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DESCRIPCION
Ensamblaje del ADN
Esta invencion se refiere a métodos de ensamblaje de ADN y a material de acido nucleico relacionado.

Los avances en biologia y biotecnologia han llevado al desarrollo de una variedad de métodos para ensamblar grandes
construcciones de ADN. Los métodos existentes pueden dividirse en dos grandes grupos: métodos basados en la
homologia, que utilizan secuencias largas y solapadas entre fragmentos para especificar el orden de ensamblaje,
como el ensamblaje Gibson y los enfoques de recombinacién homoéloga in vivo basados en levaduras o B. subtilis, y
los métodos basados en enzimas de restriccion/recombinasas que utilizan una secuencia especifica de enzimas
definida para especificar el orden de ensamblaje, como Moclo (revisado en Nat Rev Mol Cell Biol. septiembre de
2015;16(9):568-76. doi: 10.1038/nrm4014 (PMID 2608161)2 y Crit Rev Biotecnologia. mayo de 2017; 37(3):277-286.
doi: 10.3109/07388551.2016.1141394 (PMID 26863154). Una lucha constante es lograr un equilibrio entre la reduccién
de las limitaciones del disefio de secuencias, como |la secuencia prohibida en el ADN ensamblado y la secuencia de
cicatrices no deseadas introducidas durante el proceso de ensamblaje, y la mejora de la modularidad del ensamblaje
y la reutilizacién de las piezas.

El sistema inicial de ensamblaje de ADN basado en enzimas de restriccion tipo 11S se denominé ensamblaje Golden
Gate. En el sistema de ensamblaje Golden Gate, los fragmentos de ADN insertados que se ensamblaran dentro de
los plasmidos insertados estan flanqueados por sitios de reconocimiento para una enzima de restriccion de tipo IS
que corta fuera de la secuencia de reconocimiento y genera extremos adhesivos arbitrarios con secuencias
independientes de la secuencia de reconocimiento de la enzima. Los plasmidos de insercién para el ensamblaje de
Golden Gate contienen inserciones flanqueadas por un sitio de restriccion de tipo 11S dentro del esqueleto del vector
de insercion frente a los insertos, de modo que una vez que los insertos son liberados del plasmido por la enzima de
restriccion de tipo 1IS, no contienen el sitio de restriccion. El vector de ensamblaje para el ensamblaje Golden Gate
contiene un marcador de seleccién negativo flanqueado por sitios de tipo 1S ubicados en el marcador de seleccién
frente al vector, de modo que una vez que el marcador de seleccién se libera del vector, la columna vertebral del vector
no contiene el sitio de restriccion de tipo 1IS. Estos plasmidos especialmente disefiados permiten el ensamblaje simple
en un solo recipiente de multiples fragmentos de ADN mezclando plasmidos insertados y vectores junto con una
enzima de restriccién de tipo 1IS y ADN ligasa. En la reaccién de ensamblaje Golden Gate, la digestion de restriccién
de los insertos y el vector y la ligacion entre los insertos y el vector se producen en el mismo tubo. Se generara una
mezcla de productos de ligadura durante la reaccién en un solo recipiente cuando los insertos y la columna vertebral
del vector de ensamblaje tengan extremos adhesivos compatibles. Esto incluye productos de ligamiento favorables
entre los insertos y el esqueleto del vector de ensamblaje, asi como productos de ligamiento desfavorables tales como
entre el marcador de seleccion negativo y el esqueleto del vector de ensamblaje, entre el marcador de seleccion
negativo y el esqueleto del vector de inserto, y entre el inserto y el esqueleto del vector de inserto. Debido a que los
sitios de restriccién de tipo 1I1S estan ubicados dentro del marcador de seleccién negativa y la cadena principal del
vector de insercion, todos los productos de ligacién desfavorables son susceptibles a la digestion por la enzima de
restriccion de tipo IS, mientras que los productos de ligacion favorables son refractarios a la digestién. Como resultado,
la reaccion favorece la generacion de productos de ligacion ensamblados correctamente entre los insertos y la columna
vertebral del vector de ensamblaje a largo plazo. Seguido de la seleccion usando marcadores de seleccién de
antibi6ticos positivos dentro de la estructura principal del vector de ensamblaje y un marcador de seleccién negativo
dentro del inserto del vector de ensamblaje, se pudieron seleccionar con alta eficiencia plasmidos que contenian
insertos correctamente ensamblados.

