687648). La secuencia de codificacién del gen mva A
fue amplificada mediante PCR de Staphylococcus aureus subsp.
aureus (ATCC 70069) a ADN genémico utilizando cebadores 4-49
mva A Spel (SEQ ID NO: 2) y 4-49 mva AR XbaI (SEQ OD NO: 3), el
fragmentc de ADN amplificado fue sometido a digestién a 1la
consumacién utilizando la enzima de restriccidn Spel, la mezcla
de reaccidn fue resuelta mediante electroforesis de gel y el
fragmento de ADN de aproximadamente 1.3 Kb fue extraido por
gel. La secuencia de codificacién de HMGI fuve removida de pAM25
al someter a digestidén el plasmido hasta consumaciédn utilizando
la enzima de restriccién HindIII. Los colgantes terminales del
fragmento de ADN lineal resultante fueron recortados utilizando
ADN polimerasa T4. Luego el fragmentc de ADN fue sometido a

digestién parcualmente utilizando la enzima de restriccidn
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Spel, la mezcla de reaccién fue resuelta mediante
electroforesis de gel y el fragmento de ADN de 4.8 Kb fue
extreido por gel. El fragmento de ADN aislado fue ligado al
producto de PCR de mvaA Spel-digerido, produciendo el pldsmido
de expresidn pAM41l. La secuencia de nucledtidos del operédn
atoB(opt) :ERgl3(opt}:mvald contenidos en pAM41l es SEQ ID NO: 41.

El plasmido de expresidn pAM52 fue derivado del
plasmide de expresién pAM41l al reemplazar la secuencia de
cofidicacidén del fen ERG13, que codifica la HMG-CoA sintetasa
de Sacharomyces cerevisiae, con la secuencia de codificacién de
mvaS, que codifica la HMG-CoA de Staphylococcus aureus (GenBank
No. de. acceso BA000017, REFION: 2689180.2690346). ERG13 es
también conocido como HMGS o HMF-CoA sintasa. La secuencia de
codificacién del gen de mva$S fue amplificade mediante PCR de
ADN gendmico de Staphylococcus aureus subsp aureus (ATCC 70069)
utilizando los cebadores HMGS 5'a mvas$-S (SEQ ID NO: 4) y HMGS
3' Sa de mvaS-AS (SEQ ID NO: 5) y el fragmento de ADN
amplificado fue usado como cebador de PCR para reemplazar la
secuencia de codificacién del gen HMGIl en pAM4l de acuerdo con
el método de Geiser et al. (BioTechniques 31: 88-92 (2001)),
produciendo el plasmido de expresidéon pAM52. La secuencia de
nucledétidos del operén atoB(opt):mvaS:mvaA contenido en pAMS52
es SEQ ID NO. 42.

El plasmido de expresidén paAMYS7 fue derivado del

plasmido de expresidén pAM45 al reemplazar el operdn MevT66 con
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el operdn (atoB(opt):mvaS:mvaA) del plésmido de expresién
pAM52. El plasmidfo de expresidn pAM45 fue sometido a digestidn
hasta su consumacién utilizande las enzimas de restriccidn
AsiSi y SfiI, 1la mezcla de reaccidén fue resuelta mediante
electroforesis de gel y el fragmento de ADN de 8.3 Kb que
carece del operdn MevT66 fue extraido por gel. E1 operdn
(atoB({opt) :mvaS:mvaa) de  pAM52 fue amplificado por PCR
utilizando los cebadores 19-25 atoB S5fiI-S (SEQ ID NO: 6) y 18-
25 mvaA-AsiSI-AS (SEQ ID NO: 7), el producto de PCR fue
sometido a digestidén hasta la comsumacidén utilizando 1las
enzimas de restriccidn Sfil y AsiSI, la mezcla de reaccidn fue
resuelta mediante electroforesis de gel, el fragmentc de ADN de
3.7 Kb fue obtenido por gel y el fragmento de ADN aislado fue
ligade al sitio de la enzima de restriccién AsiSI SfiI del
plasmido de expresién pAM45, produciendo el _plésmido de
expresidén pAMO7.

El plasmido de expresidn pAM97-BMI fue derivado del
plésmido‘de expresiédn pAM97 y pAMA5 al reemplazar el operén de
MBIS de pAM97 con el operdén MBI de pAm4d5. El operdn de MBI fue
amplificado por PCR a partir del pAM45 utilizando los cevadores
9-70C (SEQ ID NO: 8) y 26-39B (SEQ ID NO: 9), la mezcla de
reaccidén fue resuelta mediante electrpforesis de gel, el
fragmento de ADN de 4.5 Kb fue extraido por gel y el fragmento
de ADN aislado fue sometido a digestién a la consumacidn

utilizando enzimas de restriccidén SaclI y XhoI. El1 plasmido de
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expresion pAM97 fue scmetidec a digestidn hasta la consumacidn
utilizando las enzimas de restriccidn Sacl y XhoI, la mezcla de
reaccidén fue resuelta mediante electroforesis, el fragmento de
7.6 Kb fue extraido por gel y el fragmento de ADN aislado fue
ligado con el producto de PCR del operdén de MBI, produciendo el
plasmido de expresién pAM97-MBI.

El plasmido de expresidén pAM97-MevB fue derivado del
plédsmido de expresidén pAM97 y pAM4S5 al reemplazar el operdn de
MBIS de pAM37 con el operdn de MevB de pAMAS. E1 operdn MevB
fue amplificado por PCR de pAM45 utilizando los cebadores 9-70C
{(SEQ ID NO. 8) y 26-39A (SEQ ID NO: 10), la mezcla de reaccidn
fue resuelta mediante electroforesis de gel, el fragmento de
ADN de 3.9 Kb fue extraido por gel y el fragmento de ADN
aislado fue sometido a digestién gasta la consumaciédn

utilizando las enzimas de restriccién SacI y XhoI. El plasmido

de expresidén pAM97 fue sometido a digestidn al usar las enzimas
de restriccidén SacI y XhoI, la mezcla de reaccidn fue resuelta
mediante electroforesis de gel, el fragmento de 7.6 Kb fue
extraido por gel y el fragmento de ADN aislado fue ligado con
el producto de PCR del operdn de MevB, produciendec el plasmido
de expresién pAM97-MevB,.

El pléasmido de expresién pAM128 fue generadoc al
insertar los operones (atoB{opt):mvaS:mvad) y MBIS del plasmido
de expresidén pAM97 en un vector gue comprende el sistema de

replicacidén, segregacidn y mantenimiento del plasmido RKZ2, gue

(0%
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elimina la necesidad continua de seleccidén antibidtica de
transformantes de células huésped. El1 plésmido de RKZ fue
sometido a digestidén a la consumacidn utilizando la enzima de
restriccién de PstI, la mexcla de reaccién fue resuelta
mediante electroforesis de gel, el fragmento de ADN de
aproximadamente 6.3 Kb que contiene todo el sitio de par fue

extraideo por gel y el fragmento de ADN aislado fue subclonado

al sitio de enzimas de restriccidn de PstI del replicdn mini .

RK2 pRR10 (Roberts et al. (1990) J Bacteriol. 172(11): 6204-
6216), produciendc el vector pAM132. El plasmido de expresidn
pAM9 fue sometido a digestién a consumacidédn utilizande las
enzimas de restriccidén AscI y SaclI, la mezcla de reaccidén fue
resuelta mediante electroforesis de gel, el fragmento de ADN de
aproximadamente 9.4 Kb fue extraido por gel y el fragmento de
ADN aislado fue ligado al sitio de enzima de restriccidn Mlul

SacI de pAM132, produciendo el plasmido de expresidén pAM128.

Ejemglo 3

Este ejemplo describe métodos para elaborar vectores
de expresidn que codifican enzimas en las gque se incluyen
enzimas de la ruta de MEV de Enterococcis faecalis organizadas
en operones.

El plésmido pAM16é fue generado al insertar la
secuencia de codificacidén del gen mvaE de Enterococcus faecalis

{(GenBank No. de acceso AF29005%2 REGION: 1479.3890) (Codifica
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una acetil-CoA acetiltransferasa/HMG-CoA reductasa (HMGR)) en
el vector pBlueScriptII-KS(+). La secuencia de codificacidén del
gen de mvakE fue am;lificada por PCR de ADn gendmicc de
Enterococcus faecalis (ATCC 700802) utilizando cebadores 5°
fosforilados 4-40 mvaEF BamHII (SEQ ID NO: 11) vy 4-40
mvaERHindIII (SEQ ID NO: 12). (Nétese que el cebador 4-40 mvakF
BamHI cambia el codén de inicio del gen de mvak de TTG a ATG en
el producto de PCR amplificado). El producto de PCR resultante
fue ligado al sitio de enzimas de restriccién de Smal de
pBlueScriptIiI-KS{+) (Stratagene, La Jolla, CA), prodﬁciendo el
plasmido de expresidédn pAMl6.

El plasmido pAM1l8 fue generado al insertar 1la
secuencia de codificacién del gen mva$ de Enterococcus faecalis
(GenBank No. de acceso AF290092 REGION: 142..1293) (codifica
una HMG-CoA sintasa (HMGS)) al vector pBlueScriptII-KS(+). La
secuencia de codificacidén del gen mvaS fue amplificado por PCR
de ADN genémico de Enterococcis faecalis (ATCC 700802)
utilizando cebadores 5' fosforilados 4-40 mvaSF BgIII (SEQ ID
NO: 13 y 4-39 mvaSR BanHI (SEQ ID NO. 14) y el producto de PCR
fue ligado al sitio de enzima de restriccidén de Smal de
pBlueScriptII-KS(+) (Stratagene, La Jolla, CA), produciendo el
plasmido de expresidn pAMlé.

El pléasmido de expresidédn pAM22 fue generado al
insertar la secuencia de codificacidén del gen mavE del plasmido

de expresién pAM16 en el vector pZE21-Py_jaco1. El1 vector pZE21-
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Pi1acor s un derivado del vector pZE21-MCS-1 en el cual el
promotor tet fue reemplazado por el promotor pZE21-Pr_jaco1 (Lutz
y Bujard (1997) Nucl Acid Res. 25: 1203-1210). El plésmido de
expresién pAM1l6 fue sometido a digestidén a copnsumac;én
utilizando las enzimas de restriccidon BamHI y HindIII, la
mezcla de reaccién fue resuelta mediante electroforesis de gel,
el fragmento de ADn de 2.4 Kb gque contiene la secuencia de
codificacién mvaE fue extraida por gel y el fragmento de ADN
fue insertado a la enzima de restriccidédn BamHI HindIII de
PZEZ21-Pr-1aco1, produciendo el plasmido de expresidén pAM22.

El plasmido de expresiédn pAM33 fue generado al
insertar la secuencia de codificacién del gen mva$S del plasmido
de expresidn pAM18 en el plasmido de expresidédn pAMZ22. E1
plasmide de expresidén pAM18 fue sometido a digestidén a la
consumacidédn utilizando las enzimas de restriccién BgIII vy
BamHI, la mezcla de reaccién fue resuelta mediante
electroforesis de gel, el fragmento de ADN de aproximadamente
1.2 Kb que contiene 1la secuencia de codificacién del gen de
mvasS fue extraida por gel y el fragmento de ADN aislado fue
insertado al sitio de expresiéon BamHI del plasmido de expresidn
pAM22, produciendo el plasmido de expresidn pAM33.

El plésmido de expresidén pAM34 fue generado al
insertar el operdén mvaS-mvaE del plasmido de expresidn pAM33 al
vector pAM29. El1 operdén mvaS-mvaE fue aislado al someter a

digestién parcialmente pAM33 utilizando la enzima de

I
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restriccidén EcoRI, sometiendo a digestidén el fragmento de ADN
lineal resultante utilizando 1la enzima de restriccidén Mliul,
resolviendo la mezcla de reaccién mediante electroforesis de
gel y estrayendo con gel el fragmento de ADN de aproximadamente
3.6 Kb. La cadena fundamental del vector de pAM29 fue obtenida
al someter a digestidén el wvector de expresidén a consumacién
pPAM25 utilizando enzimas de restriccidédn Mlul y  EcoRI,
resolviendo la mezcla de reaccidén mediante electroforesis de
gel y extrayendo por gel el fragmento de ADN de aproximadamente
2.1 Kb. Los dos fragmentos de ADN aislados fueron ligados,

produciendo el plasmido de expresidén pAM34.

Ejemplo 4

Este ejemplo describe métodos para elaborar plasmidos

de expresidén que codifican enzimas, en las que se incluyen

enzimas de la ruta de DXP de Escherichia coli organizadas en
operones.

El plédsmido de expresidn pAM408 fue generado al
insertar genes que <codifican enzimas de la ruta de DXP
"superior" al vector de pAMZ29. Enzimas de la ruta de DXP
"superior" incluyen l1-desoxi-D-xilulosa-5-fosfato sintasa
{codificada por el gen dxs de Escherichia coli), 1l-desoxi-D-
xilulosa-5-fosfato reductocisomerasa (codificada por el gen dxr
de Escherichia coli), 4-difosfocitidil~-2C-metil-D-eritritol

sintasa (codificada por el gen ispD de Escherichia coli) y 4-

he.
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difosfocitidil-2C-metil-D-eritritol sintasa (codificada por el
gen 1ispE de Escherichia coli), gque conjuntamente transforman
piruvato y D-gliceraldehido-3-fosfato a 4-difosfocitidil-2C-
metil-D-eritritol-2-fosfato. Los fragmentos de ADN comprenden
secuencias de nucledtidos que codifican enzimas de la ruta de
DXP "superior" fueron generados mediante amplificacién ed PCR
de las secuencias de codificaciédn de los genes dxs (GenBank No.
de acceso U00096 REGION: 437539..439401), dxr (GenBank No. de
acceso U00096 REGION: 193521..194717), 4ispD (GenBank No. de
acceso U00096 REGION: 2869803..2870512) e ispE (GenBank No. de

acceso UQ0096 REGION: 1261249,.1262100}) de 1la cepa DH1 de

Escherichia coli (ATCC #33849) con secuencias de Shine Dalgarno

6ptimas agregadas y sitios de enzimas de restriccidén 5' y 3'

utilizando los cebadores PCR mostrados en las SEQ ID NOS: 15-
18. Los productos PCR fueron resueltos mediante electroforesis
de gel, extraidos por gel utilizando un kit de purificaciédén de
gel de Qiagen (Valencia, CA), sometidos a digestidon a
consumacién utilizan&o enzimas de restriccidédn apropiadas (XhoTl
y KpnI para el producto de PCR que comprende el gen de dxs;
KponT y Apal para el producto de PCR que comprende el gen de
dxr, Apal y NdeI para el producto de PCR gque comprende el gen
de ispD, NdeI y MIul para el producto de PCR que comprende el
gen de 1ispE) y purificados utilizando un kit de purificacidn de
PCR de Qiagen (Valencia, CA). Cantidades aproximadamente

equimolares de cada producto de PCR fueron luego agregadas al
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sitio de lifacidén para ensamblar los genes individuales a un
operén. De esta reaccidén de ligacidén, 1 pl de mezcla de
reaccién fueron usados para tanto PCR dos casetes de gen
separados, es decir, los casetes genéticos dxs-dxr y el ispD-
ispE. El1 casete genético dxs-dxr fue amplificado por PCR
utilizando los cebadores 67-1A-C (SEQ ID NO: 15) y 64-1D-C (SEQ
ID NO: 18) y el casete 1ispD-ispE fue amplificado por PCR
utilizando los cebadores 67-1E-C (SEQ ID NO. 19) y 67-1H-C (SEQ
ID NO: 22). Los dos productos PCR fueron resueltos mediante
electroforesis de gel y extraidos por gel. El1 producto PCR que
comprende el casete genético dxs-dxr fue sometido a digéstién a
la consumacién utilizando enzimas de restriccidn Xhol y Apal y
el producto de PCR que comprende el casete genético de ispD-
ispE fue sometido a digestidén a la consumacidén utilizande 1las
enzimas de restriccidén Apal y MIul vy los dos productos de PCR
fueron purificados. El vector pAM29 fue sometido a digestidn a
la consumacidn utilizando-enzimas de restriccidn Sall y Mlul y
los dos productos de PCR sometidos a digestidn que contienen el
operdén DXP "superior" fueron ligados al sitio de enzimal de
restriccidén de Sall MIiul del vector de pAM29, produciendo el
plasmido de expresidén pAM408 (véase Figura 4 para un mapa de
plasmido) .

El plédsmidoc de expresidén pAM409 fue generado al
insertar genes que codifican enzimas para la ruta DXP "ae

fondo" al vector de pAM369. lLas enzimas de la ruta de DXP "de
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fondo" incluyen 2C-metil-D-eritritol 2,4-ciclodifosfato sintasa
(ccdificada por el gen ispF de Escherichia coli), 1l-hidroxi-2-
metil-2-(E)-butenil-4-difosfato sintasa (codificada por el gen
ispG de Escherichia coli) e isopentenil/dimetilalil difosfato
sintasa (codificada por el gen ispH de Escherichia coli) gque
conjuntamente transforman el-difosfocitidil-2C-metil-D-
eritritol-2-fosfato isomerasa a IPP y DMAPP. IPP es también
convertido a DMAPP por medico de 1la actividad de isopentil
difosfato isomerasa (codificada por el gen idi de Escherichia
coli). DMAPP puede ser convertido adicionalmente a FPP por
medio de la actividad de farnesil difosfato sintasa (codificada
por el gen ispA de Escherichia coli). Un operdédn que codifica
enzimas de la ruta DXP "de fondo" también como una isopentil
difosfato 1somerasa y una farnesil difosfato sintasa fue
generada al amplificar por PCR los genes 1ispF (GenBank No. de
acceso U00096 REGION: 2638708..2639826), ispH (GenBank No. de
acceso U00Q096 REGION: 26277..27227) idi (GenBank No. de acceso
AF119715) e ispA (GenBank No. de acceso D00694 REGION:
484..1383) de la cepa DH1 de Escherichia coli (ATCC #33849) con
secuencias de Shine Dalgarno odptimas agregadas y sitios de
enzimas de restriccidn 5' y 3' utilizandec los cebadores de PCR
apropiados. Los productos PCR fueron resueltos mediante
electroforesis de gel, extraidos por gel, sometidos a digestidn
con las enzimas de restriccidédn apropiadas (BamHI y Apal para el

producto de PCR que comprende el gen de ispF; Kpnl y Apal para

s
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el producto de PCR que comprende el gen de ispé; Sall y KpnI
para el producto de PCR que comprende el gen de ispH, Sall y
HindIII para el producto de PCR que comprende el gen 1idi,
HindIII y Ncel para el producto de PCR que comprende el gen
ispA) y purificados. Cantidades aproximadamente equimolares de
cada producto de PCR fueron luego agregadas a una reaccidn de
ligacién para ensamblar los genes individuales a un ocoperdn. De
esta reaccién de ligacidédn, 1 pl de mezcla de reaccidn fue usado
para amplificar por PCR dos casetes genéticos separados, es
decif, los casetes genéticos ispF-ispG e 1ispH-ispA. El1 casete
genético de ispF-ispG fue amplificado mediante PCR utilizando
los cebadores 67-2A-C (SEQ ID NO: 2) y 67-2D-C (SEQ ID NO: 26)
y el casete genético ispH-idi-ispA fue amplificado mediante PCR
utilizando los cebadores 67-2E-C (SEQ ID NO: 27) y 67-2J-C (SEQ
ID NO: 32). Los dos productos de PCR fueron resueltos mediante
electroforesis de gel y extraidos por gel. El1 producto de PCR
comprende el casete genético de ispF-ispG fue sometido a
digestién a consumacidén utilizando las enzimas de restriccidn
BamHI y KpnI y el producto de PXR comprende el casete genético
de ispH-idi-ispA fue sometido a digestién a la consumacién
utilizando las enzimas de restriccidn KpnI y NcoI y los dos
productos de PCR fueron purificados. El1 vector pAM369 fue
generado al ensamblar el origen plS5A de replicacidn de pAM29 vy
el gen de beta-lactamasa de resistencia a ampicilina de pzZEl2-

luc (Lutz y Nujard (1997) Nucl Acid Res. 25: 1203-1210) con un

"é
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promotor de lacUV5 oligonucledtido-generado. El1 vector pAM369
fue sometido a digestidn a consumacidén utilizando las enzimas
de restriccidn BamHI v NcoI y los dos productos de PCT aislados
que contienen el operdn de ruta DXP "de fondo" fueron ligados
al sitio de enzima de restriccién BamHI Ncol del vector
PAM369, produciendo el plasmido de expresidén pAM409.

El‘ plasmido de expresién pAM424, un derivado del
plasmide de expresidén pAMA09 que contiene el origen de
replicacidén de RK2 de amplio intervalo de corte fue generado al
transferir el promoteor 1acUV5 vy .el operdn ispH-idi-ispA de
pAM409 al vector de pAM257. El1 vector pAM2Z257 fue generado como
sigue: el sitio par de RK2Z fue amplificado por PCR de ADN de
plasmido de RK2 (Meyer et al. (1975) Science 190: 1226-1228)
utilizando los vebadores 9-156A (SEQ ID NO: 33) y 9-156B (SEQ
ID NO: 34), el producto de PCR de 2.6 Kb fue sometido a
digestién a consumacidén utilizando las enzimas de restriccidn
AatII y XhoI y el fragmento de ADN fue ligado a un plasmido que
contiene el origen de replicacidn pl5 y el gen de resistencia a
cloramfenicol del vector pZA3l1-luc (Lutz y Bujard (19%7) Nucl
Acid Res. 25: 1203-1210), produciendo el plasmido pAM37-par;
pAM37-par fue sometido a digestién a la conformacidén utilizando
enzimas de restriccidén SaclI y HindIII, la mezcla de reaccidn
fue resuelta mediante electroforesis de gel, el fragmento de
ADn gue comprende el sitio de par de RKZ y el gen de

resistencia a cloramfenicol fue extraidec por gel y el fragmento

Y
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de ADN aislado fue ligado al sitio de SacI.g HindIIT del mini-
RKZ replicén pRR10 (Roberts et al. (1990) J Bacteriol. 172:
6204-6216), produciendo el vector pAM133; pAM133 fue sometido a
digestidén a la consumacidén utilizando enzimas de restricciédn
BgITII y HindIII, la mezcla de reaccidn fue resuelta mediante
electroforesis de gel, el fragmento de ADN de solamente 6.4 Kb
gue carece del gen de resistencia de ampicilina y el origen
conjugativo oriT fue extraido por gel y el fragmento de ADN
aislado fue 1ligado con un fragmento de ADN sintéticamente
generado que comprende un sitio de <c¢lonacidén multiple que
contenia sitios de enzima de restriccidén Pcil y Xhol,
produciendo el wvector pAM257., El plésmido de expresidédn pAM409
fue sometido a digestidn a consumacidén utilizando las enzimas
de restriccién XheoI y PciI, la mezcla de reaccidédn fue resuelta
mediante electrcforesis de gel vy el fragmento de ADN de
aproximadamente 4.4 Kb fue extraidc por gel. El wvector pAM257
fue sometido a digestién a consumacidén utilizando las enzimas
de restriccidén XhoI y PciI y el fragmento de ADN aislado dque
contiene el promotor 1acUVS y el operdn IispFGH-idi-ispA fue
ligado al sitio de enzima de restgiccién XhoI PciI del vector
pAMZ257, produciendo el plasmido de expresidédn pAM424 (véase

Figura 5 para un mapa de plasmido).

Ejemplo 5

Este ejemplo describe métodos para elaborar piliasmidos

Ite
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de expresidén que codifican enzimas que convierten FPP o GPP.

Fl plasmido de expresién pTrc99A-ADS fue generado al
insertar una secuencia de nucledtidos que codifica una amorfa-
4,11-dieno sintasa ("ADS") al vector pTrcppA. La secuencia de
amorfa-4,11-dieno sintasa fue generada sintéticamente, de tal
manera que después de la traduccién de 1la secuencia de
aminoacidos ser& idéntica a la descrita por Merke et al. (2000)
Ach. Biochem. Biophys. '381l: 173-180, de tal manera dgue la
secuencia de nucledtidos que codifica la amorfa-4,1l-dienc
sintasa fue optimizada para la expresion en Escherichia coli y
de tal manera que la éecuencia de nucledétidos fue flanqueada
por un sitic de enzima de restriccidén NcoI 5' y XmalI 3' (véase
Patemnte Estadounidense No. 7,192,751} . La secuencia de
nucledtidos fue sometida a restriccién a la consumacidén
utilizando enzimas de rerstriccidn NcolI y Xmal, la mezcla de
reaccién fue resuelta mediante electroforesis de gel, el
fragmento de ADN de aproximadamente 1.6 Kb fue extraido por gel
y el fragmento de ADN aislado fue insertado al sitio de enzima
de restriccidén Ncol Xmal del vector pTrc99A (Amman et al.
(1985) Gene 40: 183-190), produciendo el plésmido de expresidn
pTrc99A-ADS (véase Figura 6 para un mapa de plasmido).

El plasmido de expresidén pAM113 es un derivado
resistente a cloramfenicol de pTrc99A-ADS. Fue generado
mediante amplificacién de PCR del gen de resistencia a

cloramfenicol del vector pZA3l-luc (Lutz y Bujard (1997) Nucl

liq
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Acids Res. 25: 1203-1210) utilizando cebadores 5'-fosforilados
19-137 cml-pAM37-AS (SEQ ID NO: 35) y 19-137 cml-pAM37-3 (SEQ
ID NO: 36) e insertar el producto de PCR de 920 pb al sitio de
enzima de restriccidn FspI del plasmido de expresidédn pTrc99A-
ADS, produciendo el plasmido de expresidén pAM113.

El pléasmido de expresidén pCY9 fue generado al insertar
un fragmento de ADN gendmico de Bacillus subtilis 6051 que
comprende la secuencia de codificacidén del gen nudF y las
secuencias gendmicas corriente arriba (GenBank Nc. de acceso
299116 REGION: 49364..48548) al vector pTrc99A (Amann et al.
(1988) Gene 69: 301-315). El plasmido de expresidn pNudF-H fue
generado al insertar la secuencia de codificacidn del gen nudF
de Bacillus subtilis 6051 (GenBank numero de acceso 29916
REGION: 49105..48548) al wvector pTrc92%8A. El plasmido de
expresién pyhfR fue generado al insertar 1la secuencia de
codificaciédn del gen yhfR de Bacillus subtilis 6051 (GenBank
No. de acceso 7299109 REGION: 97583..97002) al vector pTrcS9A.

El plasmido de expresién pAM373 fue generado al
insertar una secuencia de nuclebdtidos que codifica la PB-
farneseno sintasa ("FSB") de Artemisia annua (GenBank No. de
acceso AY835398), optimizado por coddén para la expresidn de

Escherichia coli en el vector de pTrc99A. La secuencia de

nucledtidos que codifica la f-farneseno sintasa fue generada
sintéticamente vy fue amplificada mediante PCR desde su

constructo de sintesis de ADN utilizando los cebadores

120
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apropiados. para crear un sitio de enzima de NcoI lider al
producto de PCR que comprende la secuencia de codificacién de
f-farneseno sintasa, el coddédn que <codifica el segundo
aminoacido en la secuencia de polipéotidos original
kcodificacién de TCG para serina) fue reemplazado por un codén
que codifica acido aspartico (GAC) en el cevador de PCR 5' (SEQ
ID NO: 37}. El producto de PCR resultante fue sometido
parcialmente a digestiédn utilizando 1la enzima de restriccidn
NcoI y sometida a digestién a consumacidn utilizando la enzima
de restriccién SacI, la mezcla de reaccidn fue resuelta
mediante electroforesis 'de gel, el fragmento de ADN de
aproximadamente 1.7 Kb que comprende la secuencia de
codificacién de P-farnesenc sintasa fue extraida por gel y el
fragmento de ADN aislado fue 1ligado a sitios de enzima de
restriccién de NcoI SaclI del vector pTrc99A, produciendo el
plasmido de expresidn pAM373 (véase Figura 6 para un mapa de
plasmido) . |

Los plésmidos de expresién pTrc9S9A-FSA, pTrc99A-GTS,
pTrc99A-TS fueron generados al insertar un fragmento de ADN qué
comprende una secuencia de nucledtidos que codifica una a-

farneseno sintasa ("FSA"), una y-terpineno sintasa ("GTS"), una

a-pineno sintasa ("APS"™) o una terpincleno sintasa ("RS™) al
vector pTrc%9A. El1 inserto de fragmento de ADN fue generado

sintéticamente, utilizando wuna plantilla por ejemplo, la

Izl
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secuencia de codificacién del gen de oa-farnesenc sintasa de-

Picea abies (GenBank No. de acceeso AY473627, REGION:

24..1766), la secuencia de codificacién del gen de B-farneseno

sintasa de Artemisia annua (GenBank No. de acceso AY835398), la

secuencia de codificacién del gen de y-terpineno sintasa de
Citrus limon (GenBank No. de acceso AF514286 REGION: 30..1832),
la secuencia de codificacién del gen de o-pinenoc sintasa de
Abies grandis (GenBank No. de acceso U87909, REGION: 6..1892) o

de Pinus taeda (GenBank No. de acceso AF543530 REGION:

1..1887), o la secuencia de codificacidn del gen de terpinocleno
sintasa de Ocimum basilicum (GenBank No. de acceso AY693650) o

de Pseudotsuga menziensii (GenBank No. de acceso AY906866

REGION: 10..1887) o de Abies grandis (GenBaﬁk No. de acceso
AF139206), tocdas las secuencias de nucledtides son optimizadas
por coddn para expresién en Escherichia coli. Log fragmentos de
ADN para FSA fueron amplificados mediante PCR de su constructo
de sintesis de ADN utilizando las secuencias del cebador SEQ ID
NO: 39 y SEQ ID NO: 40. El1 producto de PCR resultante fue

sometido a digestidén a la comsumacién utilizando las enzimas de
restriccién NcoI y SacI, la mezcla de reaccidén fue resuelta
mediante electroforesis de gel, el fragmento de ADN de

aproximadamente 1.7 Kb  que comprende la secuencia de

codificacién de oa-farneseno sintasa fue ligado al sitio de

enzima de restriccidén de NcoI Saci del vector pTrc99a,

s



10

20

25

118

produciendo el plasmido de expresién pTrc99A-FSA (véase figura
6 para un mapa de plasmido). Los fragmentos de ADN para GTS,
APS y TS fueron disefiados para ser flanqueados por un sitio de
enzima de restriccién XmalI lider y un sitio de enzima de
restriccién Xbal terminal y fueron clonados a los sitios de
enzimas de restriccién compatibles de un vector de clonaciédn
tal como un vector de origen pTC o pACYC estandar, del cual
podria ser liberado otra vez para someter a digestidén a
consumacién el constructo de sintesis de ADN utilizando las
enzimas de restriccidén Xbal y XmalI, resolviendo la mezcla de
reaccidn mediante electroforesis de gel y extrayendo por gel el
fragmento de ADN de codificacién de terpeno sintasa de 1.7 a
1.9. Los fragmentos de ADN aislados fueron usados al sitio de
enzima de restriccidn Xmal Xbal del vector pTrc99A (Amman et
al., Gene 40: 183-190 (1985)), produciendoc pléasmidos pTrc99A-
GTS, pTrc99A-APS o pTrc99A-TS (véase Figura 6 para mapas de
plasmidos) .

Los plésmidos de expresidén pRS425-FSA y pRS425-FSB
fueron generados al insertar una secuencia de nucledtidos que
codifica una a-farnesenc sontasa ("FSB"), respectivamente, en
el vector pRS425-Gall (Mumberg et al. (1994) Nucl. Acids. Res.
22(25): 5767-5768). Los insertos de secuencias de nucledtidos

fueron generados sintéticamente, utilizando una plantilla por
ejemplo, la secuencia de codificacidén de gen de o.farneseno

sintasa de Picea abies {(GenBank No. de acceso AY473627, REGION:

24
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24..1766) o del gen de PB-farneseno sintasa de Artemisia annua
(GenBank Noc. de acceso AY835398), optimizado por codén para
expresidébn en Saccharomyces cerevisiae. La secuencia de
nucleétidos generada sintéticamente fue flanqueada por un sitio
de BamHI 5' y un sitio XhoI 3' y podria asl ser clonada a
sitios de enzima de restriccidén compatibles de un vector de
clonacion tal como un pUC estandar o vector de origen pACYC. La
secuencia de nucledtidos generada sintéticamente fue aislada al
someter a digestidn a consumacioédn la sintesis del constructo de
ADN utilizando las enzimas de restriccidén BamHI y XhoI. La
mezcla de reaccidn fue resuelta mediante electroforesis de gel,
el fragmento de ADN de aproximadamente 1.7 Kb que comprende la
secuencia de replicacién de a-fareseno sintasa o PB-farneseno
;intasa fue extraida por gel y el fragmento de ADN aislado fue
ligado al sitio de enzima de restriccién de BamHI XhoI del
vector pRS245-Gall, produciende el plasmido de exoresidn
PRS425-FSA o pRS425-FSB, respecitvamente.