Los sistemas basados en Moclo se desarrollaron a partir del sistema de ensamblaje Golden Gate agregando un
segundo par de sitios de restriccion tipo IS diferentes de la enzima utilizada para el ensamblaje al vector de ensamblaje
para liberar el ADN ensamblado para el ensamblaje de la siguiente etapa. En el ensamblaje Golden Gate, el ADN
ensamblado no pudo ser liberado por la misma enzima de restriccion utilizada para el ensamblaje, porque los insertos
y el esqueleto del vector plasmidico de ensamblaje carecen de la secuencia de reconocimiento de la enzima de
restriccion tipo 1IS utilizada. Al agregar un par diferente de sitios de restriccion de tipo IIS para liberar el fragmento
ensamblado, el proceso de ensamblaje de Golden Gate podria repetirse usando esta segunda enzima de restriccion
y un vector diferente que porta un marcador de seleccién de antibidtico diferente. Los usos secuenciales alternativos
de dos enzimas de restriccién de tipo 1IS diferentes y marcadores de seleccion de antibiéticos permiten el ensamblaje
jerarquico de grandes fragmentos de ADN mediante una reaccion de restriccién/ligadura en un solo recipiente.

Un inconveniente importante del ensamblaje de ADN basado en enzimas de tipo IIS es la necesidad de eliminar los
sitios de restriccion internos de tipo 1S dentro de las partes de ADN que se utilizaran para el ensamblaje. Se requieren
un minimo de dos enzimas para el ensamblaje jerarquico basico y tres enzimas para otros esquemas, como la adicion
lineal de multiples pasos de partes de ADN. Debido a que la mayoria de las enzimas de restriccion de tipo 11S conocidas
reconocen una secuencia <=6 pb, la mayoria de los sistemas basados en Moclo utilizan cortadores de 6 pb. Esto
requiere que la parte de ADN esté libre de dos secuencias asimétricas de 6 pb, que ocurren con una frecuencia de ~
1 en 1 kb para una secuencia de ADN aleatoria con un contenido de GC del 50 %. Una mejora potencial del sistema
Moclo actual seria utilizar enzimas de restriccién de tipo IS con 7 pb o mas de especificidad. Sin embargo, esta opcién
esta limitada por la disponibilidad de enzimas de restriccion comerciales de tipo 11S. Actualmente sélo estan disponibles
comercialmente dos tipos de enzimas de restriccién de tipo IS de 7 pb: Lgul/Sapl que reconoce GCTCTTC y deja un
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extremo pegajoso de 3 pb, y Aarl que reconoce CACCTGC y deja un extremo pegajoso de 4 pb. Aarl también requiere
la adicién de oligonucleotidos para una digestion completa, lo cual no es deseable para el ensamblaje del ADN.

Los sistemas de ensamblaje de ADN basados en enzimas de restriccion de tipo |IS existentes también estan disefiados
para el ensamblaje modular de ADN que deja secuencias cicatriciales no deseadas en el ADN ensamblado final y no
se pueden usar para ensamblar secuencias de ADN arbitrarias sin crear vectores de ensamblaje personalizados.

El documento US20160002644 describe un sistema de ensamblaje de ADN. Utiliza dos enzimas de restriccion Lgul y
Earl, y una cepa con expresion inducible de M.Tagl para bloquear sitios de restriccidon solapados en el vector de
ensamblaje. El sitio M.Taql se solapa con la secuencia del extremo adhesivo de 3 pb generada por Lgul/Earl, lo que
deja graves limitaciones en el disefio de la secuencia del adaptador.

Lo que se requiere es un método de ensamblaje de ADN mejorado que proporcione a uno o mas una mayor libertad
para elegir y disefiar secuencias adaptadoras, ensamblaje con cicatrices minimas, menos pasos de reaccién o
complejidad y la capacidad de ensamblar secuencias de ADN mas grandes. Por lo tanto, un objetivo de la presente
invencién es proporcionar un método de ensamblaje de ADN mejorado y material asociado.