Los plasmidos de expresién pTrc99A-LLS, pTrcY99A-1LMS,
pTrc99A-BPS, pTrc99A-PHS, pTrc99%9A-CS y pTrc99A-SS son generados

al insertar una secuencia de nucledtidos que codifica una

linalool sintasa ("LLS"), limoneno sintasa ("LMS"), pB-pinenc
sintasa ("BPS"), P-felandreno ("PHS"), careno sintasa ("CS") o
sabinina sintasa ("SS8") al vector pTrc99%A. Los insertos de
secuencia de nucledtidos son generados sintéticamente,

125
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utilizando como plantilla para el ejemplo la secuencia de
codificacidén del gen de 1linalool sintasa de Artemisia annua
(GenBank No. de acceso AFl154124, REWGION: 13..1764), la
secuencia de codificacién del gen de limoneno sintasa de Abies
grandis (GenBank No. de acceso AF006193 REGION: 73..1986), la
secuencia que codifica de P-pineno sintasa de Artemisia annua
{GenBank No. de acceso AF276072 REGICON: 1..1749), la secuencia
de codificacién del gen de PB-felandreno sintasa de Abies
grandis (GenBank No. de acceso AF139205 REGION: 34..1926), la
secuencia de codificacidn del gen de carenio sintasa de Salvia
stenophylla (GenBank No. de acceso AF527416 REGION: 78..18711)
o la secuencia de codificacién del gen de sabineno sintasa de
Salvia officinalis (GenBank No. de acceso AF051901 REGION:

26..1798). Las secuencias de nucledtidos que codifican las B-

puneno, savinina y PB-felandreno sintasas son flanqueadas por un
sitio de enzima de restriccidén Xmal lider y un sitic de enzima
de restriccidén XbaTl terminal, las secuencias de nucledtidos que
codifican la linalocl y careno sintasas son flanqueadas por un
sitio de enzima de restriccidédn NcoI lider y un sitio de enzima
de restriccidén Xmal terminal y la secuencia de nucleiotidos que
codifica la limoneno sintasa es flangueada por un sitic de
enzima de restriccién Ncol 1lider y un sitio de enzima de
restriccién PstI terminal. Los constructos de sintesis de ADN

son sometidos a digestidén hasta consumacidén utiliando Xmal Xbal
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~

(para constructos de B-pineno, sabinina Y B—felandreno
sintasa), enzimas de restriccidédn NcolI Xmal (para constructos de
linalool y careen sintasa) o enzimas de restriccidédn de Xbal y
PstI (para el constructo de limoneno sintasa). Las mezclas de

reaccidén son resueltas mediante electroforesis de gel, 1los

fragmentos de ADN de aproximadamente 1.7 a 1.9 Kb son extraidos

por gel y los fragmentos de ADN alslados son-ligados al sitio
de enzima de restriccidén XmaI Xbal (para insertos de B-pineno,
sabinina y pB-felandrenc sintasa), el sitio de enzima de
restriccién NcoI XmalI {(para los insertos de linalool y careno
sintasa) o el sitio de enzima de restriccidn XbaI PstI (para el
inserto de limoneno sintasa) del vector pTrc99A, produciendo
los plasmidos de expresidédn pTrc99A-LLS, pTrc99A-LMS, pTrc99A-
BPS, pTrc99A-PHS, pTrcl89A-CS y pTrc99A-SS (véase Figura 6 para

mapas de plésmidos).

Ejemplo 6

Este ejemplo describe la generacidén de cepas huésped

de Escherichia coli Gtiles en la invencidn.

Comc se detalla en 1la Tabla 1, las cepas huésped

fueron creadas al transformar células padre de Escherichia coli

gquimicamente competentes con unc o mas plasmidos de expresiédn

del Ejemplo 1 a 1 5.
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Cepa huésped Cepa padre E. coli Pldsmidos de exprasion Seleccién de antibidtico
B32 DH1 pMevT 100 ug/mL. carbenicilina
B292 B pMBIS 5ug/mL tetraciclina
B210 DP pTrc99A-ADS 34 ug/mL cloranfenicol
B153 DH1 pAMY7 100 ug/mL carbenicilina
B282 Dp pTre99A-ADS 34 ug/mL cloranfenicol
B255 DHI pAMI128 100 ug/mL carhenicilina
B256 DP pAMI113 34 ug/mL cloranfenicol
BR6 DHI1 pAMS2 50 ug/mL kanamicina
pMBIS 100 ug/mL carbenicilina
pTrc99A-ADS 5 ug/mlL tetraciclina
B61 DHI pAM?25
pBBRIMCS-3
pTrc99A
B62 pAM34
pBBRIMCS-3
pTrc99A
B003 DHI10B pTrc99A-ADS 100 g/ml carbenicilina
B617 pAMA408 100 ug/ml. carbenicilina
pTrc99A-ADS 50 ug/mI. kanamicina
B618 pAM424 100 ug/mL carbenicilina
pTrc99A-ADS 35 ug/ml cloranfenicoi
B619 pAM408 100 pg/ml carbenlcilina
pAMA424 50 ng/ml Kanamicina
pTrc99A-ADS 35 ug/ml cloranfenicol
B650 DH10B pAM373 100 pg/ml carbenicilina
B651 pAMA408 100 pg/mi carbenicilina
_pAM373 50 ng/ml Kanamicina
B652 pAMA424 100 pg/mi carbenicilina
pAM373 35 ug/ml cloranfenicol
B653 pAMA08 100 pg/mi carbenicilina
pAMA424 50 ug/ml kanamicina
pAM373 35 ug/ml cloranfenicol
B286 DH1 pAM97-MevB 100 ug/mL carbenicilina
pC9 34 ug/mL cloranfenicol
B287 pAMY7-MevB
pnudF-H
B28§ PAMI7-MevB
- pyhfR
B291 pAMS7-MBI
pyhfR
B592 DH1 pMevT 100 ug/mL carbenicilina
pMBIS 34 ug/mL cloranfenicol
pTrc99A-FSA
B552 pMevT 5 ug/mL tetraciclina
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Cepa huésped Cepa padre E. coli Plasmidos de expresién Seleccion de antibiotico
pMBIS
AM373
Célula huésped Ejemplo 21 pMevt
(produccibnpde G!I'S, ips, 15) %Eglgﬁpé;s o -
APSo -TS
pMevT 100 ug/mL carbenicilina
Céluta huésped Ejemplo 21 pMBIS-gpps 34 ug/mL cloranfenicol
(Produccion de LLS, LMS, pTrc99A-LLS o -
8PS, PHS, €5, C5) LMSo -BPSo — 5ug/mL tetraciclina
PHSo -CSo -88S

Los transformantes de célula huésped fueron
seleccionados sobre agar de Luria Bertoni (LB) que contiene
antibidticos como se detalla en la Tabla 1. Colonias
individuales fueron transferidas del agar LB a tubes de
cultivos qgque contienen 5> ml de medio ligquido LB y antibidtico,
B0O3, B6l17, B618, B619, B650, B651, B652 y B653 vy
transformantes de célula huésped fueron incubados a 30°C sobre
un agitador giratorio a 250 rpm durante 30 horas. Todos 1los
otros transformantes de célula huésped fueron incubados a 37°C
en un agitador giratorio a 250 rpm hasta que el crecimiento
alcanzé la fase estacionaria. Las células fueron adaptadas a
medios minimos al hacerlas pasar a través de 4 a 5 rondas
sucesivas de medioc M9-MOPS gque contiene glucosa al 0.8% vy
antibidéticos (véase Tabla 2 para la composicidén del medio M9-
MOPS). Las células fueron almacenadas a -80°C en crio-frascos
en alicuotas concentradas de 1 ml compuestas de 400 ul de

glicerol al 50% estéril vy 600 ul de cultivo liquido.
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Tabla 2. Composicién del medio de cultivo M9-MOPS

Componente Cantidad (por litro)
Na2HPO4 7TH20 128 g
KH2PO4 3g
NaCi 05g
NH4Cl lg
MgS04 2 mmol
CaCl2 0.1 mmol

Tiamina 0.1ug
Solucién regutadora 100 mmol
del pH MOS pH 7.4
(NH3)6Mo07024 4H20 3.7ug
H3BO4 25 ug
CoCI2 7.1ug
CuSO4 2.4ug
MnCl12 16 ug
ZnSO4 29ug
FeSO4 0.28 mg
Ejemplo 7

Este ejemplo demuestra la estabilidad de expresidn
del plésmido de expresidén en ausencia de antibidticos en una
cepa huésped de Escherichia

expresidén que comprende el sistema de replicacién,

y mantenimiento del plasmidc TK2.

Un cultivo

establecido al agregar una alicuota almacenada de la cepa a un

células de cepa huésped B255

coli que alberga un plasmido de

segregaciodn
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matraz de 125 ml que contiene 40 ml de Mp-MOPS, glucosa al 2%,
extracto de levadura al 0.5% y antibidticos como se detalla en
la Tabla 1 y al cultivar el cultivo durante toda la ncche.

El cultivo de siembra fue usado para inocular a una
ODggo 1inicial de aproximadamente 0.05, dos matraces de 250 ml
que contienen cada uno 40 ml de medic M$-MOPS, glucosa al 2% y
extracto de levadura al 0.5%. El1 cultivo #1 también contenia
100 ug/ml de carbenicilina y 34 ug/ml de cloramgenicol. E1
cultivo #2 no recibid ningun antibidtico. Ambos cultivos fueron
incubados a 37°C sobre un agitador giratorio a 250 rpm hasta
que alcanzaron una ODgy de aproximadamente 0.2, punto en el
cual la producciénlde amorfa-4,l--dieno en las células huésped
fue inducida al agregar 40 ul de IPTG 1M al medio de cultibo.
Al tiempo de inducciédn, los cultivos fueron depositades con 8
ml de un tejido organico para capturar el amorfa-4,1ll-dieno. Se
tomaron muestras periddicamente por un total de 72 horas. La
produccién de amorfa-4,ll-dieno por la cepa huésped en los dos
cultivos fue confirmada mediante GC/MS como se describe en el
Ejemplo 10,

Para determinar la estabilidad del plasmido en los
dos cultivos celulares, una muestra de cada cultivo fue
removida a 72 horas y rayada con una placa de agar de LB (sin
antibidéticos). Después de incubacidén durante toda la noche a
37°C, 50 colonias individuales derivadas de cada cultivo fueron

replicadas sobre una placa de agar de LB - mas antibidticos (34
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ig/ml de cloramgenicol, 100 ug/ml de carbenicilina) y una placa
de agar de LB de menos-antibidtico (sin antibidtico). Después
de otra incubacidén durante toda la noche a 37°C, 1la placa de
agar LB-mds antibidético y agar LB-menos antibidético se encontrd
que cada una contenia aproximadamente 50 colonias, indicando
que la retencidén del plésmido tanto en presencia como en
ausencia de antibiéticos en el medio de cultivo se habia

aproximado al 100%.

Ejemplo 8

Este ejemplo demuestra la actividad especifica
incrementada y estabilidad de HMGR de Enterococcus faecalis en
comparacidén con tHMGR de Saccharomyces cerevisiae en una cepa
huésped de Escherichia coli.

Culivos de siembra de cepas huésped B62 y B62 fueron
Qstablecidos al agregar una alicuota almacenada de cada cepa a
matraces de 125 ml que contienen 20 ml de medio M9-MOPS,

glucosa al 0.8% y antibidéticos como se detalla en la Tabla 5 y

al cultivar los cultivos a saturaciédn. Los cultibos de siembra

fueron diluidos 1:100 a 140 ml de medio fresco con un matraz de
500 ml vy cultivados otra vez a una ODssp de aproximadamente 0.1,
punto en el <cual la produccién de amorfa-4,1ll-dieno fue
inducida al agregar 140 ul de IPTG 1 M a cada cultivo. A 4, 12,
20, 28, 36 y 49 horas pos—-induccidén, las muestras fueron

removidas de cada cultivo y las células fueron aglomeradas
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mediante centrifugacidn. Las perlillas celulares fueron
congeladas sobre hielc seco y luego almacenadas a =-80°C.

Para llevar a cabo los andlisis de enzima, las
perlillas de células fueron deshieladas sobre hielo y 1luego
sometidas a lisis utilizando Bugbuster (Novagen, Madison, WI)

gue contiene mezcla #3 inhibidor de proteasa {(Calbiochem, San

Diego, CA), benzonasa (20 pl de oer5 ml de bugbuster; Novagen,
Madison, WI) y lisozima (30 ug/ml). La actividad enzimatica de
tHMGR de Saccharomyces cerevisiae fue analizada en Tris HC1 50
mM (pH 7.5), NADPH 0.2 mM (Digma, San Luis, MO} y DL-3-hidroxi-
3-metilglutaril coenzima A (HMD-CoA) sal de sodio 0.3 mM
(Sugma, San Luis, MO). El andlisis fue iniciado al agregar un
lisado celular y 1la desaparicidon de NADPH fue monitoreéda
mediante absorbancia a 340 nM. Para tomar en cuenta la
desapariciédn no especifica de NADPH, los resultados obtenidos
en un analisis de control que carece de HMG-CoA fueron restados
de 1los resultados obtenidos en las muestras de prueba. La
actividad enzimadtica de HMGR de Enterococcis faecalis fue
medida similarmente excepto gque la solucién reguladora de
andlisis contenia solucidén reguladora de fosfato de potasio
100 mM (pH 6.5), NADPH 0.4 mM, EDTA 1.0 mM y KC1 100 mM.

Los analisis de proteinas se realizaron por el método
de Bradford ((1976) Anal Biochem. 72: 248-254). Las actividades
especificas fueron calculadas como Anmol NADPH/min/mg de

proteina.
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Como se muestra en la Figura 8, el HMGR de
Enterococcis faecalis exhibid actividad especifica mas alta y
estabilidad incrementada en comparaciédn con tHMGR  de

Saccharomyces cerevisiae.

Ejemplo 9

Este ejemplo describe la calibracidén de ODgy COn un
pesc de célula seco ("DCW").

Para obtener la relacidén entre DCW y 0OD600, una cepa
representativa, B32, fue cultivada en procesos de alta densidad
similares a aquellos descritos en los Ejemplos 10-14. Las
muestras fueron tomadas a través de las corridas y la ODg V¥
DCW fueron medidas para cada muestra. Para determinar la DCW,
las células fueron aglomeradas y el sobrenadante fue
descartado. La pelotilla celular fue lavada una vez con agua y
luego fue secada en un horno a 80°C por al menos 3 dias. Los
tubos gque contienen pelotillas celulares fueron pesados, el
peso del tubo fue restado de los pesos medidos y el peso
restante fue dividido por el volumen inicial de cada muestra
(0.0015 L) para obtener la DCW.

La Figura 9 muestra la relacidén entre DCW y ODgoo

medidos en estos experimentos.

Ejemplo 10

Este ejemplo demuestra la preoduccién incrementada de
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amorfa-4,11-dieno en cepas huésped de Escherichia coli que
expresan HMGR y HMGS de Staphyloéoccus aureus en comparaciéon
con cepas huésped que expresan el tHMGR y HMGS de Sacharomyces
cerevisiae.

Cultivos de siembra de cepas huésped B32, B153, B282,
B292, B86, B255 u B256 fueron establecidos al agregar una

alicuota de entrada de cada cepa a matraces de 125 ml separadocs

o°

que contienen 25 ml de medio M9-MOPS, glucosa 0.8 3%
antibiéticos como se detalla en la Tabla 1 y al cultivar los
cultibos durante toda la noche.

Los cultivos de siembra fueron usados para inocular

una ODgpg inicial de aproximadamente matraves de 250 ml de 0.05

o

que contienen 40 ml de medio M9-MOPS, glucosa al 2 Y
antibiéticos. Los cultivos fueron incubados a 30°C sobre un
agitador giratorio a 250 rpm hasta que alcénzaron una ODggg de
aproximadamente 0.2, punto en el cual la produccién de amorfa-
4,1--dieno en las células huésped fue inducida al agregar 40 ul
de IPTG 1 M al medio de cultivo. Los cultivos fueron
suministrados con 8 ml de un tejido orgédnico (por ejemplo,
dodecano, oleato de metilo o miristato de isopropilo}. Muestras
de la capa de sobretejido orgdnica y el caldo fueron tomados
una vez al dia por 72 horas. Las muestras de caldo fueron
usadas para medir la ODgep. La concentracién de amorfa-4,11-

dieno fue medida al transferir 5 ul de la capa de sobretejide

organica a un frasco de vidric limpio que contiene 500 ul de
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acetato de etilo inyectado con beta- o trans-carpfileno como
estandar interno.

Las muestras de sobretejido/acetato de etilo
organicas fueron analizadas sobre un - cromatdgrafo de
gases/espectrémetro de masas (GC/MS) Hewlett-Packard 6890 al
explorar solamente por dos iones, el ion molecular (204 m/z) y
el ion 189 m/z como se describe en Martin et al. (2001)
Biotechnol. Bioeng.75: 497-503. Para hacer expeditos 1los
tiempos de corrida, los programas de temperatura y de matriz de
columna fueron modificados para obtener picos de resolucidn de
proyeccién éptimas y el tiempo de corrida global mas corto. una
muestra de 1 ul fue separada sobre la GC utilizando una columna

de DB-XLB (disponible de Agilent Technologies , 1Inc., Palo

Alto, California) y el gas portador de helio. E1 programa de

temperatura para el analisis fue como sigue: 100°C por 0.75
minutos, 1incrementando la temperatura a 60°C/minuto a una
temperatura de 300°C y mantenida a 300°C por 0.5 minutos. Las
muestras resueltas fueron analizadas mediante un detector masa-
selectivo modelo 5973 de Hewlett- Packard gque monitored iiones
189 y 204 m/z. Espectros de masas previos demostraron que el
producto de amorfa-4,1l-dieno sintasa era amorfa-4,1ll-dieno y
que el amorfa-4,1ll-dieno tenia un tiempo de retencidén de 3.7
minutos utilizandoc este protocolo de GC. Se usd beta- o trans-
cariofileno como estandar interni para cuantificacidén. E1

titulo de amorfa-4,l1l1l-dieno fue calculado wutilizando la
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proporcidén del estandar interno a las a&areas pico de amorfa-
4,11-dienc en base a una curva de generacidn cuantitativa ae
amorfa-4,11-dieno purificado (0.63-10 mg/l de KJF17-109-13) en
acetato de etilo proyectado en cariofileno.

Como se muestra en las Figuras 10A y 10B, las cepas
B153 y B282, que expresaban el HMGR y HMGS de Staphylococcus
aureus produjeron niveles elevados de amorfa-4,1l1-dienco en
comparacidén con las cepas B32, B210, B255, B256 y B2%2, que

expresaron el tHMGR y HMGS de Saccharomyces cerevisiae.

Ejemplo 11

Este ejemplc demuestra la produccidén incrementada ae
amorfa-4,11-dieno mediante una cepa huésped de Escherichia coli
cultivada a una temperatura sub éptima.

Un cultivo de siembra de la cepa huésped de B32 fue
establecido al agregar 0.5 ml de una alicuota concentrada de la
cepa a un matraz de 250 ml que contiene 50 ml de medio MS9-MCPS
y antibidticos como se detalla en la Tabla 1 y al cultivar el
cultivo durante toda la noche a 37° C sobre un aplicador
giratorio a 250 rpm.

El cultivo de siembra fue usado para inocqlar a una
ODgos de aproximadamente 0.05, 4 matraces de 250 ml, cada uno
contiene 40 ml de medio de lote de fermentador (véase tabla 6
para composicidén del medio), solucidn reguiadora del pH MOPS

100 mi, pH 7.1 y antibidéticos. Los cultivos fueron incubados
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sobre un agitador giratorio a 250 rpm ya sea a 30° C o 37° C
hasta que llegaron a una ODgyo de 0.18 a 0.22, punto en el cual
la produccién amorfa-4,1ll-dieno en las células huésped fue
inducida al agregar 40 ul de IPTG 1 M al medio de cultivo. Al
tiempo de induccidn, los cultivos fueron recubiertos con un
depdésito superficial con 8 ml de un depdésito superficial
organico para capturar el amorfa-4,1ll-dieno. Se compararon
muestras una vez al dia y se analizaron como se describe en el
ejemplo 10.

Como se muestra en las Figuras 11A vy 11B, la
fermentacidén a 30° C no afectd el crecimiento celular, pero
condujo a un incremento de aproximadamente 50% eﬁ la produécién
especifica de amorfa-4,1l-dieno por la cepa huésped de

Escherichia coli.

Ejemplo 12

Este ejemplo demuestra la produccidn incrementada de
amorfa-4,11-dienc por una cepa huésped de Escherichia colil
cultivada bajo condicionés de fuente de carbono restringidas.

Un cultivo de siembra de la cépa huésped B32 para
cor;idas de fermentacidén 050608-1 y 050629-1 fue establecido al
agregar 0.25 ul de una alicuota concentrada de la cepa a un
matraz de 250 ml gque contiene 50 ml del medio MS-MOPS vy

antibibdticos comoc se detalla en la Tabla 1 y al incubar el
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cultivo a 37° C sobre un agitador giratorio a 250 rpm hasta que
llega a una ODgo de 1 a 2.

Un cultivo de siembra de 1la cepa huésped B32 para la
corrida de fermentacién 060403-3 fue establecido al agregar una
alicuota concentrada de la cepa a un matraz de 250 ml que
contiene 50 ml de medio M9-MCPS y antibidticos como se detalla
en la Tabla 1 y al incubar el cultivo durante toda 1la nocﬁe a
37° C sobre un agitador giratorio a 250 rpm. El1 cultivo de
siembra fue usado para inocular a una ODgoo de aproximadamente
1l a matraz de 250 ml que contiene 40 ml de medio MS-MOPS vy
antibidticos y el cultivo fue otra vez incubado a 37° C sobre
un agitador giratorio a 250 rpm hasta que llegd a una ODgyp de
3 a 5.

Para todos los procesos de fermentacidn, el KH,;PO,,
KoHPO,3H,0, EDTA, A&cide citrico y (NHy)280, fueron esterilizados
térmicamente en un bioreactor (2L Applikon Bioconsole ADI 1025s
con controladores ADI 1010, Applikon Biotechnology, Foster
City, CA.). Los componentes del medio restantes fueron
esterilizados por filtracidén como soluciones concentradas e
inyectados a través de la placa de cabezal. La Tabla 3 muestra
1la composicién del medio final para las corridas de
fermentacidén 050608-1 y 050629-1. La tabla 4 muestra 1la
composicion de medio final para la corrida de fermentaciodn
060403-3. E1 volumen de partida para la corrida 0500608-1 fue

de 0.8 1, el volumen de partida para 050629-1 fue de 1.2 1 y el
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volumen de partida para 060403-3 fue de 1 1. Todas las corridas
fueron inoculadas al inyectar 50 ml del cultive de siembra a

través de la placa de cabezal.

Tabla 3-Composicidén del medio de fermentacidén de las corridas

de fermentacién 050608-1 y 050629-1

10

20

Componente Medio de lote (por litro) | Solucion alimentacion (por litro)
Glucosa 3g 590-650 g
KH,PO, a2g -
K,HPO, 3H,0 157 ¢ -
Acido citrico 1.7¢g .
(NH,),;S0, Zg -
MgS0, TH,0 12¢g 12 g
EDTA 8.4 mg 13g
CoCl; 6H,0 0.25mg 0.4 mg
MnCi, 4H.O 1.5mg 2.35 mg
CuCl; 2ZHO 0.15mg 0.25 mg
H;BO, 0.3 mg 0.5 mg
Na,MoQ, 2H,0 0.25 mg 0.4 mg
Zn(CH;CO0), 2H,O 1.3 mg 1.6 mg
Citrato Fe(lll) hidratado | 10.0 mg 4.0 mg
Tiamina HCI 4.5mg -
Carbenicilina 100 ug 100 ug
Tetraciclina Sug Sug
Cloranfenicol 34 ug 34 ug
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Tabla 4 - Composicidén del medic de fermentacién de corrida de

fermentacién 060403-3

Componente Medio de lote (por litro)  }Solucion alimentacion {por litro)
Glucosa 15g 650 g '
KH,PO, 42¢g -

K,HPO, 3H,0 157 g -

Acido citrico 1.7¢g -

(NH,)2S0, 2g -

MgSO, 7TH,0 12¢ 12g

EDTA 8.4 mg 13 mg

CoCl, 6H,0 2.5 mg 4 mg

MnCl, 4H,0 15 mg 23.5mg

CuCl, 2H,0 1.5mg 2.5mg

H;BO, 3 mg Smg

Na,MoO, 2H,O 25 mg 4 mg
Zn{CH,COQ),; 2H,0 13 mg 16 mg

Citrato Fe(lll) hidratado | 100 mg 40 mg

Tiamina HCI 4.5 mg -

Carbenicilina 100 ug 100 ug
Tetraciclina 5ug >ug
Cloranfenicol 34 ug 34 ug

exceso),

Para la corrida de fermentacidén 050608-1

la alimentaciodn

fue iniciada

(carbono en

a induccidn y
velocidades de alimentacidén fueron ajustadas manualmente para
proporcionar glucosa en las concentraciones mostradas en 1la
Figura 12C. Para la corrida de fermentacién 050629-1 (carbono-
restringida), la alimentacidén fue alimentada al fermentador de

acuerdo con el protocolo mostrado en la Tabla 5. Para la
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corrida de fermentacién 060403-3 (contenido mas bajo de
carbono), la alimentacidén fue iniciada automaticamente cuando
el bolo de glucosa inicial (15 g) fue expulsado y el oxigeno
disuelto proyectado. Hasta un maximo de 27.6 g/h, la velocidad
de la alimentacidén fue calculada de acuerdo con la siguiente

ecuacioén:

m, () = S(t, ) e ™
1 =0.12
S(t,)=15g

en donde ty; es el tiempo al cual la glucosa inicial
fue agotada. Después de alcanzar la velccidad mwéxima, la
alimentacién de glucosa fue restringida a una velocidad de

9.5 g/h y mantenida constante a esta velocidad por el resto de

la corrida.
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Tabkla 5- Protocolo de alimentacidén para la corrida de

fermentacidn 050629-1

Tiempo de corrida (h) Velocidad alimentacién glucosa {g/h)
0 0

7 0.37
10 0.74
12 1.11
14 1.48
16 2.22
18 2.96
20 3.69
22 4.80
24 5.91
31 7.39
33 5.54
47 3.69

Las corridas 050608-1 y 050629-1 se llevaron a cabo a
37° C. El1 flujo de aire en el biloreactor fue ajustado a 1-2
l/minuto; el pH fue mantenido a 7 utilizando hidréxido de
amonio y/o hidréxido de sodio; la agitaciédn inicial fué de 500-
600 rpm; la espuma fue controlada con antiespumante B (Sigma-
Aldrich, St. Louils, MO); los niveles de oxigeno disuelto fueron
mantenidos por encima de 30% utilizando una cascada de

agitacidén. Después de 5-6 horas de cultive, la produccidén de
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amorfa-4,11-dieno por la célula huésped fue inducida al agregar
0.8 ml de IPTG 1 M a la corrida 050608-1 y 1.2 ml de IPTG a la
corrida 050629-1. Después de la induccidn, la temperatura del
cultivo fue reducida a 30°C.

La corrida 060403-3 fue 1llevada a cabo a 30°C. EIl
flujo de aire en el bioreactor fue ajustado a 1-2 1l/min; el pH
fue mantenido a 7 utilizande hidréxido de amonio. E1 oxigeno
disuelto fue mantenidc por encima de 30% mediante una cascada
de agitacidén vy enriquecimiento de oxigeno. A una ODgyp de
aproximadamente 28 (19 horas después de 1la inoculacidn), la
produccidén de amorfa-4,1ll-dieno por las células huésped fue
inducida al "agregar 1 ml de IPTG 1 M.

El amorfa-4,11-dieno fue capturado vy extraido de
acuerdo con dos protocolos diferentes. Para las corridas
050608-1 vy 050629-1, el amorfa-4,1l-dieno volatil presente en
el gas de desprendimiento fue capturado al ventilar el gas de
desprendimiento a través de un lavador de gas gque contiene
200 ml de heptanol. El heptanol fue luego diluido en acetato de
etilo hasta que la concentracidon de amorfa-4,11-dieno en la
muestra era de entre 0.63 mg/l y 20 mg/l. Para la corrida
060403-3, el amorfa-4,ll-dieno fue capturado en el bioreactor
al agregar 200 ml de un depdsito superficial organico al
fermentader al tiempo de induccién. La concentracidn del
producto fue medida al combinar 25 ul del caldo mas el depdsito

superficial organico con 975 ul de acetonitrilo, agitando la

V44
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muestra a velocidad méaxima sobre un mezclador Fisher Vortex
Genie 2™ (Scientific Industries, 1Inc., Bohemia, NY} por al
menos 3 minutos, removiendo las células de la muestra mediante
centrifugacién vy diluyendo 1la solucidén de acetonitrilo en
acetato de etilo hasta gque la concentracién de amorfa-4,11-
dieno en la muestra era de entre 0.63 y 20 mg/l. Las muestras
de acetato de etilo fueron analizadas mediante GC/MS como se
describe en el Ejemplo 10.

Como se muestra en las Figuras 12A y 12B, 1la corrida
de fermentacidn 050608-1 {(carbono en exceso) dio como resultado
bajas densidades de células maximas y baja produccién de
amorfa-4,11-dieno, respectivamente, correlaciondandose, por 1lo
menos en parte, con el 1incremento relativamente rapido en
niveles de acetato (Figura 12D). En comparacidn, la corrida de
fermentacidédn 050629-1 (carbono-restringide) dio como resultado
una produccidén incrementada de amorfa-4,11-dieno (Figura 12B) e
inicio retardado de la produccién de acetato. Estos resultados
son consistentes con la hipétesis de que las alimentaciones de
glucosa en exceso conducen a una produccidn rapida de acetato y
muerte celular prematura.

Una restriccién de glucosa adicicnal, tal como se
obtiene por la corrida de fermentacidén 060403-3 (contenido de
carbono mas bajo) dio como resultado una baja produccidén de

acetato por mas de 100 horas (Figura 12D) y una densidad
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celular méxima significativamente mas alta y produccidn de

amorfa-4,11-dieno (Figuras 12A y 12B).

Ejemplo 13

Este ejemplo demuestra la produccién de amorfa-4,11-
dieno incrementada por una cepa huésped de Escherichia coli
cultivada bajo condiciones de fuente de carbono restringida y a
temperatura subdptima.

Un cultivo de siembra de la cepa huésped B153 fue
establecide al agregar una alicuota concentrada de la cepa a un
matraz de 250 ml que contiene 50 ml de medio M9-MOPS vy
antibidéticos como se detalla en la Tabla 1 y cultivar el
cultivo a 37° C sobre un agitador giratoric a 250 rpm a una
ODggg de 3.5 a 4.5.

Bioreactores de 2 litros (Biocontroller ADI 1010 con
Bioconsole ADI 1025, Applikon Biotechnology, Foster City, CA)
fuerén montades y puestos en c¢operaciédn de la misma manera como
se describe en el Ejemplc 12 para la corrida 060403-3, excepto
gue la cepa vy tiempo de induccién fueron variados.

La produccién de amorfa-4,11-dieno en las células
huésped fue inducida al agregar 1 ml de IPTG 1 M al medio de
cultivo. En la corrida de fermentacién mostrada en la Figura 13
A, la sintesis de amorfa-4,11-dieno fue inducida a una ODggg
de aproximadamente 2, en tanto gue el {fermentador todavia

contenia g¢glucosa en exceso. En la corrida de fermentacidn

|46
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mostrada en la figura 13B, la sintesis de amorfa-4,11-dieno fue
inducida a una ODgyp de aproximadamente 33, que fue después gue
la alimentacidén de glucocsa-restringida hablia iniciado.

El amorfa-4,1l-dieno fue capturado vy extraido de
acuerdo con dos protocolos diferentes. Para la corrida de
fermentacidén mostrada en la Figura 13A, el amorfa-4,1l1-dieno
volatil presente en el gas de desprendimiento fue capturado al
ventilar el gas de desprendimiento a través de un lavador de
gas que contiene 200 ml de heptanol. El heptanol fue luego
diluido en acetato de etilo hasta que la concentracidén de
amorfa-4,11-dieno en la muestra era de entre 0.63 y 20 mg/l.
Para la corrida de fermentacidn mostrada en la Figura 13B, el
amorfa-4,11-dieno fue capturado al agregar 200 ml de un
depésito superficial organico al fermentador al tiempo de la
induccidn.

El amorfa-4,ll-dieno fue extralido del medic de

"cultivo al combinar 25 ul de caldo con 975 ul de acetonitrilo,

agitande la muestra a velocidad maxima scbre un mezclador
Fisher Vortex Genie 2™ (Scientific Industries, Inc., Bohemia,
NY) por 1lo menos 3 minutos, removiendo las células de la
muestra mediante 'centrifugacién y diluyendo la solucidén de
acetonitrilo en acetato de etilo hasta que la concentracidédn de
amocrfa-4,1li-dienc en la muestra era de entre 0.63 y 20 mg/l.
Las muestras de acetato de etilo fueron analizadas mediante

GC/MS como se describe en el Ejemplo 10. Para la corrida de

Y4
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fermentacidén mostrada en la figura 13A, la cantidad total de
amorfa-4,1ll-dieno fue derivada al combinar las cantidades
presentes en el gas de desprendimiento y en el medio de cultivo
v dividir el total por el volumen del fermentador.

La fermentacidédn mostrada en la figura 13A alcanzd una
0ODgoo méxima de 93 vy una concentracidén de amorfa-4,ll-dieno
maxima de 3.2 g/l. En contraste, la fermentacidén mostrada en la
figura 13B alcanzd una ODgyp de 245 y una concentracidn de
amorfa-4,1l-dieno maxima de 15 g/l. Una explicacidén probable
por las diferencias en el crecimiento del cultivo y niveles de
produccién de amorfa-4,1l-dieno observados en los dos cultivos
es que en la corrida de fermentacidn mostrada en la Figura 13A,
la produccidén de amorfa-4,ll-dieno fue inducida después que la
glucosa en exceso fue consumida y que la disponibilidad sin
restriccién de glucosa provocd muerte celular al permitir la
acumulacidén de niveles tdxicos de intermediarios de la ruta de
mevalonato. En la corrida de fermentacidn mostrada en la Figura
13B, la induccién ocurridé después que la administracidn de
glucosa fue restringida, lo que impididé la acumulacidén de
intermediarios de ruta, conduciendo a una densidad celular mas

alta y niveles de produccidédn de amorfa-4,11-dieno mas alto.

Ejemplo 14

Este ejemplo demuestra la produccidn de amorfa-4,11-

dieno incrementada por una cepa huésped de Escherichia coli

\4%
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cultivada bajo condicicnes de fuente de carbonoc y nitrégeno
restringidas y a temperatura subdéptima.

Un cultivo de siembra de la cepa huésped B86 fue
establecido al agregar una allicuota concentrada de la cepa a un
matraz de 250 ml que contiene 50 ml de medio MS-MOPS vy
antibidéticos como se detalla en la Tabla 1. El1 cultivo fue
cultivade durante toda la noche a 37° C sobre un agitador
giratoric a 250 rpm, sub-cultivado la siguiente mafiana al mismo
medio a una ODgypy de aproximadamente 1 y cultivado otra vez a
37° C y 250 rpm a una ODgypy de 3 a 5.

Cuatro bioreactores de 2 litros (Biocontroller ADI
1010 con bioconsola ADI 1025, Applikon Biotechnology, Foster
City, CA) fueron montados y puestos en operacién de la misma
manera como se describe en el Ejemplo 12 para la corrida
060403-3, excepto que las corridas restringidas de nitrdégeno no
contenian sulfato de amonio en la alimentacidn

Una alimentacidén de glucosa exponencial con un tiempo
de duplicacién de 6 horas fue iniclado automaticamente cuando
el bolo de glucosa inicial (15 g) fue expulsado y el oxigeno
disuelto proyectado. Hasta un maximo de 30.4 g/h la velocidad
de alimentacidén fue calculada de acuerdo con la siguiente

ecuacidn:
m, (1) = Sope ™
4 =0.12min"’
S, =15g

A4
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en donde u es la velocidad de crecimiento especifica
y to es el tiempo al cual el bolo de glucosa inicial fue
agotado. Después de llegar a la velocidad maxima, la
alimentacidén de glucosa fue reducida a una velocidad de
11.4 g/h y mantenida constante a esta velocidad por el resto de
la corrida. En las corridas de fermentacidon 060710-4, 060724-5
y 060619-5 (carbono-y nitrégeno-restringidas), la alimentacidn
de glucosa fue reducida adicionalmente cuando la restriccidn de
amoniaco condujo a acumulacidn de glucosa en el medio.

La fermentacidén se 1llevd a cabo a temperaturas
reducidas de 30°C. EI flujo de aire en el bioreactor fue
ajustado a 1 vvm; la agitacién inicial fue a 700 rpm; la espuma
fue controlada con antiespumante B {Sigma-Aldich, St. Louis,
MO); vy la tensién de oxigeno disuelto fue controlada a 40%
utilizando una <cascada de agitacidn (700-1,200 rpm) y
enriquecimiento de oxigeno. En la corrida de fermentacidn
060327-3 {(carbono-restringida), el pH fue mantenido a 7
utilizando NH4OH al 20%; en las corridas de fermentacidn
060724-4, 060724-5 Yy 060619-5 {carbono- V% nitrdégeno-
restringidas), el pH fue mantenido a 7 inicialmente usando
NH,0H, al 20% vy agitando a 72 horas al usar una mezcla 50/50 de
NaQH 2.5 N y NH4 H 10 N para restringir adicionalmente la

cantidad de amoniaco gue avanza al fermentador.
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La produccién de amorfa-4,1ll-dieno en las células
huésped fue inducida a una ODgyp de aproximadamente 30 ?l
agregar 1 ml de IPTG 1 M al medio de cultivo.

El amorfa-4,1ll-dieno fue capturado mediante depdsito
superficial del medic con 10% (v/v) de un depdsito superficil
organico. Luego el amorfa-4,11-dienc fue extraido al combinar
25 ul de caldo con 975 ul de metancl, agitando la muestra a
velocidad maxima sobre un mezclader Fisher Vortex Genie 2™
(Scientific Industries, Inc., Bohemia, N. Y.) por al menos 15
minutos, removiendo las células de la muestra mediante
centrifugacidén y agregando 10 ul de la sclucidn de metanol a
990 ul de acetato de etilo gue contiene 10 ul/L de trans-
cariofileno.

Las muestras fueron analizadas mediante GC/MS como se
describe en el Ejemplo 10.

Las figuras 14A-FE muestran datos de la corrida de
fermentacién 060327-3 (carbono-restringida). La fermentacidn
produjo una concentracién maxima de amorfa-4,1ll-dieno de 16 g/l
(Figura 14A). La productividad volumétrica maxima de la cepa
huésped fue de més de 200 mg/l/hora (Figura 14B). La
productividad especifica maxima de la cepa huésped fue de >2
mg/1l/h/0Dgoo (Figura 14C). La concentracién de amoniaco en el
medio de cultivo fue de aproximadamente 30 mM al inicio de la
corrida de fermentacidén, se elevd a aproximadamente 76 mM

después de la adicidn de la solucidén de alimentaciédn durante la
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fase de <crecimiento exponencial y permanecid por encima de
60 mM por el resto de la corrida (Figura 14D). La ODgo maxima
llegd a aproximadamente 290 (Figura 14D) correspondiente a 116
g DCW/L. La concentracidén de gluccsa en el medio de cultivo
cay6 de 15 g/l a menos de 1 g/l en menos de 20 horas vy
permanecid baja (Figura 14E). Los niveles de acetatc fueron
bajos en toda la fermentacidédn (Figura 14E).

Las Figuras 15A-E muestran datos de corridas de
fermentacidn 060710-4, 060724-5 y 060619-5 {(carbono- Y
nitrdégeno- restringidas). Las fermentaciones produjeron una
concentracidn maxima de amorfa-4,1l-dieno de aproximadamente
20 g/1 a 30 g/l (Figura 15A). La productividad volumétrica
maxima de la cepa huésped fue de mas de 400 mg/l/h en todas las
3 corridas de fermentacidn {Figura 15B), que es
significativamente mé&s alta gque la productividad volumétrica
maxima obtenida en la fermentaciédn sin restriccién de nitrdégeno
{(Figura 14B). La productividad maxima especifica de la cepa
huésped fue de d>2 mg/1/h/ODgo para todas las corridas vy
seguia siendo alta en todas las corridas (Figura 15C). La
concentracién de amoniaco en el medio de cultive fue de
aproximadamente 35 mM a 50 mM al inicic de las corridas de
fermentacidén, cayd después de la adicidén de la solucidn de la
alimentacién durante el crecimiento exponencial y sigo siendo
baja a menos de 10 mM por el resto de la corrida (Figura 15D).

(Los niveles de amoniaco disminuidos se compararon con la

1SZ
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corrida de fermentacidén 060327-3 (Figura 14D} son debidos a la
carencia de amoniaco en la solucién de la alimentacidn vy
amoniaco reducido en la base usada para mantener el pH. Las
corridas de fermentacidén 060710-4 vy 060619-5 mostraron una
proyeccidén en concentracién de amoniaco al final de las
corridas pero las proyecciones ocurrieron @espués del global de
la produccidén de amorfa-4,1l-dieno. La ODgype alcanzada fue de
170 a 220 (Figura 15D), correspondiente a 68 g a 88 g DCW/l. La
concentracién de glucosa en el medio de cultivo cayd de 15 g/1
a menos de 1 g/l en menos de 20 horas y siguid siendo baja
(Figura 15E). Los niveles de acetato fueron bajos en todas las

corridas de fermentacién (Figura 15E).

Ejemglo 15

Este ejemplo describe la produccidédn de amorfa-4,11-
dieno via la ruta de DXP en una cepa huésped de Escherichia
coli.

Cultivos de siembra de la cepas huésped B003, B6l7,
B618, fueron establecidos al agregar una alicuota concentrada
de cada cepa a matraces de 125 ml separadcos que contienen 25 ml
de M9-MOPS y antibidticos como se detallan en la Tabla 1 y al
cultivar los cultivos durante toda la noche.

Los cultivos de siembra fueron usados para inocular a
una ODggg inicial de aproximadamente 0.05, matraces de 250 ml

separados que contienen 40 ml de medio M9-MOPS, 45 ug/ml de



20

25

148

tiamina, micronutrientes, 1.00 x 107° mol/litro de FeS04, 0
MOPS 1 M, extracto de levadura al 0.5%, 20 g/l de D-glucosa y
antibiéticos. Los cultivos fueron incubados a 30° C en un
agitador de incubacién humidificade a 250 rpm hasta que

alcanzaron una Dgy de 0.2 a 0.3, punto en el cual la producciédn

de amorfa-4,1i-dieno en las células huésped fue inducida al-

agregar 40 ul de IPTG 1 M al medioc de cultivo.

Al tiempo de induccién, los cultivos fueron
recubiertos con 8 ml de un depdésito superficial orgdnico para
capturar el amorfa-4,ll-dieno. Se tomaron muestras en variocs
puntos en el tiempo y el amorfa-4,1l-dieno fue extraido vy
analizado mediante GC/MS como se describe en el Ejemplo 10. Se
llevaron a cabo experimentos utilizando dos clones
independientes de cada cepa huésped y los resultados fueron
promediados. Se encontrd que la desviacidn entre las muéstras
era menor de 10%.

Como se muestra en la Figura 16, la cepa huésped de
Escherichia coli B619, gue comprende secuencias de nucledtidos
que codifican enzimas de la ruta de DXP plenamente disefiada,

produjo aproximadamente 45 mg/g de DCW amorfa-4,1ll-dieno.

Ejemplo 16

Este ejemplo describe la produccién de 3-metil-but-3-
en-1-0l y 3-metil-but-2-en-1-0l en cepas huésped de Escherichia

coli

|SA
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Cultivos de siembra de cepas huésped B286, B287, B288
y B291 fueron establecidos mediante rallado de una alicuota
concentrada de <cada cepa sobre agar de LB que contiene
antibidticos como se detallan en la Tabla 1. ATres colonias
independientes fueron proyectadas para cada cepa y cada colonia
fue inoculada a 7 ml de LB que contiene antibidbéticos. Los
cultivos fueron cultivados durante toda la noche a 37° C sobre
un agitador giratorio a 250 rpm hasta tarde en la fase
exponencial. Luego los cultivos fueron inoculados a una ODggo de
aproximadamente 0.05 a un matraz de 250 ml gue contiene 40 ml
de M9-MOPS, glucosa al 2%, extracto de levadura al 0.5% vy
antibidéticos. Los cultivos fueron cultivados durante toda la
noche a 37° C sobre un agitador giratorio a 250 rpm hasta que
llegarcn a una O0ODgoo de aproximadamente 0.2, punto en el cual
fueron inducidos al agregar 40 ul de IPTG 1 M. Los cultivos
fueron cultivados durante 72 horas a 30° C sobre un agitador
giratorio a 250 rpm. De una a dos veces al dia, la ODgyp de cada
cultivo fue medide y una muestra de 700 ul fue rempvida. Para
extraer el 3-metil-but-3-en-l-ol y 3-metil-but-2-en-1-o0l del
caldo de cultivo, se agregaron 600 ul de acetato de etilo a 300
ul de cada muestra removida. Luego la muestra fue sometida a
vértice durante 15 minutos y 400 ul de la fase de acetato de
etilo superior fueron transferideos a un matraz de vidrio limpio

para su analisis.
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Las muestras fueron analizadas sobre un cromatédgrafo
de gases/espectrémetro de masas (GC/MS) Hewlett-Packard 6890.
Una muestra de 1 ul fue separada sobre el GC utilizando una
columna de DB-5 (Agilent Technologies, Inc , Palo Alto, CA) vy
gas portador de helio. El1 programa de temperatura para el
analisis fue como sigue: 60° C durante 3 minutos, incrementando
la temperatura a 60° C/min a una temperatura de 300° C vy
mantenida a 300° C durante dos minutos. El tiempo de corrida
total fue de 9 minutos. Las muestras resueltas fueron
analizadas mediante un detector selectivo de masas Hewlett-
Packard modelo 5973. Los espectros de masa previos demostraron
que 3-metil-3-buten-1-o0l ' 3-metil-2-buten-1-0l tienen un
tiempo de retencidén de 2.067 minutos utilizando este protocolo
de GC. Para enfcocar la deteccidén sobre 3-metil-but-3-en-1-o0l vy
3-metil-but-2-en-1-0l, un método de monitoreo ion selectivo fue
empleado que monitorea solamente iones 56 y 68 en 3-metil-but-

3-en-1-0l y 3-metil-but-2-en-1-ol.

Ejemplo 17

Este ejemplo describe la produccién de amcorfa-4,11-
dieno mediante una cepa huésped de Saccharomyces cerevisiae.

La generacidén de la cepa huésped EPY224 es descrita
en Ro et al (Nature 440 940-943, 2006) y en la publicacidén de
patente PCT WO02007/005604. La cepa huésped EPY224 fue curada

del plésmido de expresidéon pRS425ADS mediante cultivo en medio

IS56
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YPD (Methods in Yeast Genetics: A Cold Spring Harbor Laboratory
Course Manual, 2005 ed , ISBN 0-87965-728-8), deposicidn para
colonias individuales sobre agar de YPD vy luego parche de
colonias individuales sobre agar de CSM-Met y agar de (CSM-Met
Leu. Los clones que crecieron sobre el agar CSM-Met His pero nc
sobre el agar CSM- Met Leu fueron curadeos (esto es, habian
perdidec el pléasmido pRS425ADS). Uno de tales clones lfﬁe
designado como EPY300. EPY300 fue transformado con el plasmido
de expresidédn pRS425-ADS-LEUZd un plésmido idénticc a pRS425-ADS
excepto que en lugar de LEUZ contiene un marcador de seleccidn
de LEUZ2d (Erhart and Hollenberg (1983) J Bactencl 156 625-635)
produciendo la cepa huésped Y185.

Transformantes de célula- huésped de Y185 fueron
seleccionados sobre medios definidos sintéticos que contienen
glucosa al 2% vy .todos los aminoacidos excepto histidina,
leucina y metionina (CSM-glucose, MP Biomedicals, Solon, OH).
La cepa huésped EPY300 es auxotrdfica para la biosintesis de
leucina (leu2), pero el pléismido de expresidédn en Y185 restaura
la prototrofia de leucina (LEU2)}. Colonias individuales fueron
parchadas sobre medios selectivos (CSM-glucosa~histidina,
leucina, metionina) y cultivados por dos dias. Las células
fueron raspadas de la placa y transferidas a 1 ml de glicerol
al 25% (v/v) en un cri-otubo. La suspensidén fue mezclada vy

luego almacenada a -80° C.
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Matraces de siembra de la cepa huésped Y185 fueron
establecidos al agregar una alicuota concentrada de la cepa a
un matraz de 125 ml que contiene 25 ml de CSM-glucosa que
carece de leucina vy metlionina y al cultivar los cultivos
durante toda la noche. Los cultivos fueron usados para inocular
a una ODgyp de apreoximadamente 0.025 un matraz con deflectores
de 250 ml gque contiene 40 ml de medio definido sintético que
carece de leucina y contiene glucosa al 0.2%, galactosa al 1.8%
y metionina 1 mM. ELl cultivo fue mantenideo a 30° C sobre un
agitador giratorio a 200 rpm. Debido a gue la presencia de
glucoéa en el medio impide la induccidén del promotor de GALL
mediante galactosa, la produccidén de amorfa-4,1ll-dieno no fue
inducida hasta gque las células habian usado la glucosa en el
medic vy habian cambiado a usar galactosa como su fuente de
carbono principal. Al tiempo de inoculacién, los cultivos
fueron recubiertos con 8 ml de un depdsito superficial orgénico
para capturar el amorfa-4,1l-dieno. Las muestras fueron tomadas
a 72 horas al transferir 5 ul de la capa de solvente organico a
un frasco de vidrio limpio gque contiene 500 ul de acetato de
etilo que contiene una concentracidédn conocida de beta- o trans-
cariofileno como un estandar interno.

Las muestras del depdsito superficial/acetato de
etilo fueron analizadas en un cromatodgrafo de
gases/espectrémetro de masas (GS/MS) Hewlett-Packard 6890 como

se describe en el Ejemplo 10.

\S2
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Después de 72 horas de cultive, se encontré gue 3
cultivos de levadura producen 60.68, 54.48 y 59.25 mg/l de

amorfa-4,1l1-dieno.

Ejemplo 18

Este ejemplo describe 1la produccién de amorfa-4,11-
dieno en una cepa huésped de Saccharomyces cerevisiae en donde
el huésped cepa incluye una ruta de mevalonato nativa también
como la ruta de mevalonato heterdloga que estd bajo control de
un control reqgulatorio heterdlogo.

Las cepas huésped CEN.PK2-1C (Y002) (MATA; ura3-52;
trpl-289; leuZ2-3,112; his3Al, MALZ2-8C, SUCZ2) vy CEN.PK2-1D
(Y003) (MATalpha; ura3-52; trpl-289; leu2-3,112; his3Al; MAL2-
8C; SUCZ2) (J. P. wvan Dijken et al, Enzyme Microb Technol 26,
706 (1 de junio de 2000) fueron cultivadas ya sea en medio rico
estandar (YPD) o en medio sintético definido (. D. Rose, F.
Winston, P. Heiter, Methods in yeast genertics: a laboratory
course manual. (Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, N. Y., 1990) que carece de nutrientes apropiados
que permite la seleccién de transformantes integrativos,
retencién de plésmidc y progenie meidtica.

Las transformaciones ADN-moderadas a S cerevisiae se
llevaron a cabo utilizando el procedimiento de acetatc de litio
como se describe por R. H. Schiestl, R D. Gietz, Curr Genet 16,

339 (Diciembre 1989). Todas las disrupciones genéticas vy

159



20

25

154

reemplazos fueron confirmados mediante analisis fenotipico,
reaccidén en cadena de polimerasa de colonia (“PCR") \%
secuenciacién de ADN gendmico amplificado. Los pléasmidos
PAM489-pAM4 98 fueron construidos utilizande el pCR 2.1
(Invitrogen, Carlsbad CA) y son descritos esquemdticamente por
la Figura 7A-C y Tabla 6. Las secuencias de marcador de HISMX
son descritas en M. S. Longtine et al, Yeast 14, 253 (julio de
1998). La propagacidén de ADN de plasmido fue efectuada en cepa

DH5« de Escherichia coli.

Tabla 6
Cepa 5’HR Gen #1 Promotor de [Promotor de |Gen #2 Marcador 3’HR
Crack Watson genético
pAMA489 TRPI tHMGR GALI GALI10 ERG20 TRP1 TRPI
pAMA490 TRP] tHMGR CUPI CUPI ERG20 TRPI TRPI
pAM491 URA3 tHMGR GALI GALIl10 ERGI13 URA3 URA3
pAMA492 URA3 DI CUPI CuUPl tHMGR URA3 URA3
pAM493 ADEI1 tHMGR GALI1 GALI10 1D ADEI URA3
pAMA494 ADEI tHMGR CUPI CUP! IDII ADE1 ADEl
pAMA495 HIS3 ERGI2 GALI GALIO ERGI0 HlSMX. HIS3
pAMA496 HIS3 ERG12 CUPI CUPI ERGIO HISMX HIS3
pAMA497 LEU2 ERG19 GALI1 GALI ERGS8 HISMX LEU2
pAMA498 LEU2 ERGI19 CUPI CUPI ERGS HISMX LEU2

Las <cepas de S. cerevisiae Y002 e Y003 fueron
preparadas para introduccidén de genes de ruta de mevalonato

inducibles mediante 1lo siguiente. El promotor de ERGY9 fue
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reemplazado con el promotor de MET3 de S. cerevisiae mediante
amplificacidén de PCR de la regidédn de KanMX-PMET3 de pAM328 (SEQ
ID NC: 43) utilizando los cebadores 50-56-pwi100-G (SEQ ID NO:
44) vy 50-56-pwl01-G (SEQ ID NO: 45) que contienen 25 pares de
bases de homologia al promotor de FERGY natural. 10 ug del
producto de PCR resultante fueron transformados a cepas de Y002
e Y003 que crecen exponencialmente utilizando 40% peso/peso de
polieﬁilenglicol 3350 (Sigma-Aldrich St. Louis, MO), acetato de
litio 100 mM (Sigma), ADN de esperma de salmén 10 ug
{(Invitrogen) e incubacién a 30°C durante 30 minutos seguido por
choque térmico a 42°C durante 30 minutos (como se describe por
by Schiestl & Gietz, Curr. Genet. 16: 339 (1989)). Los
recombinantes positivos fueron identificados por su habilidad
para crecer sobre medio rico que contiene 0.5 ug/ml de
Geneticina (Invitrogen Co, Carlsbad, CA) y confirmado mediante
PCR de diagnéstico. Se dio a 1los clones resultantes la
designacién Y93 (MAT A} e Y94 (MAT alfa). Enseguida, el cuadro
de lectura abierta ADEl fue reemplazado con del gen LEUZ2 de
Candida glabrata (CgLEUZ2). El sitio gendmico de CgLEU2 de 3.5KB
fue amplificado de ADN gendmico de C. glabrata (ATCC, Manassas,
VA) utilizando los cebadores 61-67-CPK066-G (SEQ ID NO: 46) vy
61-67-CPKO67-G (SEQ ID NO: 47) que contiene 50 pares de bases
de homologia de flangqueoc al cuadro de lectura abierta de ADEI
(ORF) . 10 ug del producto de PCR resultante fueron

transformados a Y33 e Y94 que crecen exponencialmente como se
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describe anteriormente. Las cepas adel- fueron seleccionadas
para cultivo en ausencia de complementacidédn de leucina vy
confirmadas mediante PCR de diagndstico. Se dio a los clones
resultantes la designacidn Y176 (MAT A) e Y177 (MAT alfa).

Para generar la cepa Y188 de 5. cerevisiae, 2 ug de
ADN de pléasmido de pAM491 (SEQ ID NO: 48) y pAM495 (SEQ ID NO:
49), respectivamente, fueron sometidos a digestidén durante toda
la noche c¢con Pmel (New England Biolabs, Beverly, MA) e

intreducide a Y176 que crece exponencialmente como se describe

anteriormente. Los recombinantes positivos fueron seleccionados
para cultivo scobre medio que carece de uracilo e histidina. La
integracidén al sitio gendmico ceorrecto fue confirmada mediante
PCR de diagnéstico.

Para generar la cepa Y189 de S. cerevisiae, 2 ng de
ADN de pléasmido de pAM48S (SEQ ID NO: 50) y pAM497 (SEQ ID NO:
51), respectivamente, fueron sometidos a digestidén durante toda
la noche con Pmel e introducidos a Y177 gue crece
exponencialmente como se describe anteriormente. Los
recombinantes positivos fueron seleccionados mediante cultivo
sobre medio gque <carece de triptdéfance e histidina. La
integracién al sitio gendmico correcto fue confirmada mediante
PCR de diagnéstico.

Aproximadamente 1 X 107 células de Y188 e Y189 fueron
mezcladas sobre una placa de medio de YPD durante 6 horas a

temperatura ambiente para permitir el acoplamiento. ILuego el
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cultivo celular mezclado fue depositado a un medio que carece
de histidina, uracilo y triptéfano para seleccionar para el
cultivo células dipoloides. 2 ug de ADN de plasmido de pAM493
(SEQ ID NO: 52) fueron sometidos a digestidn durante toda 1la
noche con Pmel e intrcducidos a células diploides que crecen
exponencialmente COomo se describe anteriormente. Los
recombinantes positivos fueron seleccionados para cultivo sobre
medic que carece de adenina. la integracién al sitio gendmico
correcto fue confirmada mediante PCR de diagnéstico. Se dio a
la cepa resultante la designacidén YZ238.

Para generar cepas haploldes que contienen el pleno
complemento de genes introducidos, Y238 fue esporulado en
acetato de potasio al 2% y medic ligquido de rafinosa al 0.02%.
Aproximadamente 200 tetrads genéticos (tetrads son productos
meidticos de cuatro esporas) fueron aislados utilizando un
manipulador de Singer Instruments MSM300 serie {Singer
Instrument Co, LTD. Somerset, UK) . Aislados genéticos
independientes que contienen el complemento apropiado de
material genético introducido fueron identificadcs por su
habilidad para <crecer en ausencia de adenina, histidina,
uracile vy triptéfano. La integracién de todos los ADN
intreducidos fue confirmada mediante PCR de diagndstico. Se dio
a las cepas resultantes la designacién Y210 (MAT A) e Y211 (MAT

alfa).
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2 ng de ADN de plasmido de pAM426 (SEQ ID NO: 53),
que contiene amofadeina sintasa (ADS) optimizada de codén de S.
cerevisiae expresado del promotor GALl de S. cerevisiae, fue
introducido a Y210 e Y211 que crecen exponencialmente como se
describe anteriormente. Las cepas de S. cerevisiae que
contenian el plésmido pAM426 fueron seleccionadas en cuandc a
su habilidad para hacer en la ausencia de complementacidén de
leucina. Se dio a las cepas resultantes la designacidén Y225
(MAT A) y Y227 (MAT alfa).

2 pg del ADN de plasmido de pAM322 (SEQ ID NO: 54),
gue contiene la amorfadeina sintasa (ADS) optimizada por coddn
de S. cerevisiae y citocromo P450 monooxigenasa (AMO) expresada
del GALl de S. cerevisiae y la citocromo P450 ox;doreductasa
(CPR) expresada del promotor de GALl1l0 de §. cerevisiae, fue
introducida a Y210 e Y21l que crecen exponencialmente como se
describe anteriormente. Las cepas de 5. cerevisiae que
contenian el plasmido pAM322 fueron seleccionadas en cuanto a
su habilidad para hacer crecer en la ausencia de
complementacién de leucina. Se dic a las cepas resultantes la

designacién Y222 (MAT A) y Y224 (MAT alfa).

Ejemplo 19

Este ejemplo describe la produccidédn de o-farneseno o

f-farneseno en cepas huésped de Escherichia coli.
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Cultivos de siembra de cepas huésped B552 y B592
fueron establecidés al agregar una alicuota concentrada de cada
cepa a un matraz de 125 ml que contiene 25 ml M9-MOPS, glucosa
al 0.8%, extracto de levadura 0.5% y antibidticos como se
detalla en la Tabla 1 y al cultivar los cultivos durante toda
la noche.

Los cultivos de siembra fueron usados para inocular a
una ODggo 1inicial de aproximadamente 0.05, matraces de 250 ml
gque contienen 40 ml de M9-MOPS, glucosa al 2%, extracto de
levadura al 0.5% y antibiéticos. Los cultives fueron incubados
a 30°C sobre un agitador giratoric a 250 rpm hasta que
alcanzaron una ODgy de aproximadamente 0.2, punto en el cual la
produccién de «-farneseno o PB-farneseno en las células huésped
fue inducida al agregar 40 ul de IPTG 1 M. Al tiempo de la
induccidén, los cultivos fueron sobretendidos con 8 ml de un
sobretendido orgdnico para capturar el a-farneseno. Se tomaron
muestras cada 24 horas hasta 120 horas (total de 5 puntos en el
tiempo) al transferir 2-ul a 10 ul de la capa de sobretendido
organica a un frasco de vidrio limpio que contiene 1 ml de
acetato de etilo proyectado con trans-cariofileno como estandar
interno. Ademés, alicuotas de 1 ml de 1los cultivos fueron
centrifugados, las pelotillas celulares fueron resuspendidas en
250 ul de agua estéril y las suspensiones celulares fueron
transferidas a un frasco de vidrio que contiene 1 ml de acetato

de etilo proyectado con trans-cariofilenoc como estandar
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internc. Ademéas, alicuotas de 0.5 ml de caldo de cultivo entero
fueron agregadas a frascos de wvidrio que contienen 1 ml de
acetato de etilo proyectado con trans-cariofileno como estandar
internc. Las muestras de caldo de cultivo enteras fueron
extraidas en acetato de etilo al someter a voértice los frascos
de vidrio durante 10 minutos, después de lo cual 600 ul de 1la
extraccioéon de acetato de etilo fue transferida a un frasco de
vidrio limpio.

Las muestras del depodsito superficial
organico/acetato de etilo y las muestras de caldo de cultivo
entero extraidas con acetato de etilo fueron analizadas sobre
un cromatégrafo de géses Agilent 6890N equipado con un
espectrémetro de masas Agilent 5975 (GC/MS) en un modo de pleno
barrido (50-500 m/x). Para hacer expeditos los tiempos de
corrida, el programa de temperatura y matriz de columna fueron
modificades para obtener una resolucidn de proyeccidn oOptima vy
el tiempo de corrida global mas corto. Una muestra de 1 ul fue
separada utilizando una columna de HP-5MS {Agilent
Technologies, Inc., Palo Alto, CA) y gas portador de helio. E1
programa de temperatura para el andlisis fue como sigue: 150°C
mantenide durante 3 minutos, incrementando la temperatura a
25°C/minuto a una temperatura de 200°C, incrementando la
temperatura a 60°C/minuto a wuna temperatura de 300°C vy

manteniendo a 300°C por 1 minuto. Los espectros de masas

previos demostraron que el producto de [-farneseno sintasa era
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B-farneseno, y que el PB-farneseno tenia un tiempo de retencidn
de 4.33 minutos utilizando este protocolo de GC. Los titulos de
farneseno fueron calculados al comparar las - dreas pico

generadas contra una curva de calibracién cuantitativa de B-

farneseno purificado (Sigma-Aldrich Chemical Company, St.
Louis, MO) en acetato de etilo proyectado con trans-
cariofileno.

La cepa huésped B592 produjo aproximadamente 400 mg/l
de o«o-farneseno a 120  Thoras (promediadas en 3 clones
independientes) y tuvo una productividad especifica maxima de
aproximadamente 46 mg/1/0Dgy) - La cepa huésped B552 produjo
aproximadamente 1.1 g/L de B-farneseno a 120 horas (promediada
en 3 clones independientes) y tuvo una productividad especifica

maxima de aproximadamente 96 mg/l/0ODgq (1 clon representativo).

Ejemplo 20

Este ejemplo describe la produccién de [-farneseno
via la ruta DXP en una huésped cepa de Escherichia coli.

Cultivos de siembra de cepas huésped B650, B651, B652
y B653 fueron establecidos al agregar una alicuota concentrada
de cada ‘cepa a matraces de 125 ﬁl separados que contienen 25 ml
de M9-MOPS y antibidticos como se detalla en la Tabla 1 y al
cultivar los cultivos durante toda la noche.