Segln un primer aspecto de la invencion, se proporciona un acido nucleico para su uso en el ensamblaje de ADN
segun la reivindicacién 1 del presente documento.

En el presente documento se describe un acido nucleico para su uso en el ensamblaje de ADN, en donde el acido
nucleico comprende al menos un elemento de restriccion protegible por metilacion, comprendiendo el elemento de
restriccion protegible por metilacion:

- una secuencia de reconocimiento de enzima de restriccidn que es reconocida por una enzima de restriccion
que escinde fuera de la secuencia de reconocimiento; y

- una secuencia de reconocimiento de metilasa del ADN,

en donde la secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccion y la secuencia de reconocimiento de la
metilasa del ADN se solapan de manera que la base modificada por la metilasa del ADN se encuentra dentro de
la secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccion,

en donde la secuencia de reconocimiento de la metilasa del ADN no es idéntica a, o esta incluida por, la secuencia
de reconocimiento de la enzima de restriccion, y

en donde la secuencia de reconocimiento de la metilasa del ADN no se solapa con la secuencia que formaria la
secuencia del extremo sobresaliente generada por la enzima de restriccion.

La presente invencion puede permitir ventajosamente el uso de una Unica enzima de restriccién en diferentes etapas
del ensamblaje del ADN. Esto reduce el coste y la complejidad de preparar una parte inicial del fragmento de ADN
para que esté libre de la enzima de restriccion utilizada. Como la secuencia de reconocimiento de la metilasa no se
solapa con la secuencia que formaria la secuencia del extremo saliente generada por la enzima de restriccion, la
invencion proporciona ademas mas libertad para disefiar adaptadores (es decir, salientes) para el ensamblaje de
fragmentos de ADN. La invencion también proporciona el primer sistema de ensamblaje de ADN jerarquico sin
cicatrices que utiliza un método de ensamblaje basado en enzimas de restriccién. A diferencia de los métodos de
ensamblaje de ADN modulares existentes, que dejan secuencias cicatriciales no deseadas en el ADN ensamblado
final, la presente invencién se puede utilizar para ensamblar secuencias de ADN grandes y arbitrarias sin dejar
cicatrices. Los sistemas de ensamblaje sin cicatrices existentes, todos los cuales se basan en métodos de ensamblaje
basados en homologia, tales como el ensamblaje de Gibson y la recombinacion homéloga de levadura, no pueden
ensamblar construcciones de ADN grandes con secuencias de ADN repetitivas, en contraste con la presente
invencion. El método de la invencién también permite un disefio simple para el ensamblaje jerarquico y sin cicatrices
de ADN utilizando un conjunto universal de 6 plasmidos.

La metilacién del elemento de control de corte puede bloquear/deteriorar el sitio de reconocimiento de la enzima de
restriccion solapada.

En una descripcion, la enzima de restriccion que escinde fuera de su secuencia de reconocimiento es una enzima de
restriccion de tipo 11S.

En una descripcion, el &cido nucleico comprende al menos dos elementos de restriccion protegibles por metilacién.
En otra descripcion, el acido nucleico presenta dos elementos de restriccién protegibles por metilacion. En una
descripcion que comprende dos elementos de restriccién protegibles por metilacion, la secuencia de acido nucleico
entre los sitios de corte de los dos elementos de restriccion protegibles por metilaciéon puede ser una secuencia de
descarte (es decir, un fragmento no deseado que se eliminara del &cido nucleico durante una reaccion de restriccion).
En una descripcién alternativa, la secuencia de descarte puede eliminarse previamente. Por ejemplo, el acido nucleico
puede ser un vector linealizado previamente cortado que tiene un elemento de restriccion protegible por metilacion en
cada extremo.
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La secuencia de descarte puede comprender un marcador seleccionable, un gen informador 0 una etiqueta. El experto
estara familiarizado con los marcadores y genes indicadores tipicos utilizados en el ensamblaje y la clonacién de ADN.
Por ejemplo, un marcador seleccionable puede comprender un gen que codifica una resistencia a antibioéticos, una
actividad enzimatica, una luciferasa o similares. El marcador podria ser una etiqueta, tal como una radiomarca. En una
descripcién, la secuencia de descarte codifica /acZ como reportero. El experto reconocera que la secuencia
descartada, que puede ser reemplazada por la secuencia ensamblada en un vector, puede no contener ningln
elemento funcional en absoluto, ya que el proceso favorece la generacion de ADN ensamblado.