Los cultivos de siembra fueron usados para inocular a

una ODgop inicial de aproximadamente 0.05 matraces de 250 ml
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separados que contienen 40 ml de medio minimo de M9-MOPS, 45
ug/ml de tiamina, micronutrientes, FeS0O4 1.00 x 107> moles/L,
MOPS 0.1 M, extracto de levadura al 0.5%, 20 g/L de D-glucosa y

antibiéticos. Los cultivos fueron incubados a 30°C en un

agitador de incubacidén humidificado a 250 rpm hasta que,

alcanzaron wuna ODgo de 0.2 a 0.3, punto en el <cual 1la
produccién de B-farneseno en las células huésped fue inducida
al agregar 40 ul de IPTG 1 M al el ‘-medio de cultivoc. Al tiempo
de la induccién, los cultivos fueron recubiertos con 8 ml de un
depbsito superficial organico para capturar el PB-farneseno. Se
tomaron muestras en varios puntos en el tiempo al transferir
muestras de 100 ul de la capa recublerta orgdnica superior a un
tubo limpio. E1 tubo fue centrifugado para separar cualesquier
células o medio restantes y 10 ul de las muestras de
sobretendido organico fueron transferidas a 500 ul de acetato
de etilo proyectado con beta- o trans-cariofileno como estandar
interno en frascos de GC de vidrio limpio. Las mezclas fueron
sometidas a vértice durante 30 segundos y luego analizadas como
se describe en el Ejemplo 18. La cepa huésped de Escherichia

coli B653 produjo aproximadamente 7 mg/g de DCW B-farneseno.

Ejemplo 21

Este ejemplo describe la produccidén de o-farneseno ©

B-farneseno en una cepa huésped de Saccharomyces cerevisiae.

A
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La cepa EPY300 fue generada al remover el plésmidp de
expresién de la cepa de Saccharomyces cerevisiae EPY224 (Ro et
al [(2006) Nature 440 940-943, publicacién de patente PCT WO
2007/005604) al cultivar en un medio rico. Luego la cepa EPY300
fue transformada con los plasmidos de expresién pRS425-FSA o
pPR425-FSB, produciendo las cepas huésped Y166 e Y164,
respectivamente.

Transformantes de célula huésped fueron seleccionados
en medios definidos sintéticos, que contienen glucosa al 2% vy
todos los aminoadcidos excepto leucina (SM~glu). La cepa huésped
EPY300 fue auxotrdpica ﬁara la biosintesis de leucina (leu?2),
perc el plasmido de expresidén pRS425-FSA o pRS425-FSB restaura
la prototrofia de leucina (LEU2Z2). Colonias individuales fueron
transferidas a frascos de cultive que contienen 5 ml de SM-glu
liquide que carece de leucina. Los cultivos fueron incubados
mediante agitacién a 30°C hasta que el crecimiento llega a la
fase estacionaria. Las células fueron almacenadas a -80°C en
crio-frascos en 1 ml de alicuotas congeladas compuesta de 400
pL de glicerol al 50% y 600 uL de cultivo liqguido.

Cultivos de siembra fuercon establecidos al agregar
una alicuota concentrada a un matraz de 125 ml gque contiene 25
ml de SM-glu que carece de leucina y cultivo durante toda la
noche. Los cultivos de siembra fueron usados para inocular a
una ODgge inicial de  aproximadamente (0.05 matraces ' con

deflectores de 250 ml que contienen 40 ml de medio definido
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sintético que carece de leucina, glucosa al 0.2% y galactosa al
1.8%. Los cultivos fueron incubados a 30°C sobre un agitador
giratorioc a 200 rpm. Debidc a gue la presencia de glucosa en el
media impide la induccién del promotor de Gall mediante
galactosa, la produccidn de farneseno no fue inducida hasta que
las células usaron la glucosa en el medié y cambiaron a usar
galactosa como su fuente de carbono principal. Los cultivos son
recubiertos con 8 ml de oleato de metilo o miristateo de
isopropilo. Las muestras fueron tomadas una vez mé&s cada
24 horas al transferir 2-10 ul de la capa de sclvente organico
a un frasco de vidrio limpio que contiene 500 ul de acetato de
etilo que contiene una concentracidén conocida de beta—‘o trans-
cariofilenc como estandar interno. Ademds, alicuotas de 0.5 ml
del calde de cultivo entero fueron agregadas a frascos de
vidrio que contienen 1 ml de acetato de etilo proyectado con
trans-cariocfileno como estandar interno. Las muestras de caldo
de cultivo entero fueron extraidas en el acetato de etilo al
someter a vértice los frascos de vidric durante 10 minutos,
después de 1o cual 600 ul de la extraccién de acetato de etilo
fue transferida a un frasco de vidrio limpio.

La cepa huésped Y166 produjo aproximadamente 9.8 mg/l
de o-farneseno a 120  horas (promediada en 3 clones
independientes) vy tuve una productividad especifica maxima de
aproximadamente 3 mg/1/0ODgoo (1 clon representativo). La cepa

huésped Y164 produjo aproximadamente 56 mg/l de B-farneseno a

PO
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120 horas (promediado en 3 clones independientes) y tuvo una
productividad especifica maxima de aproximadamente 20 mg/l/ODggo

(1L clon representativo).

Ejemplo 22

Este ejemplo describe la produccidén de y-terpineno,
o-pineno y terpinoleno en cepas huésped de Escherichia coli.
Cultivos de siembra para cepas huésped para

produccién de y-terpinenco (E. coli DH1-Tlr [pMevT, pMevB-Gpps,

pPAM445)), o-pineno (E. coli DH1-Tlr [pMevT, pMevB-Gpps, pAM443

6 pAM442]) o terpinoleno (E. coli DH1-Tlr [pMevT, pMevB-Gpps,

pAM444] fueron establecidos al agregar una alicuota concentrada
de cada cepa a matraces de 125 ml separados que contienen 25 ml
de MS9-MOPS, glucosa al 2%, extracto de levadura al 0.5% vy
antibidticos como se detalla en 1la Tabla 1 y al cultivar los
cultivos durante toda la noche a la fase exponencial tardia.
Los cultivos de siembra fueron usados para inocular a
una ODgyy 1inicial de aproximadamente 0.05, matraces de 250 ml
que contienen 40 ml de M9-MOPS, glucosa al 2%, extracto de
levadura al 0.5% y antibidticos. Al tiempo de inoculacién, los
cultivos fueron también sobretendidos con 4 ml de hexadecano.
Los cultivos fueron incubados a 30|C sobre un agitador
giratorio a 200-250 rpm hasta que alcanzaron una ODgy de
aproximadamente 0.2, puntc en el cual la produccidén del

compuesto de interés en las células huésped fue inducida al
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agregar 40 ul de IPTG 1 M. Las muestras fueron tomadas una vez
por dia durante 96 horas al transferir 200 ul de la capa de
hexadecano a un tubo de microfuga de 0.6 ml. Para el analisis,
el sobretendido de hexadecano fue diluido 1:1 &6 1:10 con
acetato de etilo proyectado con trans-caricofileno como estandar
interno en un frasco GC de 1.8 ml. Ademds, alicuotas de 1 ml
del <cultivo fueron centrifugadas, 1las pelotillas celulares
fueron resuspendidas en 250 ul de agua estéril vy 1las
suspensiones celulares fueron transferidas a un frasco de

vidrio que contiene 1 ml de acetato de etilc proyectado con

trans—-cariofileno COmo estandar interno. Las pelotillas

celulares fueron extraidas en el acetato de etilo al someter a

- vbértice los frascos de vidrio durante 15 minutos, después de lo

cualquier 500 ul de la extraccidn de acetato de etilo fueron
transferidos a un frasco de vidrio limpio.

Las muestras de hexadecano/acetato de etilo y 1las
muestras de pelotillas celulares extraidas con acetato de etilo
fueron analizadas en un cromatégrafo de gases Agilent 6890N
equipado con un espectrémetro de masas (GC/MS) Agilent 5975 en
mode de barrido pleno {50 - 500 m/z). Para hacer expeditos los
tiempos de corrida, el programa de temperatura y la matriz de
columna fue modificado para obtener optima resolucidn de pico y
el tiempoc de corrida global mAs corto. Una muestra de 1 pl fue
dividida (una proporcién entre 1:2 y 1:50 fue seleccionada en

base a la concentracién de la muestra) y luego separada usando
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una columna de HP-5MS (Agilent Technologies, Inc., Palo Alto,
CA) y gas portador de helio. El programa de temperatura para el
analisis fue como sigue: retencién a 75°C por 5 minutos,
incremento de temperatura a 20°C/minuto a una temperatura de
115°cC, incremento de  temperatura a 60°C/minuto a ~ una
temperatura de 300°C y retencién a 300°C durante 0.5 minutos.
Los varios productos, #y-terpineno, o-pineno vy terpinoleno
fueron observados a 5.4, 4.1, 5.4 ¥ 5.9 minutos
respectivamente. Los titulos fueron calculados al comparar las
areas de pico generadas <contra una curva de calibracién
cuantitativa de estandares purificados en acetato de etilo

proyectado con trans-cariofileno.

Ejemglo 23

Este ejemplo describe la produccién de 1linalool,
limoneno, p-pineno, Pp-felandreno, careno o sabinina en cepas
huésped de Escherichia coli.

Los cultivos de siembra son establecidos al agregar
una alicuocta concentrada de cada sepa a matraces de 125 ml
separados que contienen 25 ml de M9-MOPS, extracto de levadura
al 0.5%, glucosa al 2% y antibidéticos como se detalla en la
tabla 1 y al cultivar los cultivos durante toda la noche.

Los cultivos de siembra son usados para inocular a
una ODggo 1inicial de aproximadamente 0.05 matraces con

deflectores de 250 ml que contienen 40 ml de M9-MOPS, extracto
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de levadura al 2%, glucosa al 2% y antibiodoticos. Los cultivos
son incubados a 30°C en un agitador giratorio a 250 rpm hasta
que alcanzan un ODgye de aproximadamente 0.2, punto en el cual
se induce la produccién del compuesto de interés en las células
huésped al agregar 50 ul de IPTG 1 M al medio de cultivo. El
compuesto de interés es separado del medio de cultivo por medio
de. extraccidn de solvente-solvente ¢ mediante asentamiento vy
decantacidén si el titulo del compuestc de interés es 1o
suficientemente grande para saturar el medio y formar una

segunda fase.
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LISTADO DE SECUENCIAS

SEQID NO: 1

Operon MevT 66
GAATTCAAAGGAGGAAAATAAAATGAAGAACTGTGTGATTGTTTCTGCGGTCCGCACGGCGATCGGC
AGCTTTAACGGCTCTTTAGCGAGCACCTCTGCAATCGATCTGGGTGCGACGGTCATTAAGGCCGCCATT
GAACGCGCCAAAATCGACAGCCAGCACGTTGATGAGGTGATCATGGGCAATGTGTTACAAGCCGGCC
TGGGTCAAAACCCAGCGCGTCAAGCACTGTTAAAATCTGGTCTGGCCGAGACCGTGTGTGGCTTCACC
GTCAATAAGGTTTGCGGCTCTGGCCTGAAGAGCGTGGCCCTGGCAGCACAAGCGATTCAAGCCGGTCA
GGCACAAAGCATCGTTGCGGGTGGCATGGAGAACATGTCTCTGGCGCCGTACTTATTAGATGCCAAAG
CCCGCAGCGGTTATCGCCTGGGCGATGGTCAGGTGTACGACGTCATCTTACGCGATGGCTTAATGTGC
GCGACCCACGGTTACCACATGGGTATTACGGCCGAAAACGTGGCGAAAGAATACGGCATTACGCGCG
AGATGCAGGATGAATTAGCACTGCACTCTCAGCGCAAAGCAGCAGCCGCGATCGAGTCTGGTGCGTTT
ACGGCGGAAATCGTGCCAGTTAACGTGGTCACGCGCAAGAAGACGTTCGTTTTCAGCCAGGACGAGTT
CCCGAAGGCAAACAGCACCGCGGAGGCCTTAGGTGCCTTACGCCCAGCCTTTGACAAAGCGGGCACG
GTCACCGCCGGTAATGCGAGCGGCATCAATGATGGTGCAGCGGCACTGGTCATCATGGAAGAGAGCG
CCGCATTAGCAGCGGGTCTGACCCCATTAGCGCGCATTAAATCTTATGCCAGCGGCGGCGTCCCACCA
GCCCTGATGGGCATGGGTCCGGTCCCAGCCACGCAAAAAGCCCTGCAATTAGCGGGCCTGCAACTGGC
CGACATTGATCTGATCGAGGCGAACGAGGCGTTTGCAGCGCAGTTCCTGGCGGTGGGTAAGAATCTGG
GCTTCGACAGCGAGAAAGTCAATGTGAACGGTGGCGCGATTGCGTTAGGCCATCCGATTGGTGCAAGC
GGCGCACGCATCTTAGTGACGTTACTGCACGCCATGCAGGCACGCGACAAGACCTTAGGCCTGGCGAC
CTTATGTATTGGTGGCGGTCAAGGTATCGCCATGGTGATCGAACGCCTGAACTGAAGATCTAGGAGGA
AAGCAAAATGAAACT GAGCACCAAGC’I: GTGCTGGTGTGGCATCAAGGGTCGCCTGCGCCCACAAAAG
CAGCAACAGCTGCACAACACGAACCTGCAAATGACCGAGCTGAAAAAGCAGAAGACGGCCGAGCAA
AAGACCCGCCCGCAGAACGTTGGCATCAAGGGCATCCAGATTTATATCCCGACGCAGTGTGTCAACCA
ATCTGAGCTGGAGAAATTCGATGGCGTCAGCCAGGGTAAGTACACCATCGGCCTGGGCCAGACCAAC
ATGAGCTTCGTGAACGACCGTGAGGACATCTATTCTATGAGCCTGACGGTGCTGTCTAAGCTGATCAA
GAGCTACAACATCGACACGAATAAGATCGGTCGTCTGGAGGTGGGTACGGAGACGCTGATTIGACAAG
AGCAAAAGCGTGAAGTCTGTCTTAATGCAGCTGTTCGGCGAGAACACGGATGTCGAGGGTATCGACAC
CCIGAACGCGTGTTACGGCGGCACCAACGCACTGTTCAATAGCCTGAACTGGATTGAGAGCAACGCCT
GGGATGGCCGCGATGCGATCGTCGTGTGCGGCGATATCGCCATCTATGACAAGGGTGCGGCACGTCCG
ACCGGCGGTGCAGGCACCGTTGCGATGTGGATIGGCCCGGACGCACCAATTGTCTTCGATTCTGTCCG
CGCGTCTTACATGGAGCACGCCTACGACTTTTACAAGCCGGACTTCACGAGCGAATACCCGTACGTGG
ACGGCCACTTCTCTCTGACCTGCTATGTGAAGGCGCTGGACCAGGTTTATAAGTCTTATAGCAAAAAG
GCGATTTCTAAGGGCCTGGTCAGCGACCCGGCAGGCAGCGACGCCCTGAACGTGCTGAAGTATTTCGA
CTACAACGTGTTCCATGTCCCGACCTGCAAATTAGTGACCAAATCTTATGGCCGCCTGTTATATAATGA
TTTCCGTGCCAACCCGCAGCTGTTCCCGGAGGTTGACGCCGAGCTGGCGACGCGTGATTACGACGAGA
GCCTGACCGACAAGAACATCGAGAAGACCTTCGTCAACGTCGCGAAGCCGTTCCACAAAGAGCGTGT
GGCCCAAAGCCTGATCGTCCCGACCAACACGGGCAACATGTATACCGCGTCTGTCTACGCGGCATTCG
CGAGCCTGCTGAATTACGTCGGTTCTGACGACCTGCAGGGCAAGCGCGTTGGCCTGTTCAGCTACGGT
AGCGGCTTAGCGGCCAGCCTGTATAGCTGCAAAATTGTCGGCGACGTCCAGCACATCATCAAGGAGCT
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TGGTCACCTGGCAAAACGACGATCTTICITAGGGUCAGACATTACAATGGTATATCC U TGAAA TATATA
TAAAAAAAGGCGCCTTAGACCGCTCGGCCAAACAACCAATTACTTGTTGAGAAATAGAGTATAATTAT
CCTATAAATATAACGTTTTTGAACACACATGAACAAGGAAGTACAGGACAATTGATTTTGAAGAGAAT
GTGGATTITGATGTAATTGTTGGGATTCCATTTTTAATAAGGCAATAATATTAGGTATGTGGATATACT
AGAAGTICTCCTCGACCGTCGATATGCGGTGTGAAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAAAATACCGC
ATCAGGAAATTGTAAACGTTAATATTTTGTTAAAATTCGCGTTAAATTTTITGTTAAATCAGCTCATTITT
TAACCAATAGGCCGAAATCGGCAAAATCCCTTATAAATCAAAAGAATAGACCGAGATAGGGTTGAGT
GTTGTTCCAGTTTGGAACAAGAGTCCACTATTAAAGAACGTGGACTCCAACGTCAAAGGGCGAAAAAC
CGTCTATCAGGGCGATGGCCCACTACGTGGAAGATCCGAGGCCTAGCTTTAACGAACGCAGAATTTTC
GAGTTATTAAACTTAAAATACGCTGAACCCGAACATAGAAATATCGAATGGGAAAAAAAAACTGCAT
AAAGGCATTAAAAGAGGAGCGAATTTTTTTTTAATAAAAATCTTAATAATCATTAAAAGATAAATAAT
AGTCTATATATACGTATATAAATAAAAAATATTCAAAAAATAAAATAAACTATTATTTITAGCGTAAAG
GATGGGGAAAGAGAAAAGAAAAAAATTIGATCTATCGATTTCAATTCAATTCAATTTATTTICTTTICGG
ATAAGAAAGCAACACCTGGCAATTCCTTACCTTCCAATAATTCCAAAGAAGCACCACCACCAGTAGAG
ACATGGGAGACCCGGGCCATGGTFAGATAGACATAGGGTAAACTAGCAATGATTTGATCAAATGCTTG
TATTCATCTCCCATTCTCGTAAAATTGTCTTTACCTGCATATTGGACCTCTAAAAATTGGCAAAGATAT
ATAACAGCCATAAGTAAAGGTCTITGGGATATTCTTTGTTGTTAAATACTCTCTGTTTATGTCTTTCCAA
ACGTCCTCCACTTCCTTATAAATCAGTGTCTGAGCATATTCTTCGTTGACATTGTATTCCTTCATGTAAG
ATTCTAAAGAGCTTGAACTATGTTTTCTCTCCTGTTCCGCTTTATGAGTCATCAGGTCATTTAATCTCCT
ACCCAGAATACCACTGTAACGGAATAAAGGCGGAGCAGATACAGCCCACTCAACTGATTCCTTAGTGA
AAATATCGCTCATTCCTAGATAACAGGTAGTTGTTAGCAAGTTTGCACCACCAGTGATAATAACTACG
GGATCGTGCTCTTCAGTTGTCGGTATGTGTCCTTCATTAGCCCATTTCGCTTCTACCATTAGATTCCTTA
CGAATTCTTTAACGAACTCCTTCCCACAGTTGAATAAATCAGTTCTACCTTCTTTGGCCAGAAACTCCT
CCATTTCTGTGTAGGTATCCATGAATAATTTGTAAATAGGCTTCATGTATTCCGGCAACGTGTCTAAGC
AGGTGATCGACCATCTTTCCACGGCTTCAGTGAAAATCTTTAACTCCTCGTAAGTTCCATATGCGTCAT
ACGTGTCATCAATAAGTGTTATCACAGCAACTGCCTTAGTGAAAAAAACTCTAGCTCTTGAATACTGG
GGTTCGTAACCAGAACCTAAACCCCAAAAATAGCATTCAACGATACGATCTCTCAGACATGGGGCATT
TTTCTTAATATCAAATGCCTTCCACCACTTGCATACGTGACTCAACTCTTCCTTATGTAGGCTCTGCAAT
AGATTGAACTCCAGTTTAGCTAACTTTAGCAGAGTTTTATTATGGGAGTCTTGTTGCTGATAGAAGGGT
ATGTACTGGGCGGCCTCGATCCTTGGCAATCTCTITCCACAATGGTTGCTITAAAGCTCTCTGGATTECA
GTGAATAAAGCGGGGTTTGTACTAAACGCGTCCTTTGTCATAATCGATAGCCTTGATCTTGTGAATCCC
AGGGCATCTTCAAGAATTATTTCGCCCGGAACTCTCATGGACGTAGCCTCATATAATTCCAACAATCCT
TCAACATCATTICGCTAACGATTGTTTAAAAGCACCATTCTTGTCTTITATAGTTATTAAACACATCACAC
GTGACATAGTATCCTTGTTTACGCATCAGCCTAAACCATAAGCTAGACCTGTCGCCATTCCAATTATCA
CCATAGGTCTCGTAAATACATTGCAATGCATGATCAATTTCACGTTCAAAATGATACGGAATACCTAA
ACGTTGAATCTCGTCAATCAGCTTCAACAAATTTGCATGTTITCATAGGAATATCCAATGCTTCCTTTAA
CAACTGTCTTACTTCCTTCTITAGATCGTITACTATTTGCTCCACACCCTGTTCAACTTGTTTCTCATAA
ATCAAAAATTGATCGCCCCAAATAGAAGGTGGGAAATTTGCAATTGGCCTTATAGGTTTCTCTTCAGTC
AAGGCCATTGTTTTCTGCAGATCCGGGGTTTTTTCTCCTTGACGTTAAAGTATAGAGGTATATTAACAA
TTITTTTIGTTGATACTTTTATIACATTTGAATAAGAAGTAATACAAACCGAAAATGTTGAAAGTATTAGT
TAAAGTGGTTATGCAGTTTITTGCATTTATATATCTGTTAATAGATCAAAAATCATCGCTTCGCTGATTA
ATTACCCCAGAAATAAGGCTAAAAAACTAATCGCATTATCATCCTATGGTTGTTAATTEGATTCGTTCA
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TTTGAAGGTTTGTGGGGCCAGG T TACIGCCAATT I FCCICTTICATAACCATAAAAGUTAGFATIGIAG
AATCTTTATTGTTCGGAGCAGTGCGGCGCGAGGCACATCTGCGTTTCAGGAACGCGACCGGTGAAGAC
GAGGACGCACGGAGGAGAGTCTTCCTTCGGAGGGCTGTCACCCGCTCGGCGGCTTCTAATCCGTACTA
AGATCTGCTTTAATTTGGCCGGCGAACGTGGCGAGAAAGGAAGGGAAGAAAGCGAAAGGAGCGGGC
GCTAGGGCGCTGGCAAGTGTAGCGGTCACGCTGCGCGTAACCACCACACCCGCCGCGCTTAATGCGCC
GCTACAGGGCGCGTCGCGCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGGGAAGGGCGATCGGTGCGGG
CCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATT
GGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGUGTCGTTCGGCTGCGGUGAGCGGTATCA
GCTCACTCAAAGGOGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAG
CAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCG
CCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAA
AGATACCAGGCGTTTCCCCCIGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGA
TACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCT! CAT{\GC’ TCACGCTIGTAGGTATCTCAGTT
CGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCC
TTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCAC
TGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACT
ACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTIGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGA
GTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAG
ATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTITCTACGGGGTCTGACGCTCAGTG
GAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTT
TAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAA
TGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCC
GTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGA
CCCACGCTCACCGGC FTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGT
GGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCG
CCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTITGGT
ATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAA
AGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGT
TATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTA
CTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGG
ATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATIGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAA
CTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCA
GCATCITTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGG
AATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTICAATATTATTGAAGCATTTATCA
GGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGC
GCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGAACGAAGCATCTGTGCTTCATTTTGTAGAACAAAAATGCAA
CGCGAGAGCGCTAATTITTCAAACAAAGAATCTGAGCTGCATTTTTACAGAACAGAAATGCAACGCGA
AAGCGCTATTTTACCAACGAAGAATCTGTGCTTCATTTTTGTAAAACAAAAATGCAACGCGAGAGCGC |
TAATTTITCAAACAAAGAATCTGAGCTGCATTTTTACAGAACAGAAATGCAACGCGAGAGCGCTATTT
TACCAACAAAGAATCTATACTTCTTTTTTGTTCTACAAAAATGCATCCCGAGAGCGCTATTTTTCTAAC
AAAGCATCTTAGATTACTTTTTTTICTCCTTTGTGCGCTCTATAATGCAGTCTCTTGATAACTTTITGCAC
TGTAGGTCCGTTAAGGTTAGAAGAAGGCTACTTTGGTGTCTATTTTCTCTTCCATAAAAAAAGCCTGAC
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TCCACTTCCCGCGTTTACTGATTACTAGCGAAGCTGCGGGTGCATTITITCAAGATAAAGGCATCCCCG
ATTATATTCTATACCGATGTGGATTGCGCATACTTTGTGAACAGAAAGTGATAGCGTTGATGATTCTTC
ATTGGTCAGAAAATTATGAACGGTTTCTTCTATTTITGTCTCTATATACTACGTATAGGAAATGTTTACA
TTTTCGTATTGTTTTCGATTCACTCTATGAATAGTTICTTACTACAATITITTTGTCTAAAGAGTAATACT
AGAGATAAACATAAAAAATGTAGAGGTCGAGTTTAGATGCAAGTTCAAGGAGCGAAAGGTGGATGGG
TAGGTTATATAGGGATATAGCACAGAGATATATAGCAAAGAGATACTTTTGAGCAATGTTTGTGGAAG
CGGTATTCGCAATATTTTAGTAGCTCGTTACAGTCCGGTGCGTITTTGGTTTTITGAAAGTGCGTCTTCA
GAGCGCTTTTGGTTTTCAAAAGCGCTCTGAAGTTCCTATACTTTCTAGAGAATAGGAACTTCGGAATAG
GAACTTCAAAGCGTTTCCGAAAACGAGCGCTTCCGAAAATGCAACGCGAGCTGCGCACATACAGCTCA
CTGTTCACGTCGCACCTATATCTGCGTGTTGCCTGTATATATATATACATGAGAAGAACGGCATAGTGC
GTGTITATGCTTAAATGCGTACTTATATGCGTCTATTTATGTAGGATGAAAGGTAGTCTAGTACCTCCT
GTGATATTATCCCATTCCATGCGGGGTATCGTATGCTTCCTICAGCACTACCCTTTAGCTGTTCTATATG
CTGCCACTCCTCAATTGGATTAGTCTCATCCITCAATGCTATCATTTCCTTTGATATTGGATCATACTAA
GAAACCATTATIATCATGACATTAACCTATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCCCTTTCGTC

SEQ ID NO: 54

secuencia pAM322
TCGCGCGTTTCGGTGATGACGGTGAAAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGT
CTGTAAGCGGATGCCGGGAGCAGACAAGCCCGTCAGGGCGCGTCAGCGGGTGTTGGCGGGTGTCGGG
GCTGGCTTAACTATGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGCACCATATCGACTACGTCGTAAGG
CCGTTTCTGACAGAGTAAAATTCTTGAGGGAACTTTCACCATTATGGGAAATGCTTCAAGAAGGTATT
GACTTAAACTCCATCAAATGGTCAGGTCATTGAGTGTTTTTTATTTGTTGTATTTTTTITTITTTTAGAGA
AAATCCTCCAATATCAAATTAGGAATCGTAGTTTCATGATTTTCTGTTACACCTAACTTTTTGTGTGGTG
CCCTCCTCCTTGTCAATATTAATGTTAAAGTGCAATTCTITTTCCTTATCACGTTIGAGCCATTAGT. ATCA
ATTTGCTTACCTGTATTCCTTITACTATCCTCCTTTTICTCCTTCTTGATAAATGTATGTAGATTGCGTATA
TAGTTTCGTCTACCCTATGAACATATTCCATTTTGTAATTTCGTGTCGTTTCTATTATGAATTITCATITAT
AAAGTTTATGTACAAATATCATAAAAAAAGAGAATCTTITTTAAGCAAGGATTTTCTITAACTTCTTCGGC
GACAGCATCACCGACTTCGGTGGTACTGTTGGAACCACCTAAATCACCAGTTCTGATACCTGCATCCA
AAACCTTTITTAACTGCATCTTCAATGGCCTTACCTTCTTCAGGCAAGTTCAATGACAATTITCAACATCA
TTGCAGCAGACAAGATAGTGGCGATAGGGTCAACCTTATTCTTTGGCAAATCTGGAGCAGAACCGTGG
CATGGTTCGTACAAACCAAATGCGGTGTTCTTGTCTGGCAAAGAGGCCAAGGACGCAGATGGCAACA
AACCCAAGGAACCTGGGATAACGGAGGCTTCATCGGAGATGATATCACCAAACATGTTGCTGGTGATT
ATAATACCATTTAGGTGGGTTGGGTTCTTAACTAGGATCATGGCGGCAGAATCAATCAATTGATGTTG
AACCTTCAATGTAGGGAATTCGTTCTTGATGGTTTCCTCCACAGTTTTTCTCCATAATCTT GAAGAGIGC
CAAAAGATTAGCTTTATCCAAGGACCAAATAGGCAATGGTGGCTCATGTTGTAGGGCCATGAAAGCGG
CCATTCTTGTGATTCTTTGCACTTCTGGAACGGTGTATTGTTCACTATCCCAAGCGACACCATCACCAT
CGTCTTCCTTTCTCTTACCAAAGTAAATACCTCCCACTAATTCTCTGACAACAACGAAGTCAGTACCTT
TAGCAAATTGTGGCTTGATTGGAGATAAGTCTAAAAGAGAGTCGGATGCAAAGTTACATGGTCTTAAG
TTGGCGTACAATTGAAGTTCTTTACGGATTTTTAGTAAACCTTGTTCAGGTCTAACACTACCGGTACCC

CATTTAGGACCAGCCACAGCACCTAACAAAACGGCATCAACCTTCTITGGAGGCTTCCAGCGCCTCATC

TGGAAGTGGGACACCTGTAGCATCGATAGCAGCACCACCAATTAAATGATTTTCGAAATCGAACTTGA
CATTGGAACGAACATCAGAAATAGCTTTAAGAACCTTAATGGCTTCGGCTGTGATTTCTTGACCAACG
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TGGTCACCTGGCAAAACGACGATCTTCTTAGGGUGCAGACATTACAATGUTATATUCTIGAAATATATA
TAAAAAAAGGCGCCTTAGACCGCTCGGCCAAACAACCAATTACTTGTTGAGAAATAGAGTATAATTAT
CCTATAAATATAACGTTTTIGAACACACATGAACAAGGAAGTACAGGACAATTGATTTTGAAGAGAAT
GTGGATTTTGATGTAATTGTTGGGATTCCATTTTITAATAAGGCAATAATATTAGGTATGTGGATATACT
AGAAGTTCTCCTCGACCGTCGATATGCGGTGTGAAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAAAATACCGC
ATCAGGAAATTGTAAACGTTAATATTITGTTAAAATTCGCGTTAAATTTTTGTTAAATCAGCTCATTTIT
TAACCAATAGGCCGAAATCGGCAAAATCCCTTATAAATCAAAAGAATAGACCGAGATAGGGTTGAGT
GTTGTTCCAGTTTGGAACAAGAGTCCACTATTAAAGAACGTGGACTCCAACGTCAAAGGGCGAAAAAC
CGTCTATCAGGGCGATGGCCCACTACGTGGAAGATCCGAGGCCTAGCTTTAACGAACGCAGAATTTIC
GAGTTATTAAACTTAAAATACGCTGAACCCGAACATAGAAATATCGAATGGGAAAAAAAAACTGCAT
AAAGGCATTAAAAGAGGAGCGAATTTTTTTITTAATAAAAATCTTAATAATCATTAAAAGATAAATAAT
AGTCTATATATACGTATATAAATAAAAAATATTCAAAAAATAAAATAAACTATTATITTAGCGTAAAG
GATGGGGAAAGAGAAAAGAAAAAAATTGATCTATCGATTTCAATTCAATTCAATTTATTTCTTTTCGG
ATAAGAAAGCAACACCTGGCAATTCCTTACCTTCCAATAATTCCAAAGAAGCACCACCACCAGTAGAG
ACATGGGAGACCCGGGCCATGGTTAGATAGACATAGGGTAAACTAGCAATGATTIGATCAAATGCTTG
TATTCATCTCCCATTCTCGTAAAATTGTCTITACCTGCATATTGGACCTCTAAAAATTGGCAAAGATAT
ATAACAGCCATAAGTAAAGGTCTTGGGATATTCTTTGTTGTTAAATACTCTCTGTTTATGTCTTTCCAA
ACGTCCTCCACTTCCTTATAAATCAGTGTCTGAGCATATTCTITCGTTGACATTGTATTCCTTCATGTAAG
ATTCTAAAGAGCTTGAACTATGTTITCTCTCCTGTICCGCTTTATGAGTCATCAGGTCATTTAATCTCCT
ACCCAGAATACCACTGTAACGGAATAAAGGCGGAGCAGATACAGCCCACTCAACTGATTCCTTAGTGA
AAATATCGCTCATTCCTAGATAACAGGTAGTTGTTAGCAAGTTTGCACCACCAGTGATAATAACTACG
GGATCGTGCTCTITCAGTTGTCGGTATGTGTCCTTCATTAGCCCATTTCGCTTCTACCATTAGATTCCTTA
CGAATTCTTTAACGAACTCCTTCCCACAGTTGAATAAATCAGTTCTACCTTCTTTGGCCAGAAACTCCT
CCATTTCTGTGTAGGTATCCATGAATAATTTGTAAATAGGCTTCATGTATTCCGGCAACGTGTCTAAGC
AGGTGATCGACCATCTITCCACGGCTTCAGTGAAAATCTITAACTCCTCGTAAGTTCCATATGCGTCAT
ACGTGTCATCAATAAGTGTTATCACAGCAACTGCCTTAGTGAAAAAAACTCTAGCTCTTGAATACTGG