Proporcionar un marcador seleccionable, gen indicador o etiqueta en la secuencia de descarte permite ventajosamente
seleccionar clones a los que se les ha eliminado o reemplazado con éxito la secuencia de descarte por un
fragmento/secuencia de interés.

En una descripcion, se proporciona una secuencia de reconocimiento de enzima de restriccion no protegible opuesta
en el lado opuesto del sitio de corte del elemento de restriccién protegible por metilacién. Por ejemplo, en una
descripcién que comprende una secuencia de descarte, la secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccion
no protegible opuesta se ubicaria en la secuencia de descarte. La secuencia de reconocimiento de la enzima de
restriccion no protegible opuesta también puede ser reconocida por una enzima de restriccién que escinde fuera de
su secuencia de reconocimiento, tal como una enzima de restriccion de tipo 1IS. La secuencia de reconocimiento de
la enzima de restriccidon no protegible opuesta puede no estar protegida por (o dispuesta para ser protegida por)
metilacién, o al menos puede no estar protegida por metilacién de una metilasa que reconoce la secuencia de
reconocimiento de metilasa del elemento de restriccion protegible por metilacion. Tal secuencia de reconocimiento de
enzima de restriccion no protegible opuesta en la secuencia de descarte puede denominarse de otro modo una
‘secuencia de reconocimiento de enzima de restriccion interna’, mientras que la secuencia de reconocimiento de
enzima de restriccion del elemento de restriccion protegible por metilacion puede denominarse “secuencia externa de
reconocimiento de enzima de restriccion”. secuencia de reconocimiento de enzimas de restriccion”.

La secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccion del elemento de restriccion protegible por metilacion puede
ser reconocida por la misma especie de enzima de restriccion que la secuencia de reconocimiento de la enzima de
restriccion no protegible opuesta. La secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccién del elemento de
restriccion protegible por metilacion puede comprender la misma secuencia que la secuencia de reconocimiento de la
enzima de restriccién no protegible opuesta.

En una realizacién, el &cido nucleico puede comprender un ‘elemento compuesto de mantenimiento”, en donde la
secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccion no protegible opuesta puede estar dispuesta para dirigir la
enzima de restriccion para cortar el acido nucleico en el mismo sitio que la secuencia de reconocimiento de la enzima
de restriccion del elemento de restriccidon protegible por metilacion, de modo que se produciria el mismo
saliente/extremo pegajoso en la misma posicion. Esto se puede lograr proporcionando la secuencia de reconocimiento
de la enzima de restriccién y la secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccion opuesta no protegible a una
distancia especifica, dependiendo del sitio de corte proporcionado por la(s) enzima(s) de restriccién seleccionada. En
esta realizacion, la secuencia del saliente producido por la enzima de restriccion que corta el acido nucleico segun la
secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccion del elemento de restriccidon protegible por metilacién se
mantiene después de cortar el acido nucleico con la enzima de restriccion que reconoce el elemento opuesto no
protegible. secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccion de la secuencia de descarte y una ligadura
posterior con un inserto de fragmento de ADN. Como tal, esta realizacion puede denominarse “elemento compuesto
de mantenimiento”, es decir, el elemento compuesto de mantenimiento puede comprender dos secuencias de
restriccion dispuestas en direccidn cabeza a cabeza (una de las cuales es parte del elemento protegible contra la
metilacion, y la otra la secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccidn no protegible opuesta). El saliente
producido a partir de un elemento compuesto de mantenimiento puede estar predeterminado por la secuencia entre
las secuencias de reconocimiento de restriccion opuestas.