GGTTCGTAACCAGAACCTAAACCCCAAAAATAGCATTCAACGATACGATCTCTCAGACATGGGGCATT |

TTTCTTAATATCAAATGCCTTCCACCACTTGCATACGTGACTCAACTCTTCCTTATGTAGGCTCTGCAAT
AGATTGAACTCCAGTTTAGCTAACTTTAGCAGAGTTTTATTATGGGAGTCTTGTTGCTGATAGAAGGGT
ATGTACTGGGCGGCCTCGATCCTTGGCAATCTCTICCACAATGGTTGCTTTAAAGCTCTCTGGATTTCA
GTGAATAAAGCGGGGTTTGTACTAAACGCGTCCTTTGTCATAATCGATAGCCTTGATCTTGTGAATCCC
AGGGCATCTTCAAGAATTATTITCGCCCGGAACTCTCATGGACGTAGCCTCATATAATTCCAACAATCCT
TCAACATCATTCGCTAACGATTGTITAAAAGCACCATTICTTGTCTITATAGTTATTAAACACATCACAC
GTGACATAGTATCCTTGTTTACGCATCAGCCTAAACCATAAGCTAGACCTGTCGCCATTCCAATTATCA
CCATAGGTCTCGTAAATACATTGCAATGCATGATCAATTTCACGTTCAAAATGATACGGAATACCTAA
ACGTTGAATCTCGTCAATCAGCTTCAACAAATTTGCATGTTICATAGGAATATCCAATGCTTCCTTTAA
CAACTGTCTTACTTCCTTCTITAGATCGTTTACTATTTGCTCCACACCCTGTTCAACTTGTTTCTCATAA
ATCAAAAATTGATCGCCCCAAATAGAAGGTGGGAAATTTGCAATTGGCCTTATAGGTTTCTCTTCAGTC
AAGGCCATTGTTTTCTGCAGATCCGGGGTTTITTTCTCCTTGACGTTAAAGTATAGAGGTATATTAACAA
TTTTTTGTTGATACTTTTATTACATTTGAATAAGAAGTAATACAAACCGAAAATGTTGAAAGTATTAGT
TAAAGTGGTTATGCAGTTTTTGCATTTATATATCTGTTAATAGATCAAAAATCATCGCTTCGCTGATTA
ATTACCCCAGAAATAAGGCTAAAAAACTAATCGCATTATCATCCTATGGTTGTTAATTTGATTCGTTCA
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TTTGAAGGTTTGTGGGGCCAGGTTACTGCCAATTTTICCTCTTCATAACCATAAAAGCTAGTATTGTAG
AATCTTTATTGTTCGGAGCAGTGCGGCGCGAGGCACATCTGCGTTTCAGGAACGCGACCGGTGAAGAC
GAGGACGCACGGAGGAGAGTCTTCCTTCGGAGGGCTGTCACCCGCTCGGCGGCTTCTAATCCGTACTA
AGATCTGCTTTAATTTGGCCGGCGAACGTGGCGAGAAAGGAAGGGAAGAAAGCGAAAGGAGCGGGC
GCTAGGGCGCTGGCAAGTGTAGCGGTCACGCTGCGCGTAACCACCACACCCGCCGCGCTTAATGCGCC
GCTACAGGGCGCGTCGCGCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGGGAAGGGCGATCGGTGCGGG
CCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGAATTGGAGCGACCTCATGCTATACCTGAGAAAGCAACCTGACCTA
CAGGAAAGAGTTACTCAAGAATAAGAATTTITCGTTTTAAAACCTAAGAGTCACTITAAAATITGTATA
CACTTATTITTITTTTATAACTTATTITAATAATAAAAATCATAAATCATAAGAAATICGCTTATTTAGAAG
TGTCAACAACGTATCTACCAACGATTTGACCCTTTTCCATCTTTTCGTAAATTTCTGGCAAGGTAGACA
AGCCGACAACCTTGATTGGAGACTTGACCAAACCTCTGGCGAAGAATTGTTAATTAAGAGTCAGTCGA
CTTAAAAACTAGGGACCAATAGCAATICTGTTTTACGTTGCATTGTTGCACCTGAACTTTCCGTCATGT
CAATTTGATCATATGAAACTCCATTGGGCAACTTCCA G'I'FGAAATGATAAAGAA:TGTTGGC'I'AGTGGC
AGTTGAACATTGGCCAAACCTAACGCAGCGCCAGGACACATACGACGTCCAGCCCCAAATGGTAAAT
ATTCATATTCGGCGCCCATCACTGTTGCCGAAGAGTTTTCAAATCTTITCAGGTATAAACGCTTCTGCAT
CCTTCCAGTATTCAGGATCTCTATTGATCGCAAACACATTAACGATTAATTTCGTTTTGTTAGGGATAT
TATAACCAGCCAAGTTTACTGGCTGACGACATTCTCTAGGTAGCACTAACGGCAAGGGTGGGTGTAGT
CTAAGAGTCTCTTTGATGACCATATTCAAGTAGGACAATTCTTGTATATCTTCTTCATGTATITTITITCIT
TCCCATTCAAGGCCTTACGTAATTCAGCCTGAACCTTTTCCATTGCTTTCGGACATTTITATTAGCTCGCT
TATAGCCCATTCTATGGTAGAACTTGAAGTGTCGGTCCCTGCACCGAACATGTCCAAAATTATTGCTTT
GATATTATCCGAAGTCAGAGGAAACTCAGCAGAATCCTTTAATCTAAGTAATACATCTAATAGGGTTT
COTTGGTTITTGGATGACGTATTTACGGTATGTTCAGCTACCAAATTGTCAATTAAGTTATCAATCTTTIT
ACGTAGGCTAGTTAATCTTGCTCTCTTACCGCTCAAGTGATGCAAGAACTTTTTAGATGGGAAAATATC
GGCAACATCGAAACCGCCTGTITGTCTCAGTATTICTTITAACAATTTCAGTAAGTTCCTTITGATCTITA
ATTCCCTTACCAAACGCAGCACGGGATAGTATAGTGGCAATTAGTTITAAAAACGTTTITCACTTAAATTT
ACTGGTCTACCACTACCTGAAGCCTTTATTTCCTGGACTAAATTCCAACATTCTICTTCCCTCAACGATT
GAAATGACTTAACCTTTTTTACAGACAACAATTCAAGAGTACAAATCTTCCTTAATTGTCYCCAGTATT
CCCCATATGGAGCAAGGACAACATCAGTGTTATGATATAAAACTATTTCCCCAGTTAAAGTTTCGGGT
CTATTAGCGAAAGTAATATCGTAGGTTGTAAGAATTTCCTTAGCCCACTTAGGACTCGACACGACTATT
GTGGGTACCTCTCCCAATTGAAGGTGCATTAGCGAACCATATTTTCTCGCTAAATCCCTTACACCCCTG
TGTGGTGTGGTTCCGATCAAATGGTGCATGTGACCAATGATGGGTAGCCTCCAAGGTTCCGGCAAGGA
CTTTTTAGTTGACITACTTCTAGTGGCAAATTTGTACACGAACAACAAAATAGTTGCTAAAGCAATTGA
TGTAGTTAAAGATAGTGCCATAGCCTTTAAAATTGACTTCATTGTTTTCCTAGGCCTTTAGTGAGGGTT
GAATTCGAATTTTCAAAAATTCTTACTTTTTTTTTGGATGGACGCAAAGAAGTTTAATAATCATATTAC
ATGGCATTACCACCATATACATATCCATATACATATCCATATCTAATCTTACTTATATGTTGTGGAAAT
GTAAAGAGCCCCATTATCTTAGCCTAAAAAAACCTICTCTTIGGAACTTTCAGTAATACGCTTAACTGC
TCATTGCTATATTGAAGTACGGATTAGAAGCCGCCGAGCGGGTGACAGCCCTCCGAAGGAAGACTCTC
CTCCGTGCGTCCTCGTCTTCACCGGTCGCGTTCCTGAAACGCAGATGTGCCTCGCGCCGCACTGCTCCG
AACAATAAAGATTCTACAATACTAGCTTTTATGGTTATGAAGAGGAAAAATTGGCAGTAACCTGGCCC
CACAAACCTTCAAATGAACGAATCAAATTAACAACCATAGGATGATAATGCGATTAGTTTTTTAGCCT
TATTTCTGGGGTAATTAATCAGCGAAGCGATGATTTTTGATCTATTAACAGATATATAAATGCAAAAA
CTGCATAACCACTTTAACTAATACTTTCAACATTITCGGTTTGTATTACTTCTTATTCAAATGTAATAAA
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AGTATCAACAAAAAATIGIIAATATACCICTATAUTI TAAUG LCAAGUUAGAAAAAALUCLLAAGULTUL
CGGGAAAACAATGCAATCGACAACTTCCGTTAAACTATCACCTTTCGATCTTATGACTGCCTTGTTAAA
TGGTAAAGTTAGTTTCGACACGTCCAATACTTCCGATACAAATATACCACTGGCGGTTTTCATGGAAA
ACAGGGAATTGCTTATGATATTAACAACCAGTGTGGCCGTTITAATTGGTTGTGTGGTTIGTATTGGTAT
GGAGAAGATCATCAAGTGCCGCTAAGAAGGCCGCCGAATCACCAGTCATTGTCGTCCCAAAGAAAGT
CACTGAAGATGAGGTTGATGACGGCAGAAAGAAAGTTACTGTATTTTTCGGGACACAAACGGGGACT
GCGGAAGGTTTTGCGAAAGCTCTAGTTGAAGAAGCCAAGGCAAGGTACGAAAAAGCAGTATTCAAAG
TTATTGATITAGATGACTACGCCGCAGAAGATGATGAATACGAAGAAAAGCTAAAGAAAGAATCTTTG
GCATTCTTCTTTTTAGCTACCTATGGTGACGGAGAACCAACAGATAACGCCGCTAGATTCTATAAATGG
TTTACTGAAGGAGAAGAAAAAGGTGAGTGGTTAGATAAGTTACAATACGCTGTCTTTGGATTGGGAAA
TCGTCAATATGAACACTTCAATAAGATTGCAAAAGTGGTCGATGAAAAATTAGTTGAGCAGGGGGCTA
AAAGGTTAGTGCCTGTCGGTATGGGTGATGACGATCAATGTATCGAAGATGATTTTACTGCTTGGAAG
GAATTGGTTTGGCCAGAATTAGATCAGCTATTGAGGGACGAAGATGACACAAGTGTCGCTACTCCGTA
CACCGCCGCTGTTIGGCGAATATCGTGTTGTTTTTCACGATAAACCTGAAACTTACGATCAAGATCAATT
GACCAACGGACACGCAGTTCACGACGCCCAACACCCATGCAGATCGAACGTTGCGGTCAAGAAAGAA
TTACACAGTCCCTTATCCGATAGGAGTTGTACTCATTITAGAATTITGATATTTCCAATACTGGACTATCG
TATGAAACTGGCGACCATGTCGGTGTATATGTGGAAAACCTGTCTGAAGTTGTAGATGAAGCCGAAAA
ATTGATTGGGCTTCCTCCACATACATACTTTTCTGTGCATACAGATAATGAAGATGGTACTCCACTTGG
CGGAGCCTCGTTACCACCTCCCTTTCCACCATGTACACTTAGAAAAGCTCTTGCATCTT ATGCAGATGT
ACTTTCTTCACCAAAGAAAAGTGCATTACTAGCTCTAGCCGCCCATGCTACCGACTCTACTGAAGCTGA
CCGTTTGAAATTCTTTGCTTCACCTGCTGGCAAAGACGAGTACGCACAGTGGATTGTGGCATCTCACAG
ATCATTGCTGGAAGTGATGGAAGCCTTCCCATCGGCAAAGCCACCATTAGGCGTGTTTITCGCATCTGT
TGCCCCACGTTTACAGCCTAGATACTATTCCATATCTTCTAGCCCAAAATITGCCCCCAATCGTATTICA
TGTGACGTGTGCGCTGGTGTATGAACAAACTCCATCAGGAAGGGTACATAAAGGTGTCTGTAGTACAT
GGATGAAAAACGCGGTGCCAATGACTGAATCTCAAGATTGTTCGTGGGCACCAATTTATGTTCGTACT
TCTAATTTTAGACTACCTAGTGACCCTA AAGTACCAGTGATTATGATCGGGCCT GGGACAGGACTAGC
GCCATTCAGAGGTTTCTTACAAGAAAGATTGGCCCAAAAGGAAGCAGGTACGGAATTAGGAACCGCA
ATTCTATTCTTTGGTTGTCGTAATAGAAAAGTTGACTTTATATACGAAGATGAGTTAAACAACTTCGTT
GAAACTGGAGCGTTATCAGAATTAGTGACAGCATTCTCTAGGGAAGGTGCAACAAAAGAATACGTCC
AACATAAAATGACCCAAAAGGCCAGCGATATATGGAATITGCTGTCCGAGGGTGCCTATTTGTACGTT
TGTGGTGATGCAAAGGGAATGGCTAAAGATGTTCACAGGACATTGCATACAATTGTTCAGGAACAAG
GTTCCTTGGATTCCTCTAAGGCAGAACTTTATGTTAAAAACCTTCAGATGGCTGGTAGATATTTGCGTG
ATGTTTGGTGAGCTAGCTAAGATCCGCTCTAACCGAAAAGGAAGGAGTTAGACAACCTGAAGTCTAGG
TCCCTATTITATITITTITATAGTTATGTTAGTATTAAGAACGTTATTITATATTTCAAATTTTTICTTTTITITT
CTGTACAGACGCGTGTACGCATGTAACATTATACTGAAAACCTIGCTTGAGAAGGTTTTGGGACGCTC
GAAGATCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTT
CCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCOTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAA
AGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCA
GCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACG
AGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGC
GTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGC
CTTTCTCCCITCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGT
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CUTICGCTICCAAGUTGULULC TUTUTUCACGAACLCLULUGT TCAGLUCUAULUC TULGULC T TATULUU TAA
CTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGA
TTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACT
AGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTC
TTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTITTITTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCA

GAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTITCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAAC

TCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTITAAATTAAAAA
TGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGT
GAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATITCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATA
ACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACC
GGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACT
TTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGT
TTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTC
AGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTC
CTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACT
GCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTC
ATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGC
CACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATC
TTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACT
TTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGA
CACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTITCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCT
CATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCC
GAAAAGTGCCACCTGAACGAAGCATCTGTGCTTCATTTTGTAGAACAAAAATGCAACGCGAGAGCGCT
AATTTTTCAAACAAAGAATCTGAGCTGCATITTTACAGAACAGAAATGCAACGCGAAAGCGCTATTTT
ACCAACGAAGAATCTGTGCTTCATTTTIGTAAAACAAAAATGCAACGCGAGAGCGCTAATTTTTCAAA
CAAAGAATCTGAGCTGCATTTTTACAGAACAGAAATGCAACGCGAGAGCGCTATTITACCAACAAAGA
ATCTATACTTCTTTTTTGTTCTACAAAAATGCATCCCGAGAGCGCTATTTTTCTAACAAAGCATCTTAG
ATTACTTTTTTTCTCCTTTGTGCGCTCTATAATGCAGTCTCTTGATAACTTTTTGCACTGTAGGTCCGTTA
AGGTTAGAAGAAGGCTACTTITGGTGTCTATTTTCTCTTCCATAAAAAAAGCCTGACTCCACTTCCCGCG
TTTACTGATTACTAGCGAAGCTGCGGGTGCATTTTTTCAAGATAAAGGCATCCCCGATTATATTCTATA
CCGATGTGGATTGCGCATACTTTGTGAACAGAAAGTGATAGCGTTGATGATTCTTCATTGGTCAGAAA
ATTATGAACGGTTICTTCTATITTGTCTCTATATACTACGTATAGGAAATGTTITACATITTICGTATIGTT
TTCGATTCACTCTATGAATAGTTCTTACTACAATITTTTTGTCTAAAGAGTAATACTAGAGATAAACAT
AAAAAATGTAGAGGTCGAGTTFAGATGCAAGTTCAAGGAGCGAAAGGTGGATGGGTAGGTTATATAG
GGATATAGCAQAGAGATATATA GCAAAGAGATACTTTIGAGCAATGTTTGTGGAAGCGGTATTCGCAA
TATTTTAGTAGCTCGTTACAGTCCGGTGCGTTTTTGGTTTTTITGAAAGTGCGTCTTCAGAGCGCTITTTGG
TTITCAAAAGCGCTCTGAAGTTCCTATACTTTCTAGAGAATAGGAACTTCGGAATAGGAACTTCAAAG
CGTTTCCGAAAACGAGCGCTTCCGAAAATGCAACGCGAGCTGCGCACATACAGCTCACTGTTCACGTC
GCACCTATATCTGCGTGTTGCCTGTATATATATATACATGAGAAGAACGGCATAGTGCGTGTITATGCT
TAAATGCGTACTTATATGCGTCTATTTATGTAGGATGAAAGGTAGTCTAGTACCTCCTGTGATATTATC
CCATTCCATGCGGGGTATCGTATGCTTCCTTCAGCACTACCCTTTAGCTGTTCTATATGCTGCCACTCCT

CAATTGGATTAGTCTCATCCTTCAATGCTATCATTTCCTITGATATTGGATCATACTAAGAAACCATTAT
TATCATGACATTAACCTATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCCCTTTCGTC
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GUACATCACCAACAAGUTUGUUGAAGCUCATCACCUGAGACUGCCUAAAGAT TACGAGGCAGCGATCGAG
TTACGCGAGAATGCGCATCTGAAGAAGAACTTCAAGCCGCAAGGTAGCATCGAGCACCTGCAGAGCG
GCGTCTACTACCTGACGAACATTGACGACAAGTTCCGCCGTTCTTATGACGTCAAAAAGTAACTAGTA
GGAGGAAAACATCATGGTGCTGACGAACAAAACCGTCATTAGCGGCAGCAAGGTGAAGTCTCTGAGC
AGCGCCCAAAGCTCTAGCAGCGGCCCGTCTAGCAGCAGCGAGGAGGACGACAGCCGTGACATIGAGT
CTCTGGACAAGAAGATCCGCCCGCTGGAGGAGTTAGAGGCCCTGCTGAGCAGCGGCAACACCAAGCA
GCTGAAGAACAAGGAAGTTGCAGCGCTGGTGATCCACGGTAAGCTGCCACTGTATGCGCTGGAAAAG
AAACTGGGCGATACGACGCGTGCGGTCGCGGTGCGTCGCAAAGCCTTAAGCATCTTAGCGGAGGCCCC
GGTGTTAGCCAGCGACCGCCTGCCGTACAAGAACTACGACTACGACCGCGTGTTTGGCGCGTGCTGCG
AGAATGTCATTGGCTACATGCCGTTACCGGTTGGTGTGATCGGCCCGCTGGTCATIGATGGCACGAGC
TATCACATTCCAATGGCGACCACGGAAGGTTGCTTAGTCGCCAGCGCCATGCGTGGCTGTAAGGCGAT
TAACGCCGGCAGTGGCGCGACGACCGTGTTAACCAAGGATGGTATGACGCGCGGTCCGGTCGTCCGCT
TCCCAACGCTGAAGCGCAGCGGCGCGTGTAAGATTTGGCTGGATTCTGAGGAGGGCCAAAACGCGAT
CAAGAAAGCCTTCAACTCTACGAGCCGTTTCGCGCGTTTACAGCATATCCAGACCTGCCTGGCCGGCG
ACCTGCTGTTCATGCGCTTCCGCACCACCACGGGCGATGCGATGGGCATGAACATGATCAGCAAGGGC
GTCGAATATAGCCTGAAACAAATGGTGGAAGAATATGGCTGGGAGGACATGGAGGTTGTCTCTGTGA
GCGGCAACTATTGCACCGACAAGAAGCCGGCAGCCATTAACTGGATTGAGGGTCGCGGCAAAAGCGT
CGTGGCAGAAGCGACCATCCCAGGCGACGTGGTCCGTAAGGTTCTGAAGAGCGACGTCAGCGCCCTG
GTTGAGTTAAATATCGCGAAAAACCTGGTCGGCAGCGCGATGGCGGGCAGCGTGGGTGGCTTTAACGC
ACATGCAGCGAATCTGGTTACGGCGGTTTTCTTAGCCTTAGGTCAGGACCCAGCCCAAAATGTCGAGA
GCAGCAACTGCATTACCTTAATGAAAGAGGTTGACGGTGACCTGCGCATCAGCGTTTCTATGCCGTCT
ATCGAGGTCGGCACGATCGGCGGCGGCACCGTTTTAGAACCGCAAGGTGCGATGCTGGATCTGCTGGG
CGTGCGCGGCCCACATGCAACGGCCCCAGGCACCAATGCCCGCCAACTGGCCCGTATCGTGGCCTGCG
CGGTTCTGGCGGGTGAGCTGAGCCTGTGCGCCGCATTAGCCGCGGGCCATTTAGTTCAATCTCACATG
ACCCACAACCGCAAGCCGGCAGAACCAACCAAGCCAAATAACCTGGACGCAACCGACATTAACCGTC
TGAAGGATGGCAGCGTCACGTGCATTAAAAGCTGAGCATGCTACTAAGCTT

SEQID NO: 2
Cebador 4-49 mvaA Spel
§".GCTACTAGTAGGAGGAAAACATCATGCAAAGTTTAGATAAGAATTTCCG-3”

SEQIDNO: 3
Cebador 4-49 mvaAR Xbal
5-GCTTCTAGACTATTGTTGTCTAATTTCTTGTAAAATGCG-3’

SEQIDNO: 4
Cebador HMGS 5' Sa mvaS-S
5-GAACTGAAGATCTAGGAGGAAAGCAAAATGACAATAGGTATCGACAAAATAAACT-3’

SEQID NO: 5
Cebador HMGS, 3' Sa mvaS-AS
S-TTGCATGATGTTTTCCTCCTACTAGTTACTCTGGTCTGTGATATICGCGAAC-3!
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SEQIDNO: 6
Cebador 19-25 atoB Sfil-§
5'-GCTAGGCCATCCTGGCCATGAAGAACTGTGTGATTGTTITCTG-3"

SEQIDNO: 7
Cebador 19-25 mvaA-AsiSI-AS
5"-GCTTGCGATCGCCGGCGGATTITGTCCTACTCAG-3’

SEQIDNO: 8
Cehador 9-70C
5"-CCACCTCGAGATGTCATTACCGTTCTTAACTTCTG-3"

SEQID NO: 9
Cebador 26-398
5-TGGTGGAGCTCTTATTTAAGCTGGGTAAATGCAGATAATCG-3

SEQID NO: 10
Cetador 26-39A
5 -TTCTTGAGCTCTTATTCCTTTGGTAGACCAGTCTTTGCG-37

SEQ ID NO: 11
Cebadores 4-40 mvaEF Bamkl
5" —TATGGATCCTAAGGAGGATATTTAGATGAAAACAGTAGTTATTATTIGATGC - 3°

SEQID NO: 12
Cebador 4-40 mvaER HindlIII
5 AGCTAAGCTTTTATTGTTTTCTTAAATCATITAAAATAGC -3

SEQ ID NO: 13
Cebador 4-40 mvaSF Bglll
5 = TATAGATCTTAAGGAGGATATTTAGATGACAATTGGGATTGATAAAATTAG -3

SEQID NO: 14
Cebador 4-39 mvaSR BamH1 .
5" = TTTGGATCCTTAGTTTCGATAAGAGCGAACGG -3

SEQID NO: 15
Cebador 67-1A-C for PCR amplification of the coding sequence of the dxs gene

5- ACA CTC GAG GAG GAA TAA ATG AGT TTT GAT ATT GCC AAA TAC CCG -¥

SEQ ID NO: 16
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Cebador 67-183-C para amplificacion PCR de la ceddificacion de secuencia del gen dxs
5'- TGA TGG TAC CTT ATG CCA GCC AGG CCT TGA TTT TGG C -3

SEQID NO: 17 ,
Cchador 67-1C-C para amplilicacion PCR de la codificacion de secuencia del gen dxr
5'- ACT AGG TAC CAG GAG GAA TAA ATG AAG CAA CTC ACC ATT CTG GGC -3

SEQID NO: 18
Ccbador 67-1D-C para amplificacion PCR de la codificacion de sccuenciadel gen dxr
5- AAT TGA TGG GCC CTC AGC TTG CGA GACGCA TCACCT C-¥

SEQID NO: 19
Ccbador 67-1E-C para amplificacién PCR de la codificacion de seeuencia del gen isph)

5'- CAT AAA GGG CCC AGG AGG AAT AAA TGG CAA CCA CTC ATT TGG ATG -3

SEQ ID NO-: 20
Cehador 67-1F-C para amplificacién PCR de la codificacién de secuencia del gen ispDd
5- TAT TGT FCA TAT GT1' ATG TAT TCT CCT GAT GGA TGG TTC G -3

SEQ ID NO: 21
Cebador §7-1G-C para amplificacion PCR de la cediticacion de secuencin del gen ispls

5- AAC TAA CAC ATA TGA GGA GGA ATA AAT GCG GAC ACA GTG GCC CTC -3

SEQ ID NO: 22
Cebador §7-1H-C para amplificacién PCR de la codificacion de secuencia del gen ispE
5-TGT TAG TTA CGC GTT TAA AGC ATG GCT CTG TGC AAT GG -3

SEQID NO: 23
Cebador 67-2A-C para amplificacion PCR dela codificacion de sceuencia del gen ispF

§'- ACG GGA TCC AGG AGG AAT AAA TGC GAA TTG GAC ACG GTT TTG ACG -¥

SEQID NO: 24
Cehudor 67-2B-C para amplificacion PCR de la codificacion de secuencis del gen ispl

- TTT AGT TGG GCC CTC ATT TTG TTG CCT TAA TGA GTA GCG CC -3’

SEQID NO: 25
Ccbador 67-2C-C para amplificacion PCR de la codificacion de sceuencia del gen ispG
5'- TAC TAA GGG CCC AGG AGG AAA TAA TGC ATA ACC AGG CTC CAA TTC AAC G -3

SEQ ID NO: 26
Cebador §7-2D-C para amplificacién PCR de la codificacién de secuencia del gen ispG

5 TCC GGG TAC CTT ATT TTT CAA CCT GCT GAA CGT CAATTC G -3
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SEQID NO: 27
Cebador 67-2E-C pars amplificacion de PCR de la secuenein de codilicacion del gen ispH
5- AAC AGG TAC CAG GAG GAA ATA ATG CAG ATCCTG TTG GCC AACC -3'

SEQID NO: 28
Cebudor 67-2F-C para amplilicacian de PCR de la secuencia de codilicacién del gen ispH
5- TGG ATG AAG TCG ACT TAA TCG ACT TCA CGA ATA TCG ACA CGC AGC -3

SEQID NO: 29
Cebador 67-2G-C para amplificacion de PCR de lo secuencia de codificacion del gen idk
5'- CAT CAA GTC GAC AGG AGG AAATAA TGC AAA CGG AACACG TCA TTT TAT TG -3

SEQ1ID NO: 30
Cebador 67-2H-C para amplificacion de PCR de la secuencia de codificacion del gen idi
5-TAA TGC AAG CTT ATT TAA GCT GGG TAA ATG CAG ATA ATCG -3

SEQ ID NO: 31
Cebador 67-21-C  para amplilicacion de PCR de la seoucncin de codificacion del gen ispA
5'- CAG TAA AGC TTA GGA GGA AAT AAT GGA CTTTCC GCA GCA ACTCG -3

SEQ ID NO: 32
Cebador 67-2J-C para amplihicactén de PCR de la secuencia de coditicacidn del gen ispA
5'-TAG TTC CAT GGT TAT TTA TTA CGC TGG ATG ATG TAG TCC GC -3’

SEQ ID NO: 33
Cebador 9-156A para amplificacion de PCR del locus RK2 par
5- ACATAGACGTCGGGAAAGCGAGGATCTAGGTAGGG -3

SEQID NO: 34
Ccbador 9-156B para amplificacian de PCR del locus RK2 par
5- TTCCCGCTCGAGGTGGCGGACCATATAGGCAGATCAG -%¥

SEQ ID NO: 35
Cebador 19-137 cml-pAM37-AS
5 - GACGTCGATATCTGGCGAAAATG - 37

SEQID NO: 36
Cebador 19-137 cml-pAM37-S
5’ — TACTAGTGCTTGGATICTCACC - 3°
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SEQ ID NO: 37
Cebador de amplificacién PCR de una secuencia de nucledtidos que codifica para un beta-farmneseno sintusi

5-CCATGGACACTCTGCCGATCTCTTCCGTAAGC-3’

SEQ ID NO: 38
Cebador de amplificacion PCR de una secuencia de nuelestidos que codifica para un beta-tarneseno sintasa

5"-GAGCTCTCATACGACCATAGGGTGTACG-3”

SEQ ID NO: 39
Ccebador de amplificacion PCR de una secuencia de nucledtidos que codifica para un &-lameseno sintasa

5"-CCATGGACCTGGCAGTAGAAATTGC-3’

SEQ ID NO: 40
Cehador de amplificacion PCR de una secuencia de nueledtidos que codifica para un @~ lameseno sintasa

5'-GAGCTCTTACATCGGTACCGGCTCCAG-3’

SEQID NO: 41

operon atoB(opt): HMGS(opt).mvaA
ATGAAGAACTGTGTGATTGTTITCTGCGGTCCGCACGGCGATCGGCAGCTITAACGGCTCTTTAGCGAG
CACCTCTGCAATCGATCTGGGTGCGACGGTCATTAAGGCCGCCATTGAACGCGCCAAAATCGACAGCC
AGCACGTTGATGAGGTGATCATGGGCAATGTGTTACAAGCCGGCCTGGGTCAAAACCCAGCGCGTCAA
GCACTGTTAAAATCTGGTCTGGCCGAGACCGTGTGTGGCTTCACCGTCAATAAGGTTTGCGGCTCTGGC
CTGAAGAGCGTGGCCCTGGCAGCACAAGCGATTCAAGCCGGTCAGGCACAAAGCATCGTTGCGGGTG
GCATGGAGAACATGTCTCTGGCGCCGTACTTATTAGATGCCAAAGCCCGCAGCGGTTATCGCCTGGGC
GATGGTCAGGTGTACGACGTCATCTTACGCGATGGCTTAATGTGCGCGACCCACGGTTACCACATGGG
TATTACGGCCGAAAACGTGGCGAAAGAATACGGCATTACGCGCGAGATGCAGGATGAATTAGCACTG
CACTCTCAGCGCAAAGCAGCAGCCGCGATCGAGTCTGGTGCGTTTACGGCGGAAATCGTGCCAGTTAA
CGTGGTCACGCGCAAGAAGACGTTCGTTTTCAGCCAGGACGAGTTCCCGAAGGCAAACAGCACCGCG
GAGGCCTTAGGTGCCTTACGCCCAGCCTITGACAAAGCGGGCACGGTCACCGCCGGTAATGCGAGCGG
CATCAATGATGGTGCAGCGGCACTGGTCATCATGGAAGAGAGCGCCGCATTAGCAGCGGGTCTGACCC
CATTAGCGCGCATTAAATCTTATGCCAGCGGCGGCGTCCCACCAGCCCTGATGGGCATGGGTCCGGTC
CCAGCCACGCAAAAAGCCCTGCAATTAGCGGGCCTGCAACTGGCCGACATTGATCTGATCGAGGCGA
ACGAGGCGTTTGCAGCGCAGTTCCTGGCGGTGGGTAAGAATCTGGGCTTCGACAGCGAGAAAGTCAAT
GTGAACGGTGGCGCGATTGCGTTAGGCCATCCGATTGGTGCAAGCGGCGCACGCATCTTAGTGACGTT
ACTGCACGCCATGCAGGCACGCGACAAGACCTTAGGCCTGGCGACCTTATGTATTGGTGGCGGTCAAG
GTATCGCCATGGTGATCGAACGCCTGAACTGAAGATCTAGGAGGAAAGCAAAATGAAACTGAGCACC
AAGCTGTGCTGGTGTGGCATCAAGGGTCGCCTGCGCCCACAAAAGCAGCAACAGCTGCACAACACGA
ACCTGCAAATGACCGAGCTGAAAAAGCAGAAGACGGCCGAGCAAAAGACCCGCCCGCAGAACGTTGG
CATCAAGGGCATCCAGATTTATATCCCGACGCAGTGTGTCAACCAATCTGAGCTGGAGAAATTCGATG
GCGTCAGCCAGGGTAAGTACACCATCGGCCTGGGCCAGACCAACATGAGCTTCGTGAACGACCGTGA
GGACATCTATTCTATGAGCCTGACGGTGCTGTCTAAGCTGATCAAGAGCTACAACATCGACACGAATA
AGATCGGTCGTCTGGAGGTGGGTACGGAGACGCTGATTGACAAGAGCAAAAGCGTGAAGTCTGTCTT
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. AATGCAGCTGTTCGGCGAGAACACGUATGTCGAGUG ITATCUGACACCCIUAACUCG LU T TALUULCGGL

ACCAACGCACTGTTCAATAGCCTGAACTGGATTGAGAGCAACGCCTGGGATGGCCGCGATGCGATCGT
CGTGTGCGGCGATATCGCCATCTATGACAAGGGTGCGGCACGTCCGACCGGCGGTGCAGGCACCGTTG
CGATGTGGATTGGCCCGGACGCACCAATTGTCTTCGATTCTGTCCGCGCGTCTTACATGGAGCACGCCT
ACGACTTTTACAAGCCGGACTTCACGAGCGAATACCCGTACGTGGACGGCCACTTCTCTCTGACCTGCT
ATGTGAAGGCGCTGGACCAGGTTTATAAGTCTTATAGCAAAAAGGCGATTTCTAAGGGCCTGGTCAGC
GACCCGGCAGGCAGCGACGCCCTGAACGTGCTGAAGTATTTCGACTACAACGTGTTCCATGTCCCGAC
CTGCAAATTAGTGACCAAATCTTATGGCCGCCTGTTATATAATGATTTCCGTGCCAACCCGCAGCTGTT
CCCGGAGGTTGACGCCGAGCTGGCGACGCGTGATTACGACGAGAGCCTGACCCGACAAGAACATCGAG
AAGACCTTCGTCAACGTCGCGAAGCCGTTCCACAAAGAGCGTGTGGCCCAAAGCCTGATCGTCCCGALC
CAACACGGGCAACATGTATACCGCGTCTGTCTACGCGGCATTCGCGAGCCTGCTGAATTACGTCGGTT
CTGACGACCTGCAGGGCAAGCGCGTTGGCCTGTTCAGCTACGGTAGCGGCTTAGCGGCCAGCCTGTAT
AGCTGCAAAATTGTCGGCGACGTCCAGCACATCATCAAGGAGCTGGACATCACCAACA AGCT GGCGA
AGCGCATCACCGAGACGCCGAAAGATTACGAGGCAGCGATCGAGTTACGCGAGAATGCGCATCTGAA
GAAGAACITCAAGCCGCAAGGTAGCATCGAGCACCTGCAGAGCGGCGTCTACTACCTGACGAACATT
GACGACAAGTTCCGCCGTTCTTATGACGTCAAAAAGTAACTAGTAGGAGGAAAACATCATGCAAAGTT
TAGATAAGAATTTCCGACATTTATCTCGTCAACAAAAGTTACAACAATTGGTAGATAAGCAATGGTTA
TCAGAAGATCAATTCGACATTTTATTGAATCATCCATTAATTGATGAGGAAGTAGCAAATAGTTITAATT
GAAAATGTCATCGCGCAAGGTGCATTACCCGTTGGATTATTACCGAATATCATTGTGGACGATAAGGC
ATATGTIGTACCTATGATGGTGGAAGAGCCTTCAGTTGTCGCTGCAGCTAGTTATGGTGCAAAGCTAGT
GAATCAGACTGGCGGATTTAAAACGGTATCTTCTGAACGTATTATGATAGGTCAAATCGTCTTTGATG
GCGTTGACGATACTGAAAAATTATCAGCAGACATTAAAGCTTITAGAAAAGCAAATTCATAAAATTGCG
GATGAGGCATATCCTTCTATTAAAGCGCGTGGTGGTGGTTACCAACGTATAGCTATTGATACATTTCCT
GAGCAACAGTTACTATCTTTAAAAGTATTTGTTGATACGAAAGATGCTATGGGCGCTAATATGCTTAAT
ACGATTTTAGAGGCCATAACTGCATTTTTAAAAAATGAATCTCCACAAAGCGACATTTTAATGAGTATT
TTATCCAATCATGCAACAGCGTCCGTTGTTAAAGTTCAAGGCGAAATTGACGTTAAAGATTTAGCAAG
GGGCGAGAGAACTGGAGAAGAGGTTGCCAAACGAATGGAACGTGCTTCTGTATTGGCACAAGTTGAT
ATTCATCGTGCTGCAACACATAATAAAGGTGTTATGAATGGCATACATGCCGTTGTTTITAGCAACAGG
AAATGATACGCGTGGTGCAGAAGCAAGTGCGCATGCATACGCGAGTCGTGACGGACAGTATCGTGGT
ATTGCAACATGGAGATACGATCAAAAACGTCAACGTTTAATTGGTACAATAGAAGTGCCTATGACATT
GGCAATCGTTGGCGGTGGTACAAAAGTATTACCAATTGCTAAAGCTTCTTTAGAATTGCTAAATGTAG
ATTCAGCACAAGAATTAGGTCATGTAGTTGCTGCC GTTGG’['ITAGCACAGAAcmGCAGCATGTCGC
GCGCTCGTTTCCGAAGGTATCCAGCAAGGCCATATGAGCTTGCAATATAAATCTITAGCTATIGTIGTA
GGTGCAAAAGGTGATGAAATTGCGCAAGTAGCTGAAGCATTGAAGCAAGAACCCCGTGCGAATACAC
AAGTAGCTGAACGCATTTTACAAGAAATTAGACAACAATAG

SEQ ID NO: 42

operon  aroB(opt).mvaS(opt). mvaA
ATGAAGAACTGTGTGATTGTTTCTGCGGTCCGCACGGCGATCGGCAGCTTTAACGGCTCTTTAGCGAG
CACCTCTGCAATCGATCTGGGTGCGACGGTCATTAAGGCCGCCATTGAACGCGCCAAAATCGACAGCC
AGCACGTTGATGAGGTGATCATGGGCAATGTGTTACAAGCCGGCCTGGGTCAAAACCCAGCGCGTCAA
GCACTGTTAAAATCTGGTCTGGCCGAGACCGTGTGTGGCTTCACCGTCAATAAGGTTTGCGGCTCTGGC
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CTGAAGAGCGTGGCCCTGGCAGCACAAGUOGATICAAGCCUUGICAGUUCACAAAGCATLUTIULGGG TG
GCATGGAGAACATGTCTCTGGCGCCGTACITATTAGATGCCAAAGC CCGCAGCGGTTATCGCCTGGGC
GATGGTCAGGTGTACGACGTCATCTTACGCGATGGCTTAATGTGCGCGACCCACGGTTACCACATGGG
TATTACGGCCGAAAACGTGGCGAAAGAATACGGCATTACGCGCGAGATGCAGGATGAATTAGCACTG
CACTCTCAGCGCAAAGCAGCAGCCGCGATCGAGTCTGGTGCGTTTACGGCGGAAATCGTGCCAGTTAA
CGTGGTCACGCGCAAGAAGACGTTCGTTTTCAGCCAGGACGAGTTCCCGAAGGCAAACAGCACCGCG
GAGGCCTTAGGTGCCTTACGCCCAGCCTTTGACAAAGCGGGCACGGTCACCGCCGGTAATGCGAGCGG
CATCAATGATGGTGCAGCGGCACTGGTCATCATGGAAGAGAGCGCCGCATTAGCAGCGGGTCTGACCC
CATTAGCGCGCATTAAATCITATGCCAGCGGCGGCGTCCCACCAGCCCTGATGGGCATGGGTCCGGTC
CCAGCCACGCAAAAAGCCCTGCAATTAGCGGGCCTGCAACTGGOCGACATTGATCTGATCGAGGCGA
ACGAGGCGTTTGCAGCGCAGTTCCTGGCGGTGGGTAAGAATCTGGGCTTCGACAGCGAGAAAGTCAAT
GTGAACGGTGGCGCGATTGCGTTAGGCCATCCGATTGGTGCAAGCGGCGCACGCATCTTAGTGACGTT
ACTGCACGCCATGCAGGCACGCGACAAGACCTTAGGCCTGGCGACCTTATGTATTGGTGGCGGTCAAG
GTATCGCCATGGTGATCGAACGCCTGAACTGAAGATCTAGGAGGAAAGCAAAATGACAATAGGTATC
GACAAAATAAACTTITACGTTCCAAAGTACTATGTAGACATGGCTAAATTAGCAGAAGCACGCCAAGT
AGACCCAAACAAATTTTTAATTGGAATTGGTCAAACTGAAATGGCTGTTAGTCCTGTAAACCAAGACA
TCGTTTCAATGGGCGCTAACGCTGCTAAGGACATTATAACAGACGAAGATAAAAAGAAAATTGGTATG
GTAATTGTGGCAACTGAATCAGCAGTTGATGCTGCTAAAGCAGCCGCTGTTCAAATTCACAACTTATT
AGGTATTCAACCTTTTGCACGTTGCTITGAAATGAAAGAAGCTTGTTATGCTGCAACACCAGCAATTCA
ATTAGCTAAAGATTATTTAGCAACTAGACCGAATGAAAAAGTATTAGTTATTGCTACAGATACAGCAC
GTTATGGATTGAATTCAGGCGGCGAGCCAACACAAGGTGCTGGCGCAGTTGCGATGGTTATTGCACAT
AATCCAAGCATTTTGGCATTAAATGAAGATGCTGTTGCTTACACTGAAGACGTTTATGATTTCTGGCGT
CCAACTGGACATAAATATCCATTAGTTGATGGTGCATTATCTAAAGATGCTTATATCCGCTCATTCCAA
CAAAGCTGGAATGAATACGCAAAACGTCAAGGTAAGTCGCTAGCTGACTTCGCATCTCTATGCTTCCA
TGTTCCATTTACAAAAATGGGTAAAAAGGCATTAGAGTCAATCATTGATAACGCTGATGAAACAACTC
AAGAGCGTTTACGTTCAGGATATGAAGATGCTGTAGATTATAACCGTTATGTCGGTAATATTTATACTG
GATCATTATATTTAAGCCTAATATCATTACTTGAAAATCGTGATTTACAAGCTGGTGAAACAATCGGTT
TATTCAGTTATGGCTCAGGTTCAGTTGGTGAATTTTATAGTGCGACATTAGTTGAAGGCTACAAAGATC
ATTTAGATCAAGCTGCACATAAAGCATTATTAAATAACCGTACTGAAGTATCTGTTGATGCATATGAA
ACATTCITCAAACGTTTTGATGACGTTGAATTTGACGAAGAACAAGATGCTGTTCATGAAGATCGTCAT
ATTTTCTACTTATCAAATATTGAAAATAACGTTCGCGAATATCACAGACCAGAGTAACTAGTAGGAGG
AAAACATCATGCAAAGTTITAGATAAGAATTTICCGACATTTATCTCGTCAACAAAAGTTACAACAATTG
GTAGATAAGCAATGGTTATCAGAAGATCAATTCGACATTITTATTGAATCATCCATTAATTGATGAGGA
AGTAGCAAATAGTTTAATTGAAAATGTCATCGCGCAAGGTGCATTACCCGTTGGATTATTACCGAATA
TCATTGTGGACGATAAGGCATATGTTGTACCTATGATGGTGGAAGAGCCTTCAGTTGTCGCTGCAGCT
AGTTATGGTGCAAAGCTAGTGAATCAGACTGGCGGATITAAAACGGTATCTTCTGAACGTATTATGAT
AGGTCAAATCGTCTTTGATGGCGTTGACGATACTGAAAAATTATCAGCAGACATTAAAGCTTITAGAAA
AGCAAATTCATAAAATTGCGGATGAGGCATATCCTTCTATTAAAGCGCGTGGTGGTGGTTACCAACGT
ATAGCTATTGATACATTFCCTGAGCAACAGTTACTATCTTTAAAAGTATTTGTTGATACGAAAGATGCT
ATGGGCGCTAATATGCTTAATACGATTTTAGAGGCCATAACTGCATTTTTAAAAAATGAATCTCCACA
AAGCGACATTTTAATGAGTATTTTATCCAATCATGCAACAGCGTCCGTTGTTAAAGTTCAAGGCGAAA
TTGACGTTAAAGATTTAGCAAGGGGCGAGAGAACTGGAGAAGAGGTTGCCAAACGAATGGAACGTGC
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TTCTGTATTGGCACAAGTTGATATICATCGTGUTGCAACACATAATAAAGUTU I TATGAATUULCATACA
TGCCGTTGTTTTAGCAACAGGAAATGATACGCGTGGTGCAGAAGCAAGTGCGCATGCATACGCGAGTC
GTGACGGACAGTATCGTGGTATTGCAACATGGAGATACGATCAAAAACGTCAACGTTTAATTGGTACA
ATAGAAGTGCCTATGACATTGGCAATCGTTGGCGGTGGTACAAAAGTATTACCAATTGCTAAAGCTTC
TTTAGAATTGCTAAATGTAGATTCAGCACAAGAATTAGGTCATGTAGTTGCTGCCGTTGGTTTAGCACA
GAACTTTGCAGCATGTCGCGCGCTCGTTTCCGAAGGTATCCAGCAAGGCCATATGAGCTTGCAATATA
AATCTTTAGCTATTGTTGTAGGTGCAAAAGGTGATGAAATTGCGCAAGTAGCTGAAGCATTGAAGCAA
GAACCCCGTGCGAATACACAAGTAGCTGAACGCATTITACAAGAAATTAGACAACAATAG

SEQ ID NO: 43

pAMI28 - ERG9-KANMX-MET3promotor-ERG9 (excluyende ¢l vector de la cadena prineipal)
CAATACCGACTTACCATCCTATTTGCTTITGCCCTTTITTCTTITCCACTGCATGGCGGCGTTAGTATCGAA
TGGATGGCGGCGTTAGTATCGAATCGACAGCAGTATAGCGACCAGCATTCACATACGATTGACGCATG
ATATTACTTTCIGCGCACTTAACTTCGCATCTGGGCAGATGATGTCGAGGCGAAAAAAAATATAAATC
ACGCTAACATTTGATTAAAATAGAACAACTACAATATAAAAAAACTATACAAATGACAAGTTCTTGAA
AACAAGAATCTTTTTATTGTCAGTACTGATTAGAAAAACTCATCGAGCATCAAATGAAACTGCAATTT
ATTCATATCAGGATTATCAATACCATATTTTTGAAAAAGCCGTTTCTGTAATGAAGGAGAAAACTCAC
CGAGGCAGTTCCATAGGATGGCAAGATCCTGGTATCGGTCTGCGATTCCGACTCGTCCAACATCAATA
CAACCTATTAATTTCCCCTCGTCAAAAATAAGGTTATCAAGTGAGAAATCACCATGAGTGACGACTGA
ATCCGGTGAGAATGGCAAAAGCTTATGCATTTCTTTCCAGACTTGTTCAACAGGCCAGCCATTACGCTC
GTCATCAAAATCACTCGCATCAACCAAACCGTTATTCATTCGTGATTGCGCCTGAGCGAGACGAAATA
CGCGATCGCTGTTAAAAGGACAATTACAAACAGGAATCGAATGCAACCGGCGCAGGAACACTGCCAG
CGCATCAACAATATTTITCACCTGAATCAGGATATTCTTCTAATACCTGGAATGCTGTTTTGCCGGGGAT
CGCAGTGGTGAGTAACCATGCATCATCAGGAGTACGGATAAAATGCTTGATGGTCGGAAGAGGCATA
AATTCCGTCAGCCAGTTTAGTCTGACCATCTCATCTGTAACATCATTGGCAACGCTACCTTTGCCATGT
TTCAGAAACAACTCTGGCGCATCGGGCTTCCCATACAATCGATAGATTGTCGCACCTGATTGCCCGAC
ATTATCGCGAGCCCATTTATACCCATATAAATCAGCATCCATGTTGGAATTTAATCGCGGCCTCGAAAC
GTGAGTCTTTTCCTTACCCATGGTTGTTTATGTTCGGATGTGATGTGAGAACTGTATCCTAGCAAGATT
TTAAAAGGAAGTATATGAAAGAAGAACCTCAGTGGCAAATCCTAACCTTTTATATTTCTCTACAGGGG
CGCGGCGTGGGGACAATTCAACGCGTCTGTGAGGGGAGCGTTTCCCTGCTCGCAGGTCTGCAGCGAGG
AGCCGTAATTTITGCTTCGCGCCGTGCGGCCATCAAAATGTATGGATGCAAATGATTATACATGGGGA
TGTATGGGCTAAATGTACGGGCGACAGTCACATCATGCCCCTGAGCTGCGCACGTCAAGACTGTCAAG
GAGGGTATTCIGGGCCTCCATGTCGCTGGCCGGGTGACCCGGCGGGGACGAGGCAAGCTAAACAGAT
CTGATCTTGAAACTGAGTAAGATGCTCAGAATACCCGTCAAGATAAGAGTATAATGTAGAGTAATATA
CCAAGTATTCAGCATATTCTCCTCTTCTTITTGTATAAATCACGGAAGGGATGATTITATAAGAAAAATGA
ATACTATTACACTTCATTTACCACCCTCTGATCTAGATTTTCCAACGATATGTACGTAGTGGTATAAGG
TGAGGGGGTCCACAGATATAACATCGTTTAATTTAGTACTAACAGAGACTTTIGTCACAACTACATAT
AAGTGTACAAATATAGTACAGATATGACACACTTGTAGCGCCAACGCGCATCCTACGGATTGCTGACA
GAAAAAAAGGTCACGTGACCAGAAAAGTCACGTGTAATTITGTAACTCACCGCATTCTAGCGGTCCCT
GTCGTGCACACTGCACTCAACACCATAAACCITAGCAACCTCCAAAGGAAATCACCGTATAACAAAGC
CACAGTTTTACAACTTAGTCTCTTATGAAGTTACTTACCAATGAGAAATAGAGGCTCTTTCTCGAGAAA
TATGAATATGGATATATATATATATATATATATATATATATATATATGTAAACTTIGGTTCTTTTTTAGCT
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TGTGATCTCTAGCTTGGUGTCICICTCTGICGTAACAG I TUTUATATCGGU I GUCTTCATUCLICGACLUGA'L
GCAATGCCAATTGTAATAGCTTTCCCATGTTAATTATACTTTATICTT

SEQID NO: 44
GAGTGAACCTGCTGCCTGGCGTGCTCTGACTCAGTACATITCATAGTGGATGGCGGCGTTAGTATC

SEQID NO: 45
CGTGTATACGTTTTCCGCTTCTGCTCTTCGTCTTTTCTCTICTTCCGATATCACAACTGTTACGA

SEQ ID NO: 46
GGTAAGACGGTTGGGTTTTATCTTTTGCAGTTGGTACTATTAAGAACAATCACAGGAAACAGCTATGA
cc

SEQ ID NO: 47
TIGCGTTITGTACTTIGGTICGCTCAATTITGCAGGTAGATAATCGAAAAGTTGTAAAACGACGGCCAG
T

SEQ ID NO: 48

secuencia de pAM491 (excluyendo ef vector de ln cadena principal)
GTTTAAACTTGCTAAATTCGAGTGAAACACAGGAAGACCAGAAAATCCT CATI'T.’CATCCATATTAACA
ATAATTTCAAATGTTTATTTGCATTATITGAAACTAGGGAAGACAAGCAACGAAACGTTITGAAAATTT
TGAGTATTTTICAATAAATTTGTAGAGGACTCAGATATTGAAAAAAAGCTACAGCAATTAATACTTGAT
AAGAAGAGTATTGAGAAGGGCAACGGTTCATCATCTCATGGATCTGCACATGAACAAACACCAGAGT
CAAACGACGTTGAAATTGAGGCTACTGCGCCAATTGATGACAATACAGACGATGATAACAAACCGAA
GTTATCTGATGTAGAAAAGGATTAAAGATGCTAAGAGATAGTGATGATATITCATAAATAATGTAATT
CTATATATGTTAATTACCTTITITGCGAGGCATATTTATGGTGAAGGATAAGTTITTGACCATCAAAGAA
GGTTAATGTGGCTGTGGTTTCAGGGTCCATACCCGGGAGTTATGACAATTACAACAACAGAATTCTTTC
TATATATGCACGAACTTGTAATATGGAAGAAATTATGACGTACAAACTATAAAGTAAATATTTTACGT
AACACATGGTGCTGTTGTGCTTCT T TTTCAAGAGAATACCAATGACGTATGACTAAGTTTAGGATTTAA
TGCAGGTGACGGACCCATCTTITCAAACGATTTATATCAGTGGCGTCCAAATTGTTAGGTTTTIGTTIGGTT
CAGCAGGTTTCCTGTTGTGGGTCATATGACTTTGAACCAAATGGCCGGCTGCTAGGGCAGCACATAAG
GATAATTCACCTGCCAAGACGGCACAGGCAACTATTCTTGCTAATTGACGTGCGTTGGTACCAGGAGC
GGTAGCATGTGGGCCTCTTACACCTAATAAGTCCAACATGGCACCTTGTGGTTCTAGAACAGTACCAC
CACCGATGGTACCTACTTCGATGGATGGCATGGATACGGAAATTCTCAAATCACCGTCCACTTCTTTCA
TCAATGTTATACAGTTGGAACTTTCGACATTTITGTGCAGGATCTTGTCCTAATGCCAAGAAAACAGCTG
TCACTAAATTAGCTGCATGTGCGTTAAATCCACCAACAGACCCAGCCATTGCAGATCCAACCAAATTC
TTAGCAATGTTCAACTCAACCAATGCGGAAACATCACTTITIAACACTTTTCTGACAACATCACCAGGA
ATAGTAGCTTCTGCGACGACACTCTTACCACGACCTTCGATCCAGTTGATGGCAGCTGOGTTITITGTCG
GTACAGTAGTTACCAGAAACGGAGACAACCTCCATATCTTCCCAGCCATACTCTTCTACCATTTGCTTT
AATGAGTATTCGACACCCTTAGAAATCATATTCATACCCATIGCGTCACCAGTAGTTGTICTAAATCTC
ATGAAGAGTAAATCTCCTGCTAGACAAGTTTGAATATGTTGCAGACGTGCAAATCTTGATGTAGAGTT
AAAAGCTTTTTTAATTGCGTTTTGTCCCTCTTCTGAGTCTAACCATATCTTACAGGCACCAGATCTTTTIC
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AAAGTIGUUAAACGUACTAUTGUUGLUCIUITUGTCATAUCATUCTTAG T TAAAACAUG T TG LGUALCACC
GCCAGCATTGATTGCCTTACAGCCACGCATGGCAGAAGCTACCAAACAACCCTCTGTAGTTGCCATTG
GTATATGATAAGATGTACCATCGATAACCAAGGGGCCTATAACACCAACGGGCAAAGGCATGTAACC
TATAACATTTTICACAACAAGCGCCAAATACGCGGTCGTAGTCATAATTTTTATATGGTAAACGATCAG
ATGCTAATACAGGAGCTTCTGCCAAAATTGAAAGAGCCTTCCTACGTACCGCAACCGCTCTCGTAGTA
TCACCTAATTTTTTCTCCAAAGCGTACAAAGGTAACTTACCGTGAATAACCAAGGCAGCGACCTCTTTG
TICITCAATTGTTTTGTATTTCCACTACTTAATAATGCTTCTAATICTTCTAAAGGACGTATTTTCTITATC
CAAGCTTTCAATATCGCGGGAATCATCTTCCTCACTAGATGATGAAGGTCCTGATGAGCTCGATTGCGC
AGATGATAAACTTTITGACTTTCGATCCAGAAATGACTGTTTTATTGGTTAAAACTGGTGTAGAAGCCTT
TTGTACAGGAGCAGTAAAAGACTTCTTGGTGACTTCAGTCTTCACCAATTGGTCTGCAGCCATTATAGT
TTTTTCTCCTTGACGTTAAAGTATAGAGGTATATTAACAATTTTTTGTTGATACTTTTATGACATTTGAA
TAAGAAGTAATACAAACCGAAAATGTTGAAAGTATTAGTTAAAGTGGTTATGCAGCTTTTGCATTTAT
ATATCTGTTAATAGATCAAAAATCATCGCTTCGCTGATTAATTACCCCAGAAATAAGGCTAAAAAACT
AATCGCATTATTATCCTATGGTTGTTAATTTGATTCGTTGATITGAAGGTTTGTGGGGCCAGGTTACTG
CCAATTTTTCCTCTTCATAACCATAAAAGCTAGTATTGTAGAATCTTTATTGTTCGGAGCAGTGCGGCG
CGAGGCACATCTGCGTTTCAGGAACGCGACCGGTGAAGACCAGGACGCACGGAGGAGAGTCTTCCGT
CGGAGGGCTGTCGCCCGCTCGGCGGCTTCTAATCCGTACTTCAATATAGCAATGAGCAGTTAAGCGTA
TTACTGAAAGTTCCAAAGAGAAGGTTTTTTYAGGCTAAGATAATGGGGCTCTTTACATTTCCACAACAT
ATAAG’I‘AAGA'[TAGATATGGATATGTATATGGTGGTA'['TGCCATGTAATATGATTAT'[‘AAAC’['I‘ CTTTG
CGTCCATCCAAAAAAAAAGTAAGAATTTITGAAAATTCAATATAAATGAAACTCTCAACTAAACTTTG
TTGGTGTGGTATTAAAGGAAGACTTAGGCCGCAAAAGCAACAACAATTACACAATACAAACTTGCAA
ATGACTGAACTAAAAAAACAAAAGACCGCTGAACAAAAAACCAGACCTCAAAATGTCGGTATTAAAG
GTATCCAAATTTACATCCCAACTCAATGTGTCAACCAATCTGAGCTAGAGAAATTTGATGGCGTTTCTC
AAGGTAAATACACAATTGGTCTGGGCCAAACCAACATGTCTTTTGTCAATGACAGAGAAGATATCTAC
TCGATGTCCCTAACTGTTTTGTCTAAGTTGATCAAGAGTTACA ACATCGACACCAA CAAAATTGGTAG
ATTAGAAGTCGGTACTGAAACTCTGATTGACAAGTCCAAGTCTGTCAAGTCTGTCTTGATGCAATTGTT
TGGTGAAAACACTGACGTCGAAGGTATTGACACGCTTAATGCCTGTTACGGTGGTACCAACGCGTTGT
TCAACTCTTTGAACTGGATTGAATCTAACGCATGGGATGGTAGAGACGCCATTGTAGTITGCGGTGAT
ATTGCCATCTACGATAAGGGTGCCGCAAGACCAACCGGTGGTGCCGGTACTGTTGCTATGTGGATCGG
TCCTGATGCTCCAATTGTATTTGACTCTGTAAGAGCTTCTTACATGGAACACGCCTACGATTTTTACAA
GCCAGATTICACCAGCGAATATCCTTACGTCGATGGTCATTTTTCATTAACTTGTTACGTCAAGGCTCT
TGATCAAGTTTACAAGAGTTATTCCAAGAAGGCTATITCTAAAGGGTTGGTTAGCGATCCCGCTGGTTC
GGATGCTTTGAACGTTTTGAAATATTTCGACTACAACGTTTTCCATGTYCCAACCTGTAAATTGGTCAC
AAAATCATACGGTAGATTACTATATAACGATTTCAGAGCCAATCCTCAATTGTTCCCAGAAGTTGACG
CCGAATTAGCTACTCGCGATTATGACGAATCTTTAACCGATAAGAACATTGAAAAAACTTTTGTTAAT
GTTGCTAAGCCATTCCACAAAGAGAGAGTTGCCCAATCTTTGATTGTTCCAACAAACACAGGTAACAT
GTACACCGCATCTGTTTATGCCGCCTTTGCATCTCTATTAAACTATGTIGGATCTGACGACTTACAAGG
CAAGCGTGTTGGTTTATTTTCTTACGGTTCCGGTTTAGCTGCATCTCTATATTCITGCAAAATTGTIGGT
GACGTCCAACATATTATCAAGGAATTAGATATTACTAACAAATTAGCCAAGAGAATCACCGAAACTCC
AAAGGATTACGAAGCTGCCATCGAATTGAGAGAAAATGCCCATTTGAAGAAGAACTTCAAACCTCAA
GGTTCCATTGAGCATTTGCAAAGTGGTGTTTACTACTTGACCAACATCGATGACAAATTTAGAAGATCT
TACGATGTTAAAAAATAATCTTCCCCCATCGATTGCATCTTGCTGAACCCCCTTCATAAATGCTTTATTT
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TTTTGGCAGCCTGCTTTITITAGCTCICATITAATAGAGTAGT I TTITAATCIATATACLIAGUAAAACLC
TTTATTTAATAACAATGATATATATATACCCGGGAAGCTTTTCAATTCATCTTTTTTITITTTTGTTCTTTT
TITTGATTCCGGTTTCTTTGAAATTTTTTTGATTCGGTAATCTCCGAGCAGAAGGAAGAACGAAGGAAG
GAGCACAGACTTAGATIGGTATATATACGCATATGTGGTGTTGAAGAAACATGAAATTGCCCAGTATT
CTTAACCCAACTGCACAGAACAAAAACCTGCAGGAAACGAAGATAAATCATGTCGAAAGCTACATAT
AAGGAACGTGCTGCTACTCATCCTAGTCCTGTTGCTGCCAAGCTATTTAATATCATGCACGAAAAGCA
AACAAACTTGTGTGCTTCATTGGATGTTCGTACCACCAAGGAATTACTGGAGTTAGTTGAAGCATTAG
GTCCCAAAATTTGTTTACTAAAAACACATGTGGATATCTTGACTGATTTTTCCATGGAGGGCACAGTTA
AGCCGCTAAAGGCATTATCCGCCAAGTACAATTTTTTACTCTTCGAAGACAGAAAATTTGCTGACATTG
GTAATACAGTCAAATTGCAGTACTCTGCGGGTGTATACAGAATAGCAGAATGGGCAGACATTACGAAT
GCACACGGTGTGGTGGGCCCAGGTATTGTTAGCGGTTTGAAGCAGGCGGCGGAAGAAGTAACAAAGG
AACCTAGAGGCCTTTTGATGTTAGCAGAATTGTCATGCAAGGGCTCCCTAGCTACTGGAGAATATACT
AAGGGTACTGTTGACATTIGCGAAGAGCGACAAAGATTTTIGTTATCGGCTITATTGCTCAAAGAGACAT
GGGTGGAAGAGATGAAGGTTACGATTGGTTGATTATGACACCCGGTGTGGGTTTAGATGACAAGGGA
GACGCATTGGGTCAACAGTATAGAACCGTGGATGATGTGGTCTCTACAGGATCTGACATTATTATTGTT
GGGTTTAAAC

SEQ ID NO: 49

secuencia de pAM492 (excluvendo el vestor de la cadena principal)
GTTTAAACTTGCTAAATTCGAGTGAAACACAGGAAGACCAGAAAATCCTCATTTCATCCATATTAACA
ATAATTTCAAATGTTTATITGCATTATTTGAAACTAGGGAAGACAAGCAACGAAACGTTTTTGAAAATT
TTGAGTATTTITCAATAAATTTGTAGAGGACTCAGATATTGAAAAAAAGCTACAGCAATTAATACTTGA
TAAGAAGAGTATTGAGAAGGGCAACGGTTCATCATCTCATGGATCTGCACATGAACAAACACCAGAG
TCAAACGACGTTGAAATTGAGGCTACTGCGCCAATTGATGACAATACAGACGATGATAACAAACCGA
AGTTATCTGATGTAGAAAAGGATTAAAGATGCTAAGAGATAGTGATGATATTITCATAAATAATGTAAT
TCTATATATGTTAATTACCTTTITTTGCGAGGCATATTTATGGTGAAGGATAAGTTTTGACCATCAAAGA
AGGTTAATGTGGCTGTGGTTTCAGGGTCCATACCCGGGTATATATATATCATTGTTATTAAATAAAGAG
T'I'I'I‘CC'I'ACTATATAGATTAAAAAACT ACTCTATTAAATGAGAGCTAAAAAAAGCAGGCTGCCAAAAA
AATAAAGCATTTATGAAGGGGGTTCAGCAAGATGCAATCGATGGGGGAAGATTATITTTTAACATCGT
AAGATCTTCTAAATTTGTCATCGATGTTGGTCAAGTAGTAAACACCACTTTGCAAATGCTCAATGGAAC
CTTGAGGTTTGAAGTTCTTCTITCAAATGGGCATTTTCTCTCAATTCGATGGCAGCTTCGTAATCCTTIGG
AGTTTCGGTGATTCTCTTGGCTAATTTGTTAGTAATATCTAATTCCTTGATAATATGTTGGACGTCACCA
ACAATTTTGCAAGAATATAGAGATGCAGCTAAACCGGAACCGTAAGAAAATAAACCAACACGCTTGC
CTTGTAAGTCGTCAGATCCAACATAGTTTAATAGAGATGCAAAGGCGGCATAAACAGATGCGGTGTAC
ATGTTACCTGTGTTIGTTGGAACAATCAAAGATTGGGCAACTCTCTCTTTGTGGAATGGCTTAGCAACA
TTAACAAAAGTTTTTITCAATGTTCTTATCGGTTAAAGATTCGTCATAATCGCGAGTAGCTAATTCGGCG
TCAACTTCTGGGAACAATTGAGGATTGGCTCTGAAATCGTTATATAGTAATCTACCGTATGATTTTGTG

 ACCAATTTACAGGTTGGAACATGGAAAACGTTGTAGTCGAAATATITCAAAACGTTCAAAGCATCCGA

ACCAGCGGGATCGCTAACCAACCCTTTAGAAATAGCCTTICTTGGAATAACTCTTGTAAACTTGATCAA

GAGCCTTGACGTAACAAGTTAATGAAAAATGACCATCGACGTAAGGATATTCGCTGGTGAAATCTGGC
TTGTAAAAATCGTAGGCGTGTTCCATGTAAGAAGCTCTTACAGAGTCAAATACAATTGGAGCATCAGG
ACCGATCCACATAGCAACAGTACCGGCACCACCGGTIGGTCTTGCGGCACCCTTATCGTAGATGGCAA

(92



20

25

188

TATCACCGCAAACTACAATGGCGTCTCTACCATCCCATGUUTTAGATTICAATCCAG T TCAAAGAGTTGA
ACAACGCGTTGGTACCACCGTAACAGGCATTAAGCGTGTCAATACCTTCGACGTCAGTGTTTTCACCA
AACAATTGCATCAAGACAGACTTGACAGACTTGGACTTGTCAATCAGAGTTTCAGTACCGACTTCTAA
TCTACCAATTTTGTTGGTGTCGATGTTGTAACTCTTGATCAACTTAGACAAAACAGTTAGGGACATCGA
GTAGATATCTICTCTGTCATIGACAAAAGACATGTTGGTITGGCCCAGACCAATTGTGTATTITACCTTG
AGAAACGCCATCAAATTTCTCTAGCTCAGATTGGTTGACACATTGAGTTGGGATGTAAATTTGGATAC
CITTAATACCGACATTTITGAGGTCTGGTTTTTIGTTCAGCGGTCTITIGTTITTTTTAGTICAGTCATTTGC
AAGTTTGTATTGTGTAATTGTTGTTGCTITTGCGGCCTAAGTCTTCCTITAATACCACACCAACAAAGTT
TAGTTGAGAGTTTCATTTTATGTGATGATTGATTGATTGATTGTACAGTTTGTTTTTCTTAATATCTATT
TCGATGACTTCTATATGATATTGCACTAACAAGAAGATATTATAATGCAATTGATACAAGACAAGGAG
TTATTTGCITCTCITTITATATGATTCTGACAATCCATATTGCGTTGGTAGTCTTITITGCTGGAACGGTT
CAGCGGAAAAGACGCATCGCTCTTTTTGCTTCTAGAAGAAATGCCAGCAAAAGAATCICETGACAGTG
ACTGACAGCAAAAATGTCTTTTTCTAACTAGTAACAAGGCTAAGATATCAGCCTGAAATAAAGGGTGG
TGAAGTAATAATTAAATCATCCGTATAAACCTATACACATATATGAGGAAAAATAATACAAAAGTGTT
TTAAATACAGATACATACATGAACATATGCACGTATAGCGCCCAAATGTCGGTAATGGGATCGGCTTA
CTAATTATAAAATGCATCATAGAAATCGTTGAAGTTGACGCAGCGACTCGAGATCCATAGGAGCAACT
CATGTCTGAACTTCAACGATTTCTATGATGCATTTTATAATTAGTAAGCCGATCCCATTACCGACATTT
GGGCGCTATACGTGCATATGTTCATGTATGTATCTGTATTTAAAACACTTTTGTATTATTTTTCCTCATA
TATGTGTATAGGTI TATACGGATGATTTAATFATTACTTCACCACCCTTTATITCAGGCTGATATCTTAG
CCTT! GTTAICT AGTTAGAAAAAGACATTTTTGCTGTCAGTCACTGTCAAGAGATTICTTTTGCTGGCATTT
CTTCTAGAAGCAAAAAGAGCGATGCGTCTTITCCGCTGAACCGTTCCAGCAAAAAAGACTACCAACGC
AATATGGATTGTCAGAATCATATAAAAGAGAAGCAAATAACTCCTTGTCTTGTATCAATTGCATTATA
ATATCTTCTTGTTAGTGCAATATCATATAGAAGTCATCGAAATAGATATTAAGAAAAACAAACTGTAC
AATCAATCAATCAATCATCACATAAAATGGCTGCAGACCAATTGGTGAAGACTGAAGTCACCAAGAA
GTCTTTTACTGCTCCTGTACAAAAGGCTTCTACACCAGTTTTAACCAATAAAACAGTCATTTCTGGATC
GAAAGTCAAAAGTTTATCATCTGCGCAATCGAGCTCATCAGGACCTTCATCATCTAGTGAGGAAGATG
ATTCCCGCGATATTGAAAGCTTGGATAAGAAAATACGTCCTTTAGAAGAATTAGAAGCATTATTAAGT
AGTGGAAATACAAAACAATTGAAGAACAAAGAGGTCGCTGCCTTGGTTATTCACGGTAAGTTACCTIT
GTACGCTTTGGAGAAAAAATTAGGTGATACTACGAGAGCGGTTGCGGTACGTAGGAAGGCTCTTTCAA
TTTTGGCAGAAGCTCCTGTATTAGCATCTGATCGTTTACCATATAAAAATTATGACTACGACCGCGTAT
TTGGCGCTTGTTGTGAAAATGTTATAGGTTACATGCCTTTGCCCGTTGGTGTTATAGGCCCCTTGGTTAT
CGATGGTACATCTTATCATATACCAATGGCAACTACAGAGGGTTGTTTGGTAGCTTCTGCCATGCGTGG
CTGTAAGGCAATCAATGCTGGCGGTGGTGCAACAACTGTTTITAACTAAGGATGGTATGACAAGAGGCC
CAGTAGTCCGTTTCCCAACTTTGAAAAGATCTGGTGCCTGTAAGATATGGTTAGACTCAGAAGAGGGA
CAAAACGCAATTAAAAAAGCTTTTAACTCTACATCAAGATTTGCACGTCTGCAACATATTCAAACTTGT
CTAGCAGGAGATTTACTCTTCATGAGATTTAGAACAACTACTGGTGACGCAATGGGTATGAATATGAT
TTCTAAGGGTGTCGAATACTCATTAAAGCAAATGGTAGAAGAGTATGGCTGGGAAGATATGGAGGTTG
TCTCCGTTTCTGGTAACTACTGTACCGACAAAAAACCAGCTGCCATCAACTGGATCGAAGGTCGTGGT
AAGAGTGTCGTCGCAGAAGCTACTATTCCTGGTGATGTTGTCAGAAAAGTGTTAAAAAGTGATGTTTC

CGCATTGGTTGAGTTGAACATTGCTAAGAATTTGGTTGGATCTGCAATGGCTGGGTCTGTTGGTGGATT

TAACGCACATGCAGCTAATTTAGTGACAGCTGTTTICTTGGCATTAGGACAAGATCCTGCACAAAATG
TCGAAAGTTCCAACTGTATAACATTGATGAAAGAAGTGGACGGTGATTTGAGAATTTCCGTATCCATG
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CCATCCATCGAAGTAGUTACCATUUUGTOUTUGTACTUGTICTAUAALLALAAGUTULCA LU TTGUACTT
ATTAGGTGTAAGAGGCCCACATGCTACCGCTCCTGGTACCAACGCACGTCAATTAGCAAGAATAGTTG
CCTGTGCCGTCTTGGCAGGTGAATTATCCTTATGTGCTGCCCTAGCAGCCGGCCATTTGGTTCAAAGTC
ATATGACCCACAACAGGAAACCTGCTGAACCAACAAAACCTAACAATTTGGACGCCACTGATATAAAT
CGTTTGAAAGATGGGTCCGTCACCTGCATTAAATCCTAAACTTAGTCATACGTCATTGGTATTCTCTTG
AAAAAGAAGCACAACAGCACCATGTGTTACGTAAAATATTTACTTITATAGTTTGTACGTCATAATTTCT
TCCATATTACAAGTTCGTGCATATATAGAAAGAATTCTGTTGTTGTAATTGTCATAACTCCCGGGAAGC
TTTTCAATTCATCTTITTITIT i TTGTICTTTTTITTGATTCCGGTTTCTITGAAATTTITTTTGATTCGGTA
ATCTCCGAGCAGAAGGAAGAACGAAGGAAGGAGCACAGACTTAGATTGGTATATATACGCATATGTG
GTGTTGAAGAAACATGAAATTGCCCAGTATTCTTAACCCAACTGCACAGAACAAAAACCTGCAGGAA
ACGAAGATAAATCATGTCGAAAGCTACATATAAGGAACGTGCTGCTACTCATCCTAGTCCTGTTIGCTG
CCAAGCTATTTAATATCATGC!;C GAAAAGCAAACAAACTTGTGTGCTTCATTGGATGTTCGTACCACC
AAGGAATTACTGGAGTTAGTTGAAGCATTAGGTCCCAAAATTTGTTTACTAAAAACACATGTGGATAT
CTTGACTGATTTTTCCATGGAGGGCACAGTTAAGCCGCTAAAGGCATTATCCGCCAAGTACAATTTTIT
ACTCTTCGAAGACAGAAAATTTGCTGACATTGGTAATACAGTCAAATTGCAGTACTCTGCGGGTGTAT
ACAGAATAGCAGAATGGGCAGACATTACGAATGCACACGGTGTGGTGGGCCCAGGTATTGTTAGCGG
TTTGAAGCAGGCGGCGGAAGAAGTAACAAAGGAACCT -AGAGGCCI' TTTGATGTTAGCAGAATTGTCAT
GCAAGGGCTCCCTAGCTACTGGAGAATATACTAAGGGTACTGTTGACATTGCGAAGAGCGACAAAGA
TTTTGTTATCGGCTTTATTGCTCAAAGAGACATGGGTGGAAGAGATGAAGGTTACGATTGGTTGATTAT
GACACCCGGTGTGGGTTTAGAT GACAAGGGAGACGCA::I']'GGGTCA.ACAGTATAGAACCGTGGATGAT
GTGGTCTCTACAGGATCTGACATTATTATTGTTGGGTITAAAC

SEQ ID NO: 50

secuencia pAMA89 (excluyendo ¢l vector de ln cadena principal)
GTTTAAACTACTATTAGCTGAATTGCCACTGCTATCGTTGTTAGTGGCGTTAGTGCTTGCATTCAAAGA
CATGGAGGGCGTTATTACGCCGGAGCTCCTCGACAGCAGATCTGATGACTGGTCAATATATTITTTGCAT
TGAGGCTCTGTTTGGAATTATATTITGAGATGACCCATCTAATGTACTGGTATCACCAGATTTCATGTC
GTTTTTTAAAGCGGCTGCTTGAGTCTTAGCAATAGCGTCACCATCTGGTGAATCCTTTGAAGGAACCAC
TGACGAAGGTTTGGACAGTGACGAAGAGGATCTTTCCTGCTTTGAATTAGTCGCGCTGGGAGCAGATG
ACGAGTTGGTGGAGCTGGGGGCAGGATTGCTGGCCGTCGTGGGTCCTGAATGGGTCCTTGGCTGGTCC
ATCTCTATTCTGAAAACGGAAGAGGAGTAGGGAATATTACTGGCTGAAAATAAGTCTTGAATGAACGT
ATACGCGTATATTTCTACCAATCTCTCAACACTGAGTAATGGTAGTTATAAGAAAGAGACCGAGTTAG
GGACAGTTAGAGGCGGTGGAGATATTCCTTATGGCATGTCTGGCGATGATAAAACTTITTCAAACGGCA
GCCCCGATCTAAAAGAGCTGACACCCGGGAGTTATGACAATTACAACAACAGAATTCTTTCTATATAT -
GCACGAACTTGTAATATGGAAGAAATTATGACGTACAAACTATAAAGTAAATATTTTACGTAACACAT
GGTGCTGTTGTGCTTCTITTTTCAAGAGAATACCAATGACGTATGACTAAGTTTAGGATTTAATGCAGGT
GACGGACCCATCTTTCAAACGATTTATATCAGTGGCGTCCAAATTGTTAGGTTTIGTTGGTTCAGCAGG
TTTCCTGTTGTGGGTCATATGACTTTGAACCAAATGGCCGGCTGCTAGGGCAGCACATAAGGATAATT
CACCTGCCAAGACGGCACAGGCAACTATTCTTGCTAATTGACGTGCGTTGGTACCAGGAGCGGTAGCA
TGTGGGCCTCTTACACCTAATAAGTCCAACATGGCACCTTGTGGTTCTAGAACAGTACCACCACCGAT
GGTACCTACTTCGATGGATGGCATGGATACGGAAATTCTCAAATCACCGTCCACTTCTTTCATCAATGT
TATACAGTTGGAACTTTCGACATTTTGTGCAGGATCTTGTCCTAATGCCAAGAAAACAGCTGTCACTAA
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ATTAGCTGCATUTGCGTITAAATCCACCAACAGACUCAGUCA TTGCAUATCCAAUCAAATICI TAGLAA
TGTTCAACTCAACCAATGCGGAAACATCACTTTTTAACACTTTITCTGACAACATCACCAGGAATAGTAG
CTTCTGCGACGACACTCTTACCACGACCTTCGATCCAGTIGATGGCAGCTGGTTTTTITGTCGGTACAGT
AGTTACCAGAAACGGAGACAACCTCCATATCTTCCCAGCCATACTCTTCTACCATTTGCTTTAATGAGT
ATTCGACACCCTTAGAAATCATATTCATACCCATTGCGTCACCAGTAGTTGTTCTAAATCTCATGAAGA
GTAAATCTCCTGCTAGACAAGTTTGAATATGTTGCAGACGTGCAAATCTTGATGTAGAGTTAAAAGCT
TITITAATTGCGTTTTGTCCCTCTTCTGAGTCTAACCATATCTTACAGGCACCAGATCTTITCAAAGTTG
GGAAACGGACTACTGGGCCTCTTGTCATACCATCCTTAGTTAAAACAGTTGTTGCACCACCGCCAGCA
TTGATTGCCTTACAGCCACGCATGGCAGAAGCTACCAAACAACCCTCTGTAGTTGCCATTGGTATATG
ATAAGATGTACCATCGATAACCAAGGGGCCTATAACACCAACGGGCAAAGGCATGTAACCTATAACA
TTTTCACAACAAGCGCCAAATACGCGGTCG TAGTCATAATT'I‘TD‘\TATGGTAAACGATC AGATGCTAAT
ACAGGAGCTTCTGCCAAAATTGAAAGAGCCTITCCTACGTACCGCAACCGCTCTCGTAGTATCACCTAA
TTTETTCTCCAAAGCGTACAAAGGTAACTTACCGTGAATAACCAAGGCAGCGACCTCTTIGTTCTTCAA
TTGTITTGTATTTCCACTACTTAATAATGCTTCTAATICTTCYAAAGGACGTATTTTCTTATCCAAGCTTT
CAATATCGCGGGAATCATCTTCCTCACTAGATGATGAAGGTCCTGATGAGCTCGATTGCGCAGATGAT
AAACTTTTGACTTTCGATCCAGAAATGACTGTTTTATTGGTTAAAACTGGTGTAGAAGCCTTTTGTACA
GGAGCAGTAAAAGACTTCTTGGTGACTTCAGTCTTCACCAATTGGTCTGCAGCCATTATAGTTTTTICT
CCTTGACGTTAAAGTATAGAGGTATATTAACAATTTTTTGTTGATACTTTTATGACATTTGAATAAGAA
GTAATACAAACCGAAAATGTTGAAAGTATTAGTTAAAGTGGTTATGCAGCTTTTIGCATTTATATATCTG
TTAATAGATCAAAAATCATCGCTTCGCTGATTAATTACCCCAGAAATAAGGCTAAAAAACTAATCGCA
TTATTATCCTATGGTTGTTAATTIGATTCGTIGATITGAAGGTTTGTGGGGCCAGGTTACTGCCAATTTT
TCCTCTTCATAACCATAAAAGCTAGTATTGTAGAATCTITATIGTTCGGAGCAGTGCGGCGCGAGGCAC
ATCTGCGTTTCAGGAACGCGACCGGTGAAGACCAGGACGCACGGAGGAGAGTCTTCCGTCGGAGGGC
TGTCGCCCGCTCGOCGGCTTCTAATCCGTACTICAATATAGCAATGAGCAGTTAAGCGTATTACTGAAA
GTTCCAAAGAGAAGGTTITTTTTAGGCTAAGATAATGGGGCTCTTTACATTITCCACAACATATAAGTAA
GATTAGATATGGATATGTATATGGTGGTATTGCCATGTAATATGATTATTAAACTTCTTTGCGTCCATC
CAAAAAAAAAGTAAGAATTTITTGAAAATTCAATATAAATGGCTTCAGAAAAAGAAATTAGGAGAGAG
AGATTCTTGAACGTTTTCCCTAAATTAGTAGAGGAATTGAACGCATCGCTTTTGGCTTACGGTATGCCT
AAGGAAGCATGTGACTGGTATGCCCACTCATTGAACTACAACACTCCAGGCGGTAAGCTAAATAGAG
GTTTGTCCGTTGTGGACACGTATGCTATTCTCTCCAACAAGACCGTTGAACAATTGGGGCAAGAAGAA
TACGAAAAGGTTGCCATTCTAGGTTIGGTGCATTGAGTTGTTGCAGGCTTACTTCTTGGTCGCCGATGAT
ATGATGGACAAGTCCATTACCAGAAGAGGCCAACCATGTTGGTACAAGGTTCCTGAAGTTGGGGAAAT
TGCCATCAATGACGCATTCATGTTAGAGGCTGCTATCTACAAGCTTTTGAAATCTCACTTCAGAAACGA
AAAATACTACATAGATATCACCGAATTGTTCCATGAGGTCACCTTCCAAACCGAATTGGGCCAATTGA
TGGACTTAATCACTGCACCTGAAGACAAAGTCGACTTGAGTAAGTTCTCCCTAAAGAAGCACTCCITC
ATAGTTACTTTCAAGACTGCTTACTATTCTTTCTACTTGCCTGTCGCATTGGCCATGTACGTTGCCGGTA
TCACGGATGAAAAGGATTITGAAACAAGCCAGAGATGTCTTGATTICCATIGGGTGAATACTTCCAAATT
CAAGATGACTACTTAGACTGCTTCGGTACCCCAGAACAGATCGGTAAGATCGGTACAGATATCCAAGA
TAACAAATGTTCTTGGGTAATCAACAAGGCATTGGAACTTGCTTCCGCAGAACAAAGAAAGACTTTAG
ACGAAAATTACGGTAAGAAGGACTCAGTCGCAGAAGCCAAATGCAAAAAGATTTTCAATGACTTGAA
AATTGAACAGCTATACCACGAATATGAAGAGTCTATTGCCAAGGATTTGAAGGCCAAAATTTCTCAGG

" TCGATGAGTCTCGTGGCTTCAAAGCTGATGTCTT. AﬁCT GCGTTCTTGAACAAAGTTTACAAGAGAAGC
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AAATAGAACITAACGCTAATCOATAAAACATTAGATTICAAACTAGATAAGUACUATUTATAAGAAUTA
TATACTTCCAATATAATATAGTATAAGCTTTAAGATAGTATCTCTCGATCTACCGTTCCACGTGACTAG
TCCAAGGATTTTTTTTAACCCGGGATATATGTGTACTITGCAGTTATGACGCCAGATGGCAGTAGTGGA
AGATATTCTTTATTGAAAAATAGCTTGTCACCTTACGTACAATCTTGATCCGGAGCTTTTCTTTITTITGC
CGATTAAGAATTCGGTCGAAAAAAGAAAAGGAGAGGGCCAAGAGGGAGGGCATTGGTGACTATTGAG
CACGTGAGTATACGTGATTAAGCACACAAAGGCAGCTTGGAGTATGTCTGTTATTAATTTCACAGGTA
GTTCTGGTCCATTGGTGAAAGTTIGCGGCTTGCAGAGCACAGAGGCCGCAGAATGTGCTCTAGATTCC
GATGCTGACTTGCTGGGTATTATATGTGTGCCCAATAGAAAGAGAACAATTGACCCGGTTATTGCAAG
GAAAATTTCAAGTCTTGTAAAAGCATATAAAAATAGTTCAGGCACTCCGAAATACTTGGTTGGCGTGT
TTCGTAATCAACCTAAGGAGGATGTTTTGGCTCTGGTCAATGATTACGGCATTGATATCGTCCAACTGC
ATGGAGATGAGTCGTGGCAAGAATACCAAGAGTTCCTCGGTTTGCCAGTTATTAAAAGACTCGTATTT
CCAAAAGACTGCAACATACTACTCAGTGCAGCTITCACAGAAACCTCATTCGTITATTCCCTTGTTTGAT
TCAGAAGCAGGTGGGACAGGTGAACTITIGGATTGGAACTCGATTTCTGACTGGGTTGGAAGGCAAGA
GAGCCCCGAAAGCTTACATTTTATGTTAGCTGGTGGACTGACGCCGTTTAAAC

SEQ ID NO: 51

PAMA97 (excluyendo el veutor de la cadena principal)
GTTTAAACTTTICCAATAGGTGGTTAGCAATCGTCTTACTTTCTAACTTITICTTACCTTTTACATTTCAG
CAATA'I’ATA'I‘ATATATATTTCAAGGATA’I‘ACCAT‘TCT AATGTCTGCCCCTAAGAAGATCGTCGTTTTGC
CAGGTGACCACGTTGGTCAAGAAATCACAGCCGAAGCCATTAAGGTTCTTAAAGCTATTTCTGATGTT
CGTTCCAATGTCAAGTTCGATTTCGAAAATCATTTAATTGGTGGTGCTGCTATCGATGCTACAGGTGTT
CCACTTCCAGATGAGGCGCTGGAAGCCICCAAGAAGGCTGATGCCGTTITGTTAGGTGCTGTGGGTGG
TCCTAAATGGGGTACCGGTAGTGTTAGACCTGAACAAGGTTTACTAAAAATCCGTAAAGAACTTCAAT
TGTACGCCAACTTAAGACCATGTAACTTTGCATCCGACTCTCTTTTAGACTTATCTCCAATCAAGCCAC
AATTTGCTAAAGGTACTGACTTCGTTGTTGTCAGAGAATTAGTGGGAGGTATTTACTTTGGTAAGAGA
AAGGAAGACGTTTAGCTTGCCTCGTCCCCGCCGGGTCACCCGGCCAGCGACATGGAGGCCCAGAATAC
CCTCCTTGACAGTCTTGACGTGCGCAGCTCAGGGGCATGATGTGACTGTCGCCCGTACATTTAGCCCAT
ACATCCCCATGTATAATCATTTGCATCCATACATTTTGATGGCCGCACGGCGCGAAGCAAAAATTACG
GCTCCTCGCTGCAGACCTGCGAGCAGGGAAACGCTCCCCTCA CAGACGCGTTGAATTGTCCCCACGCC
GCGCCCCTGTAGAGAAATATAAAAGGTTAGGATTTGCCACTGAGGTTCTTCTTTCATATACTTCCTTIT
AAAATCTTGCTAGGATACAGTTCTCACATCACATCCGAACATAAACAACCATGGCAGAACCAGCCCAA
AAAAAGCAAAAACAAACTGTTCAGGAGCGCAAGGCGTTTATCTCCCGTATCACTAATGAAACTAAAAT
TCAAATCGCTATTTCGCTGAATGGTGGTTATATTCAAATAAAAGATTCGATTCTTCCTGCAAAGAAGGA
TGACGATGTAGCTTCCCAAGCTACTCAGTCACAGGTCATCGATATTCACACAGGTGTTGGCTTTTTGGA
TCATATGATCCATGCGTTGGCAAAACACTCTGGTTGGTCTCTTATTGTTGAATGTATTGGTGACCTGCA
CATTGACGATCACCATACTACCGAAGATTGCGGTATCGCATTAGGGCAAGCGTTCAAAGAAGCAATGG
GTGCTGTCCGTGGTGTAAAAAGATTCGGTACTGGGTTCGCACCATTGGATGAGGCGCTATCACGTGCC
GTAGTCGATTTATCTAGTAGACCATTIGCTGTAATCGACCTTGGATTGAAGAGAGAGATGATTGGTGA
TTTATCCACTGAAATGATTCCACACTTTTTGGAAAGTTTCGCGGAGGCGGCCAGAATTACTTTGCATGT
TGATTGTCTGAGAGGTTTCAACGATCACCACAGAAGTGAGAGTGCGTTCAAGGCTTTGGCTGTTGCCA
TAAGAGAAGCTATTTCTAGCAATGGCACCAATGACGTTCCCTCAACCAAAGGTGTITTGATGTGAAGT
ACTGACAATAAAAAGATTCTITGTTTICAAGAACTTGTCATTITGTATAGTITITITATATIGTAGTTGTTC
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TATTTTAATCAAATGITAGCGTGATITATATT T T T TCGCCTCUACATCATCTGUCCAGA TGLUGAAUTLTY
AAGTGCGCAGAAAGTAATATCATGCGTCAATCGTATGTGAATGCTGGTCGCTATACTGCTGTCGATTC
GATACTAACGCCGCCATCCACCCGGGTTTCTCATTCAAGTGGTAACTGCTGTTAAAATTAAGATATTTA
TAAATTGAAGCTTGGTCGTT! CCGACCAATACCGTAGGGAAACGTAAATTAGCT ATTGTAAAAAAAGGA
AAAGAAAAGAAAAGAAAAATGTTACATATCGAATTGATCTTATTCCTTTGGTAGACCAGTCTTTIGCGT
CAATCAAAGATTCGTTITGTTTCITGTGGGCCTGAACCGACTTGAGTTAAAATCACTCTGGCAACATCCT
TTTGCAACTCAAGATCCAATTCACGTGCAGTAAAGTTAGATGATTCAAATTGATGGTTGAAAGCCT C!'\
AGCTGCTCAGTAGTAAATTTCTTGTCCCATCCAGGAACAGAGCCAAACAATTTATAGATAAATGCAAA
GAGTTTCGACTCATTTTCAGCTAAGTAGTACAACACAGCATTTGGACCTGCATCAAACGTGTATGCAA
CGATTGTTTCTCCGTAAAACTGATTAATGGTGTGGCACCAACTGATGATACGCTTGGAAGTGTCATTCA
TGTAGAATATTGGAGGGAAAGAGTCCAAACATGTGGCATGdAAAGAGTTGGAATCCATCATTGT]TCC
TITGCAAAGGTGGCGAAATCTTTTTCAACAATGGCTTTACGCATGACTTCAAATCTCTTITGGTACGACA
TGTTCAATTCTTTCTTTAAATAGTTCGGAGGTTGCCACGGTCAATTGCATACCCTGAGTGGAACTCACA
TCCTTTTTAATATCGCTGACAACTAGGACACAAGCTTTCATCTGAGGCCAGTCAGAGCTGTCTGCGATT
TGTACTGCCATGGAATCATGACCATCTTCAGCTTTTCCCATTTCCCAGGUCACGTATCCGCCAAACAAC
GATCTACAAGCTGAACCAGACCCCTTTCTTGCTATTCTAGATATTTCTGAAGTTGACTGTGGTAATTGG
TATAACTTAGCAATTGCAGAGACCAATGCAGCAAAGCCAGCAGCGGAGGAAGCTAAACCAGCTGCTG
TAGGAAAGTTATTTTCGGAGACAATGTGGAGTTTCCATTGAGATAATGTGGGCAATGAGGCGTCCTTC
GATTCCATITCCTTTCTTAATTGGCGTAGGTCGCGCAGACAATTTITGAGTTCTITCATTGTCGATGCTGT
GTGGTTCTCCATTTAACCACAAAGTGTCGCGTTCAAACTCAGGTGCAGTAGCCGCAGAGGTCAACGTT
CTGAGGTCATCTTGCGATAAAGTCACTGATATGGACGAATTGGTGGGCAGATTCAACTTCGTGTCCCTT
TTCCCCCAATACTTAAGGGTTGCGATGTTGACGGGTGCGGTAACGGATGCTGTGTAAACGGTCATTAT
AGTTTTTTCTCCTTGACGTTAAAGTATAGAGGTATATTAACAATTTITITGTTGATACTTTTATGACATTT
GAATAAGAAGTAATACAAACCGAAAATGTTGAAAGTATTAGTTAAAGTGGTTATGCAGCTTTTGCATT
TATATATCTGTTAATAGATCAAAAATCATCGCTTCGCTGATTAATTACCCCAGAAATAAGGCTAAAAA
ACTAATCGCATTATTATCCTATGGTTGTTAATTTGATTCGTTGATTTGAAGGTTTGTGGGGCCAGGTTA
CTGCCAATTTITTCCTCTTCATAACCATAAAAGCTAGTATTGTAGAATCTTTATTGTTCGGAGCAGTGCG
GCGCGAGGCACATCTGCGTTTCAGGAACGCGACCGGTGAAGACCAGGACGCACGGAGGAGAGTCTTC
CGTCGGAGGGCTGTCGCCCGCTCGGCGGCTTCTAATCCGTACTTCAATATAGCAATGAGCAGTTAAGC
GTATTACTGAAAGTTCCAAAGAGAAGGTTITTTITTAGGCTAAGATAATGGGGCTCTTTACATTTCCACAA
CATATAAGTAAGATTAGATATGGATATGTATATGGTGGTATTGCCATGTAATATGATTATTAAACTTCT
TTGCGTCCATCCAAAAAAAAAGTAAGAATTTTTGAAAATTCAATATAAATGTCAGAGTTGAGAGCCTT
CAGTGCCCCAGGGAAAGCGTTACTAGCTGGTGGATATTTAGTTTTAGATCCGAAATATGAAGCATTTG
TAGTCGGATTATCGGCAAGAATGCATGCTGTAGCCCATCCTTACGGTTCATTGCAAGAGTCTGATAAG
TTTGAAGTGCGTGTGAAAAGTAAACAATTTAAAGATGGGGAGTGGCTGTACCATATAAGTCCTAAAAC
TGGCTTCATTCCTGTTTCGATAGGCGGATCTAAGAACCCTTTCATTGAAAAAGTTATCGCTAACGTATT
TAGCTACTTTAAGCCTAACATGGACGACTACTGCAATAGAAACTTGTTCGTTATTGATATITICTICTGA
TGATGCCTACCATTCTCAGGAGGACAGCGTTACCGAACATCGTGGCAACAGAAGATTGAGTTITCATT
CGCACAGAATTGAAGAAGTTCCCAAAACAGGGCTGGGCTCCTCGGCAGGTITAGTCACAGTTTTAACT
ACAGCTTTGGCCTCCTTTTTTGTATCGGACCTGGAAAATAATGTAGACAAATATAGAGAAGTTATTCAT
AATTTATCACAAGTTGCTCATTGTCAAGCTCAGGGTAAAATTGGAAGCGGGTTTGATGTAGCGGCGGC
AGCATATGGATCTATCAGATATAGAAGATTCCCACCCGCATTAATCTCTAATTTGCCAGATATTGGAA
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GTGCTACT TAUCGUGCAUTAAACTUULCULCA T T ITUG T TAATUAAGAAUGACHUGAATATAALUATIAAAAUL
AACCATTTACCTTCGGGATTAACTTTATGGATGGGCGATATTAAGAATGGTTCAGAAACAGTAAAACT
GGTCCAGAAGGTAAAAAATTGGTATGATTCGCATATGCCGGAAAGCTTGAAAATATATACAGAACTCG
ATCATGCAAATTCTAGATTTATGGATGGACTATCTAAACTAGATCGCTTACACGAGACTCATGACGATT
ACAGCGATCAGATATTITGAGTCTCTTGAGAGGAATGACTGTACCTGTCAAAAGTATCCTGAGATCACA
GAAGTTAGAGATGCAGTTGCCACAATTAGACGTTCCTTTAGAAAAATAACTAAAGAATCTGGTGCCGA
TATCGAACCTCCCGTACAAACTAGCTTATTGGATGATTGCCAGACCTTAAAAGGAGTTCTTACTTIGCTT
AATACCTGGTGCTGGTGGTTATGACGCCATTGCAGTGATTGCTAAGCAAGATGTTGATCTTAGGGCTC
AAACCGCTGATGACAAAAGATTTTCTAAGGTTCAATGGCTGGATGTAACTCAGGCTGACTGGGGTGTT
AGGAAAGAAAAAGATCCGGAAACTTATCTTGATAAATAACTTAAGGTAGATAATAGTGGTCCATGTG
ACATCTTTATAAATGTGAAGTTTGAAGTGACCGCGCTTAACATCTAACCATTCATCTTCCGATAGTACT
TGAAATTGTTCCTTTCGGCGGCATGATAAAATTCTTITTAATGGGTACAAGCTACCCGGGAAAGATTCTC
TTTTTTTATGATATTTGTACATAAACTTITATAAATGAAATTICATAATAGAAACGACACGAAATTACAAA
ATGGAATATGTTCATAGGGTAGACGAAACTATATACGCAATCTACATACATTTATCAAGAAGGAGAAA
AAGGAGGATGTAAAGGAATACAGGTAAGCAAATTGATACTAATGGCTCAACGTGATAAGGAAAAAGA
ATTGCACTTTAACATTAATATTGACAAGGAGGAGGGCACCACACAAAAAGTTAGGTGTAACAGAAAA
TCATGAAACTATGATTCCTAATTTATATATTGGAGGATTTTCTCTAAAAAAAAAAAAATACAACAAAT
AAAAAACACTCAATCGACCTGACCATTTIGATGGAGTTTAAGTCAATACCTTCTTGAACCATTTCCCATAA
TGGTGAAAGTTCCCTCAAGAATTTTACTCTGTCAGAAACGGCCTTAACGACGTAGTCGACCTCCTCTTC
AGTACTAAATCTACCAATACCAAATCTGATGGAAGAATGGGCTAATGCATCATCCTTACCCAGCGCAT
GTAAAACATAAGAAGGTTCTAGGGAAGCAGATGTACAGGCTGAACCCGAGGATAATGCGATATCOCCT
TAGTGCCATCAATAAAGATTCTCCTTCCACGTAGGCGAAAGAAACGTTAACACGTTITAAAC

SEQ ID NO: 52

seeuencia pAM493 (excluyendo el veotor Jde la cadena principal)
GTTTAAACTACTCAGTATATTAAGITICGAATTGAAGGGCGAACTCTTATTCGAAGTCGGAGTCACCAC
AACACTTCCGCCCATACTCTCCGAATCCTCGTTTCCTAAAGTAAGTTTACTTCCACTTGTAGGCCTATTA
TTAATGATATCTGAATAATCCTCTATTAGGGTTIGGATCATTCAGTAGCGCGTGCGATTGAAAGGAGTCC
ATGCCCGACGTCGACGTGATTAGCGAAGGCGCGTAACCATTGTCATGTCTAGCAGCTATAGAACTAAC
CTCCTTGACACCACTTGCGGAAGTCTCATCAACATGCTCTTCCTTATTACTCATTCTCTTACCAAGCAG
AGAATGTTATCTAAAAACTACGTGTATTTCACCTCTTTCTCGACTTGAACACGTCCAACTCCTTAAGTA
CTACCACAGCCAGGAAAGAATGGATCCAGTTCTACACGATAGCAAAGCAGAAAACACAACCAGCGTA
CCCCTGTAGAAGCTTCTTTGTTTACAGCACTTGATCCATGTAGCCATACTCGAAATTTCAACTCATCTG
AAACTTTTCCTGAAGGTTGAAAAAGAATGCCATAAGGGTCACCCGAAGCTTATTCACGCCCGGGAGTT
ATGACAATTACAACAACAGAATTCTTTCTATATATGCACGAACTTGTAATATGGAAGAAATTATGACG
TACAAACTATAAAGTAAATATTTTACGTAACACATGGTGCTGTTGTGCTTCTTTTTCAAGAGAATACCA
ATGACGTATGACTAAGTTTAGGATTTAATGCAGGTGACGGACCCATCTTTCAAACGATITATATCAGTG
GCGTCCAAATTGTTAGGTTTTGTTGGTTCAGCAGGTTTCCTGTTGTGGGTCATATGACTTITGAACCAAA
TGGCCGGCTGCTAGGGCAGCACATAAGGATAATTCACCTGCCAAGACGGCACAGGCAACTATTCTITGC
TAATTGACGTGCGTTGGTACCAGGAGCGGTAGCATGTGGGCCTCTTACACCTAATAAGTCCAACATGG
CACCTTGTGGTTCTAGAACAGTACCACCACCGATGGTACCTACITCGATGGATGGCATGGATACGGAA

ATTCTCAAATCACCGTCCACTTCTITCATCAATGTTATACAGTTGGAACTTTCGACATTTTGTGCAGGAT
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CTTGTCCTAATGCCAAGAAAACAGCTGTCACTAAATTAGCTGCATGTGCGTTAAATCCACCAACAGAC
CCAGCCATTGCAGATCCAACCAAAT
TCTTAGCAATGTTCAACTCAACCAATGCGGAAACATCACTTTTTAACACTTTTCTGACAACATCACCAG
GAATAGTAGCTTCTGCGACGACACTCTTACCACGACCTTCGATCCAGTTGATGGCAGCTGGTTITITGT
CGGTACAGTAGTTACCAGAAACGGAGACAACCTCCATATCTTCCCAGCCATACTCTTCTACCATTITGCT
TTAATGAGTATTCGACACCCTTAGAAATCATATTCATACCCATTGCGTCACCAGTAGTTGTTCTAAATC
TCATGAAGAGTAAATCTCCTGCTAGACAAGTTTGAATATGTIGCAGACGTGCAAATCTTGATGTAGAG
TTAAAAGCTTTTTTAATTGCGTTTTGTCCCTCTTCTGAGTCTAACCATATCTTACAGGCACCAGATCTTT
TCAAAGTTGGGAAACGGACTACTGGGCCTCTTGTCATACCATCCTTAGTTAAAACAGTTGTTGCACCAC
CGCCAGCATTGATTGCCTTACAGCCACGCATGGCAGAAGCTACCAAACAACCCTCTGTAGTTGCCATT
GGTATATGATAAGATGTACCATCGATAACCAAGGGGCCTATAACACCAACGGGCAAAGGCATGTAAC
CTATAACATTTTCACAACAAGCGCCAAATACGCGGTCGTAGTCATAATTITTATATGGTAAACGATCA
GATGCTAATACAGGAGCTTCTGCCAAAATTGAAAGAGCCTTCCTACGTACCGCAACCGCTCTICGTAGT
ATCACCTAATTTTTTCTCCAAAGCGTACAAAGGTAACTTACCGTGAATAACCAAGGCAGCGACCTCTTT
GTTCTTCAATTGTITTIGTATTTCCACTACTTAATAATGCTTCTAATTCTTCTAAAGGACGTATTTTCTTAT
CCAAGCTTTCAATATCGCGGGAATCATCTTCCTCACTAGATGATGAAGGTCCTGATGAGCTCGATTGCG
CAGATGATAAACTTTTGACTTITCGATCCAGAAATGACTGTTTTATIGGTTAAAACTGGTGTAGAAGCCT
TTTGTACAGGAGCAGTAAAAGACTTCTTGGTGACTTCAGTCTTCACCAATTGGTCTGCAGCCATTATAG
TITTTTCTCCTTGACGTTAAAGTATAGAGGTATATTAACAATTTTTIGTTGATACTITTATGACATTTGA
ATAAGAAGTAATACAAACCGAAAATGTTGAAAGTATTAGTTAAAGTGUGTTATGCAGCTTTTGCATTTA
TATATCTGTTAATAGATCAAAAATCATCGCTTCGCTGATTAATTACCCCAGAAATAAGGCTAAAAAAC
TAATCGCATTATTATCCTATGGTTGTTAATTTGATTCGTTGATTTGAAGGTTITGTGGGGCCAGGTTACTG
CCAATTTTTCCTCTTCATAACCATAAAAGCTAGTATTGTAGAATCTTTATTGTTCGGAGCAGTGCGGCG
CGAGGCACATCTGCGTTTCAGGAACGCGACCGGTGAAGACCAGGACGCACGGAGGAGAGTCTTCCGT
CGGAGGGCTGTCGCCCGCTCGGCGGCTTCTAATCCGTACTTCAATATAGCAATGAGCAGTTAAGCGTA
TTACTGAAAGTTCCAAAGAGAAGGTTTTTTTAGGCTAAGATAATGGGGCTCTTTACATTTCCACAACAT
ATAAGTAAGATTAGATATGGATATGTATATGGTGGTATTGCCATGTAATATGATTATTAAACTTCTITIG
COTCCATCCAAAAAAAAAGTAAGAATTTTTGAAAATTCAATATAAATGACTGCCGACAACAATAGTAT
GCCCCATGGTGCAGTATCTAGTTACGCCAAATTAGTGCAAAACCAAACACCTGAAGACATTTTGGAAG
AGTTTCCTGAAATTATTCCATTACAACAAAGACCTAATACCCGATCTAGTGAGACGTCAAATGACGAA
AGCGGAGAAACATGTTTTITCTGGTCATGATGAGGAGCAAATTAAGTTAATGAATGAAAATTGTATTGT
TTTGGATIGGGACGATAATGCTATTGGTGCCGGTACCAAGAAAGTTITGTCATTTAATGGAAAATATTG
AAAAGGGTTTACTACATCGTGCATTCTCCGTCTTTATTTTCAATGAACAAGGTGAATTACTTTITACAAC
AAAGAGCCACTGAAAAAATAACTTTCCCTGATCTTTGGACTAACACATGCTGCTCTCATCCACTATGTA
TTGATGACGAATTAGGTITGAAGGGTAAGCTAGACGATAAGATTAAGGGCGCTATTACTGCGGCGGTG
AGAAAACTAGATCATGAATTAGGTATTCCAGAAGATGAAACTAAGACAAGGGGTAAGTTTCACTTTTT
AAACAGAATCCATTACATGGCACCAAGCAATGAACCATGGGGTGAACATGAAATTGATTACATCCTAT
TTTATAAGATCAACGCTAAAGAAAACTTGACTGTCAACCCAAACGTCAATGAAGTTAGAGACTTCAAA
TGGGTTTCACCAAATGATTTGAAAACTATGTTTGCTGACCCAAGTTACAAGTTTACGCCTTGGTITAAG
ATTATTTGCGAGAATTACTTATTICAACTGGTGGGAGCAATTAGATGACCTTTCTGAAGTGGAAAATGA
CAGGCAAATTCATAGAATGCTATAACAACGCGTCAATAATATAGGCTACATAAAAATCATAATAACTT
TGTTATCATAGCAAAATGTGATATAAAACGTTTCATTTCACCTGAAAAATAGTAAAAATAGGCGACAA
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AAATCCITAGTAATATGTAAACLUITATITIC I TAT T TACCCUUGUAUTCAUG LU TUACTC N TULUGAUGAGA
TGAGGATGTAATAATACTAATCTCGAAGATGCCATCTAATACATATAGACATACATATATATATATAT
ACATTCTATATATTCTTACCCAGATTCTTTGAGGTAAGACGGTTGGGTTTTATCTITTGCAGTTGGTACT
ATTAAGAACAATCGAATCATAAGCATTGCTTACAAAGAATACACATACGAAATATTAACGATAATGTC
AATTACGAAGACTGAACTGGACGGTATATTGCCATTGGTGGCCAGAGGTAAAGTTAGAGACATATATG
AGGTAGACGCTGGTACGTTGCTGTTTGTTGC] TACGGATCGTATCTCTGCATATGACGTTATTATGGAAA
ACAGCATTCCTGAAAAGGGGATCCTATTGACCAAACTGTCAGAGTTCTGGTTCAAGTTCCTGTCCAAC
GATGTTCGTAATCATITGGTCGACATCGCCCCAGGTAAGACTATTTITCGATTATCTACCTGCAAAATTG
AGCGAACCAAAGTACAAAACGCAACTAGAAGACCGCTCTCTATTGGTTCACAAACATAAACTAATICC
ATTGGAAGTAATTGTCAGAGGCTACATCACCGGATCTGCTTGGAAAGAGTACGTAAAAACAGGTACTG
TGCATGGTTTGAAACAACCTCAAGGACTTAAAGAATCTCAAGAGTTCCCAGAACCAATCTTCACCCCA
TCGACCAAGGCTGAACAAGGTGAACATGACGAAAACATCTCTCCTGCCCAGGCCGCTGAGCTGGTGG
GTGAAGATTTGTCACGTAGAGTGGCAGAACTGGCTGTAAAACTGTACTCCAAGTGCAAAGATTATGCT
AAGGAGAAGGGCATCATCATCGCAGACACTAAATTGTTTAAAC

SEQ ID NO: 53

secuencin pAM426 .
TCGCGCGTTTCGGTGATGACGGTGAAAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGT
CIGTAAGCGGATGCCGGGAGCAGACAAGCCCGTCAGGGCGCGTCAGCGGGTGTTGGCGGGTGTCGGG
GCTGGCTTAACTATGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGCACCATATCGACTACGTCGTAAGG
CCGTTTCTGACAGAGTAAAATTCTTGAGGGAACTTTCACCATTATGGGAAATGCTTCAAGAAGGTATT
GACTTAAACTCCATCAAATGGTCAGGTCATTGAGTGTTTTTTATTTGTTGTATTITITITITTTTAGAGA
AAATCCTCCAATATCAAATTAGGAATCGTAGTTICATGATTTITCTGTTACACCTAACTTTTTGTGTGGTG
CCCTCCTCCTTGTCAATATTAATGTTAAAGTGCAATTCTITITTICCTTATCACGTIGAGCCATTAGTATCA
ATTTGCTTACCTGTATTCCTTTACTATCCTCCTITTTTCTCCTTCTIGATAAATGTATGTAGATTGCGTATA
TAGTTTCGTCTACCCTATGAACATATTCCATTITIGTAATTITCGTGTCGTTTCTATTATGAATTTCATTTAT
AAAGTTTATGTACAAATATCATAAAAAAAGAGAATCTTTTTAAGCAAGGATTTTCTTAACTTCTTCGGC
GACAGCATCACCGACTTCGGTGGTACTGTTGGAACCACCTAAATCACCAGTTCTGATACCTGCATCCA
AAACCTTTTFAACTGCATCTTCAATGGCCTTACCTTCTTCAGGCAAGTTCAATGACAATTTCAACATCA
TTGCAGCAGACAAGATAGTGGCGATAGGGTCAACCTTATTCTITGGCAAATCTGGAGCAGAACCGTGG
CATGGTTCGTACAAACCAAATGCGGTGTTCTTGTCTGGCAAAGAGGCCAAGGACGCAGATGGCAACA
AACCCAAGGAACCTGGGATAACGGAGGCTTCATCGGAGATGATATCACCAAACATGTTGCT: G GTGATT
ATAATACCATTTAGGTGGGTTGGGTTCTTAACTAGGATCATGGCGGCAGAATCAATCAATTGATGTTG
AACCTTCAATGTAGGGAATTCGTTCTTGATGGTTTCCTCCACAGTTITITCICCATAATCTTGAAGAGGC
CAAAAGATTAGCTTTATCCAAGGACCAAATAGGCAATGGTGGCTCATGTTGTAGGGCCATGAAAGCGG
CCATTCTTGTGATTCTTTGCACTTCTGGAACGGTGTATTGTTCACTATCCCAAGCGACACCATCACCAT
CGTCTTCCTTTCTCTTACCAAAGTAAATACCTCCCACTAATTCTCTGACAACAACGAAGTCAGTACCTT
TAGCAAATTGTGGCTTGATTGGAGATAAGTCTAAAAGAGAGTCGGATGCAAAGTTACATGGTCTTAAG
TTGGCGTACAATTGAAGTTCTTITACGGATTTTTAGTAAACCTTGTTCAGGTCTAACACTACCGGTACCC
CATITAGGACCAGCCACAGCACCTAACAAAACGGCATCAACCTTCTTGGAGGCTTCCAGCGCCTCATC
TGGAAGTGGGACACCTGTAGCATCGATAGCAGCACCACCAATTAAATGATTTTCGAAATCGAACTTGA
CATTGGAACGAACATCAGAAATAGCTITAAGAACCTTAATGGCTITCGGCTGTGATTITCTTGACCAACG
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REIVINDICACIONES

1. Un método para producir un isoprenoide,

-

Ay
caracterizado porgue comprende:

(a) obtener una pluralidad de células huésped que
comprenden una ruta enzimatica para elaborar isopentenil
pirofosfato y en donde todas las enzimas de ruta estan bajo el
control de un regulador transcripcional heterdlogo y

(b) cultivar las células huésped en un medio, bajo
condiciones que son sub-déptimas en comparacicnes con las
condiciones que proporcionarian una velocidad de crecimiento
éspecifica maxima para las células huésped. |

2. El método de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque la ruta es la ruta de mevalonato.

3. E1l método de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque la ruta es la ruta DXP.

4. El método de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque el por lo menos un regulador
transcripcional heterdlogo es inducible.

5. El método de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque las enzimas de ruta estan bajo el control
de un solo regulador transcripcionatl.

6. El1 método de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque las enzimas de ruta estan bajo el control
de un regulador transcripcional multiple.

7. E1 método de conformidad con la reivindicacién 1,

z02
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caracterizado porque las células huésped son procariontes.

8. El método de conformidad con la reivindicacién 7,
caracterizado porque las células huésped son E. coli.

9. El método de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque las células huésped son eucariontes.

10. E1l método de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque las células huésped son hongos.

11. El método de conformidad con la reivindicacién 9,
caracterizado porque las células huésped son S. cerevisiae,.

12, El1 método de conformidad con la reivindicacién 2,
caracterizado porque la ruta comprende una secuencia de 4cido
nucleico que codifica una enzima de ruta de mevalonatc de un
procarionte que tiene una ruta de mevalonato enddgena.

13. El método de conformidad con 1la reivindicacién
12, caracterizado ©porque el procarionte es del género
seleccionado de Enterococcus, Pseudomonas y Staphyloccoccus.

14. El1 método de conformidad con la reivindicacién
13, ~caracterizado porgue la secuencia de 4&cido nucleico es
seleccionada de acetil-CoA tioclasa, HMG-CoA sintasa, HMG-CoA
reductasa y mevalonato cinasa.

15. El método de conformidad con la reivindicacién
12, caracterizado porque la secuencia de 4&cido nucleico
codifica una HMG redactasa clase IT.

l6. El método de conformidad con la reivindicacién 1,

caracterizado porque las células huésped son cultivadas en el
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medio en donde el nutriente o 1la temperatura o ambos son
mantenidos a un nivel por debajo de aquel que proporcionaria la
velocidad de crecimiento especifica ma&xima para las células
huésped.

17. E1 método de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque la temperatura del medio es por lo menos
aproximadamente 2-20°C menor que aquella que proporcionaria la
velocidad de crecimiento especifica méxima.

18. El1 método de conformidad con la reivindicacién
17, caracterizado porque las células huésped son cultivadas a
una temperatura por lo menos aproximadamente 5°C menor que
aquella gque proporcionaria la velocidad de crecimiento

especifica maxima.

19. El1 método de conformidad con la reivindicacién,

17, caracterizado porque la temperatura del medio es por lo
menos aproximadamente 10°C menor que aquella que proporcionaria
la velocidad de crecimiento especifica maxima.

20. E1l método de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque el medioc comprende una fuente de carbono y
la cantidad de fuente de carbono proporcionard aproximadamente
90% o menos de la velocidad de crecimiento especifica maxima.

21. El1 método de conformidad con la reivindicacidn
20, caracterizado porque la cantidad de la fuente de carbono
pfoporcionaré aproximadamente 75% o menos de la velocidad de

crecimiento especifica maxima.
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22. El métcdo de conformidad con la reivindicacién
20, caracterizado porque la cantidad de la fuente de carbono
proporcionarad aproximadamente 50% o menos de la velocidad de
crecimiento especifica maxima.

23. El método de conformidad con la reivindicacidn
20, caracterizado porque la cantidad de la fuente de carbono
proporcionara aproximadamente 25% o menos de la velocidad de
crecimiento especifica maxima.

24. El1 método de conformidad con la reivindicacién
20, caracterizado porgque la cantidad de 1la fuente de carbono
proporcionarad aproximadamente 75%-10% de la velocidad de
crecimiento especifica maxima.

25. El método de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque el medio comprende una fuente de nitrdgeno
presente en una cantidad menor que aquella que proporcionaria
aproximadamente el 90% o menos de la velocidad especifica
maxima.

26, El1 método de conformidad con la reivindicacién
25, caracterizado porque la cantidad de la fuente de nitrdgeno
proporcionard aproximadamente 75% 'O menos de la velocidad de
crecimiento maxima especifica.

27. El método de conformidad con la reivindicacién
25, caracterizado porque la cantidad de la fuente de nitrégeno
proporcionara el 50% o menos de la velocidad de crecimiento

especifica maxima.

205
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28. El1 método de conformidad con la reivindicacidn
25, caracterizado porque la cantidad de la fuente de nitrégeno
proporcioconara aproximadamente 25% o menos de la velocidad de
crecimiento especifica maxima.

29. El1 método de conformidad con la reivindicacién
25, caracterizado porque la cantidad de la fuente de nitrdégeno
proporcionara aproximadamente 75%-10% de la velocidad de
crecimiento especifica maxima.

30. El método de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque el isoprenoide es producido en una
cantidad mayor de aproximadamente 10 gramos por litro del
medio.

31. El método de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque el isoprenoide es producido en una
cantidad mayor de aproximadamente 50 mg por gramo de peso de
célula seco.

32. El metodo de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 30 o 31, caracterizado porqgue la cantidad de
isoprenoide preoducido es menor de aproximadamente 150 horas.

33. E1 método de conformidad conlcualquiera de las
reivindicaciones 30 o 31, caracterizado porque la cantidad de
isoprenoide es producido en menos de aproximadamente 96 horas.

34. El método de conformidad con cualquiera de las
reivindicacicnes 30 o 31, caracterizado porque la cantidad de

isoprenoide es producido en menos de aproximadamente 72 horas.
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35. El método de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque las células huésped son cultivadas a una
temperatura menor que aquella gque proporciconaria la velocidad
de crecimiento especifica méxima y en donde las células huésped
son cultivadas en un medio en el cual la fuente de carbono es
mantenida a un nivel menor que aquel gque proporcionaria la
velocidad de crecimiento especifica maxima.

36. E1 método de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque el isoprenoide es seleccionado del grupo
que consiste de un hemiterpeno, monoterpeno, diterpeno,
triterpeno, triterpeno, tetraterpeno y politerpeno.

37. El método de conformidad con la reivindicacidén 1,
caracterizado porgue el isoprencide no es un carotenoide.

38. El1 método de conformidad con la reivindicacidén 1,
caracterizado porque el isoprenoide es un Cs-C;p isprenoide.

39, El método de conformidad con la reivindicacién 1,

caracterizado porque el isoprenoide es seleccionado del grupo

que consiste de abietadieno, amorfadieno, careno, a-farneseno,
B-farneseno, farnesol, geraniocl, geranilgeraniol, isopreno,
linalool, limoneno, mirceno, nerolidel, ocimenc, patchoulol, B-

pineno, sabineno, y-terpineno, terpinolenc y valenceno.
40. Un método para producir un isoprencide,
caracterizado porque comprende:

(a) obtener una pluralidad de células huésped que

26+



15

202

comprenden una secuencia de &cido nucleico que codifica una
enzima de ruta de mevalonato de un procarionte gue tiene una
ruta de mevalonato endégena y

(b) cultivar las células huésped en un medio, bajo
condiciones que son sub-Optimas en comparaciones con las
condiciones que preoporcionarian una velocidad de crecimiento
especifica midxima para las células huésped.

41. Una célula huésped, caracterizada porque es apta
de producir un isoprencide en una cantidad mayor de
aproximadamente 10 gramos por litro del medio, cuando es
cultivada en un medio que comprende una fuente de carbkono.

42. Una célula huésped, caracterizada porque es apta
de producir un isoprenoide en una <cantidad mayor de
aproximadamente 50 gramos por gramo de peso de célula seca
cuando es cultivada en un medio que comprende una fuente de
carbono.

43. El método de conformidad con cualquiera de las
reivindicaciones 40 o 41, caracterizado porque la cantidad de

isoprenoide es producida en menos de aproximadamente 150 horas.
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RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencidén proporcicna métodos para una
produccidén robusta de isoprenoides via una © mas rutas
biosintéticas. La invencién también proporciona acidos
nucleicos, enzimas, vectores de expresidn y células huésped
modificadas genéticamente para llevar a cabo los métodos
presentes. La invencién también proporciona métodos de
fermentacién para la alta productividad de 1isoprenoides a

partir de células huésped modificadas genéticamente.
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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

TARJETA ARCHIVO PROPIETARIOS :
PATENTE DE INVENCION ___ PCT _X  MODELOQ DE UTILIDAD ____ DISENO INDUSTRIAL —

I

(21) N° de solicitud: (22) Fecha de solicitud: 25 DE NOVIEMBRE DE 2008
{51} Clasificacion Internacional :

(74)Solicitante(s) AMYRIS BIOTECHNOLOGIES, INC.

(72) Inventor{es) Neil Stephen RENNINGER; Jack NEWMAN: Keith Kinkead REILING; Rika REGENTIN y Christopher John
PADDON

{74) Agente: HUMBERTO RUBIO CAMACHO

(30) Prioridad (31} No.Prioridad 32} Fecha {33) Pais
ESTADOUNIDENSE 60/808,98% 26/05/2006 ESTADGS UNIDOS DE AMERICA
ESTADOUNIDENSE 60/870,592 1811212006 ESTADOS UNIDOS DE AMERICA
(85) Fecha inicio fase nacional: {87) Publicacion internacional
‘36) Datos reiativos a la presentacién de la solicitud PCT Fecha: 06/12/2007
Fecha de presentacion de la selicitud: 25/05/2007 N° publicacién: WO 2007/140339

-:.No. de solicitud: ~ PCT! US2007/069807

(5¥7iulo:  PRODUCCION DE ISOPRENOIDES
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
TARJETA ARCHIVO TEMATICO -
PATENTE DE INVENCION PCT__X _ MODELODE UTILIDAD ___ DISENO INDUSTRIAL ___

M) N° de solicitud: ~ (22) Fecha de solicitud: 25 DE NOVIEMBRE DE 2008
1) Clasificacion Internacional ;

(71)Soiicitante(s) AMYRIS BIOTECHNOLOGIES, INC.

(72) Inventor(es) Neil Stephen RENNINGER; Jack NEWMAN; Keith Kmkead REILING; Rika
REGENTIN y Christopher John PADDON .

(74) Agente: HUMBERTO RUBIO CAMACHO

(30) Pricridad (31) No. Pricridad 32) Fecha (33) Pais -

ESTADOUNIDENSE 60/808,989 26/05/2006 ESTADOS UNIDOS DE
1812/2006 2?5::';%% UNIDOS DE
60/870,592

ESTADOUNIDENSE AMERICA

(85) Fecha inicio fase nacional: {87) Publicacién internacional:

(86) Datos relativos a la presentacién de la sohc PCT ‘Fecha; 06/112/2007
Fecha de presentacidn de la solicitud: 25/05/2007 ~ No. Publicacion. WO 2007/140339
No. de solicitud:  PCT/US$2007/069807

(54) Titulo:  PRODUCCION DE ISOPRENOIDES

(57) Resumen;

1método para producir un isoprenoide, caracterizado porque comprende:
.+) obtener una pluralidad de células huésped que comprenden una ruta enzimatica para elaborar isopentenil pirofosfato y en donde lodas las enzimas de ruta estan bajo el
contro! de un regulador transcripcional heterdlogo y (b) cultivar las células huésped en un medio, bajo condiciones que son sub-Gptimas en comparaciones con las
condiciones que proporcionarian una velocidad de crecimiento especifica méxima para las células huésped.

23)
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No. 08-125171- -00000-0000
b b SOUE- 112512 07 08 Dep 20020 NUECKIZACION

1Y PAITLNTLY Lve T8 FASENACIOMNALL
fer 411 PRLSUNTACION Foliog @30

mercio
YVENCIA

REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE

PATENTE DE INVENCION

Descripcion de la invencién
Dibujos de ser estos pertinentes

L B X R 2

COMPLETA [ ]

DISENO INDUSTRIAL [ ]

material que incorpora el disefio

L R R B

COMPLETA [ ]

ESQUEMA DE TRAZADO [ ]
4

COMPLETA [ ]

,Q@V\ c‘]r‘D‘ Torx? bue2

Firma Responsable

Fecha AL 25 Cﬁ

v

Indicacion de que se solicita la concesion de una patente
Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Indicacion de que se solicita el registro de Disefio Industrial [
Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud |
Representacion grafica y fotografica del Disefo industrial ¢ muestira del [

[

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Indicacion de que se solicita el registro de un Esquema de Trazado

4 Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
® Representacion grafica del esquema trazado

€ Comprobante de pago de las tasas establecidas

PCT

MODELO DE UTILIDAD [ ]

y
1
[

i

INCOMPLETA | ]

[ S TP

INCOMPLETA [ ]

[— p— oy q—

INCOMPLETA [ |

Carrera 13 No. 27-00 Piso 5,7y 10
Conmutador: 3 82 08 40
Fax: 350 52 20
E-mail: info@sic.gov.co
WWW.SIC.gov.Cco
Bogota, D.C., Colombia



REPUBLICA DE COLOMBIA 'Z%(L |
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

Bogota,
2020

Doctor (a)
RUBIO CAMACHOC HUMBERTO

REFERENCIA Radicacidn No. 8 125171
Solicitud internacional PCT/US2007/069807
Fecha inicio fase nacional 26/12/2008
Tramite 11
Evento 378
Actuacién 430

Oficio No. St ”583

Como resultade del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la Decisidén 486 de la Comisidn de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacidén en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La sclicitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el llenc de los
requisitos exigidos por los articulos 63 y subsiguientes del Cédigo de
Procedimiento Civil. Adicicnalmente, deberi presentar el documento que acredita la
existencia y representacidén legal de la sociedad solicitante, cuando ésta fuere
persona juridica. ‘

2. La solicitud no contiene la copia del documento en que consta la ceszsidn del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante, conforme a lo
establecido por el articulo 26 literal k) de la Decisidn 486 de la Comisidn de 1la
Comunidad Andina. Cuando se trate de documentos otorgados en el extranjero, estos
depberén legalizarse de conformidad con lo dispuesto por los articulos 259 y 260 del
Cédige de Procedimiento Civil. Cuando se trate de las declaracicnes a que hace
referencia la Regla 4.17 ii) del Tratado de Cooperacidn en Materia de Patentes
PCT., el alcance de las tales declaraciones se determinard segin indiquen
claramente wuna cesién de derechos del inventor al solicitante o su causante, de
conformidad con lo dispuesto en el numeral 5.2.15 del Capitule Quinto, Tituloc X de
la Circular OUnica de Superintendencia de Industria y Comercio.

En cumplimiento de 1lc dispuesto por el articulo 39 de la Decisidén 486, se 1le
reguiere para gque dentro del té&rmino de dos meses siguientes a la fecha de
notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados,
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
considerarad abandonada y perderad su prelacidn.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
e), del capitulo quinto del titulo primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

Continua en la pagina siguiente...



REPUBLICA DE COLOMBIA
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

Radicacién No.:8 125171

ALIX CARMENZ
Jefe de la

SPEDES DE VERGEL
ivigidn de Nuevas Creaciones

El anteyior regquerimiento fue notificado por fijacidn en
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