En una realizacién alternativa al elemento compuesto de mantenimiento, se proporciona un “elemento compuesto
truncado”, en donde la distancia entre el elemento de restriccion protegible por metilacién y la secuencia de
reconocimiento de la enzima de restricciéon no protegible opuesta se puede reducir de manera que la no protegible
opuesta La secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccién puede disponerse para dirigir la enzima de
restriccion para que corte el acido nucleico en un sitio que no se solape al sitio de corte de la enzima de restriccion
que reconoce la secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccion del elemento de restriccion protegible por
metilacion (es decir, de manera que la la posicién de los salientes posteriores creados por los sitios de corte opuestos
no se solapan y los salientes posteriores pueden ser diferentes en secuencia). El sitio de corte de la secuencia de
reconocimiento de la enzima de restriccién no protegible opuesta en un elemento compuesto truncado puede estar
dentro de la secuencia de reconocimiento de la secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccion del elemento
de restriccion protegible por metilacion, y/o dentro de los nucleétidos entre el sitio de corte y el secuencia de
reconocimiento de la enzima de restriccion secuencia de reconocimiento del elemento de restriccién protegible por
metilacién. En una realizacién, el punto de escisién entre pares de bases al final de un sitio de corte y el punto de
escision entre pares de bases al inicio del sitio de corte opuesto puede estar en pares de bases adyacentes/vecinos
(es decir, los sitios de corte pueden estar inmediatamente adyacentes a entre si, pero sin solaparse). Esto se puede
lograr proporcionando la secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccién del elemento de restriccion
protegible por metilacién y la secuencia de reconocimiento de la enzima de restricciéon no protegible opuesta a una

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2979391 T3

distancia especifica, dependiendo del sitio de corte proporcionado por la enzima(s) de restriccion seleccionada. La
distancia sera lo suficientemente cercana como para causar el corte en la secuencia de reconocimiento de enzimas
de restriccidon opuestas no protegibles y/o nucleétidos entre la secuencia de reconocimiento y el sitio de corte, o
viceversa (es decir, mas cerca que las secuencias de reconocimiento de enzimas de restriccién opuestas en el
‘elemento compuesto de mantenimiento ). ‘para un equivalente/la misma enzima de restriccion seleccionada). En esta
realizacién de elemento compuesto truncado, la secuencia del saliente producido por la enzima de restriccion que
corta el acido nucleico segun la secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccion del elemento de restriccion
protegible por metilacién puede mantenerse o no después de cortar el acido nucleico con la enzima de restriccion. que
reconoce la secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccién no protegible opuesta de la secuencia de
descarte y una ligadura posterior con un inserto de fragmento de ADN, mediante el cual la secuencia del inserto de
fragmento de ADN dictaria la secuencia del saliente (por ejemplo, el saliente producido a partir de un elemento
compuesto truncado puede no estar predeterminado por la secuencia entre los sitios de reconocimiento de enzimas
de restriccion opuestos).

En una realizacion alternativa al elemento compuesto de mantenimiento y al elemento compuesto truncado, se
proporciona un “elemento compuesto de insercidén”, en donde se proporciona un inserto de secuencia entre el elemento
de restriccién protegible por metilacién y la secuencia de reconocimiento de enzima de restriccion no protegible
opuesta. El inserto de secuencia puede comprender una secuencia funcional de manera que proporcione una funcion.
Por ejemplo, el inserto de secuencia puede comprender una secuencia promotora 0 una secuencia terminadora. En
una realizacién que comprende un elemento compuesto de insercion, el elemento de restriccion protegible por
metilacién y la secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccién no protegible opuesta pueden no solaparse y
pueden estar separados por el inserto de secuencia. El inserto de secuencia puede tener cualquier longitud adecuada.
Por ejemplo, la distancia entre el elemento de restriccion protegible por metilacion y la secuencia de reconocimiento
de la enzima de restriccién no protegible opuesta puede ser cualquier nimero de nucleétidos segun sea necesario
para el inserto de secuencia, tal como un inserto de secuencia funcional. La distancia entre la secuencia de
reconocimiento de la enzima de restriccion dentro del elemento de restriccion protegible por metilacién y la secuencia
de reconocimiento de la enzima de restriccion no protegible opuesta puede oscilar entre 6 pb y 300 kb.

Ventajosamente, después del ensamblaje del ADN, la secuencia funcional se agregara al extremo 5 0 3’ del ADN
ensamblado. Este disefio es conveniente para agregar elementos comunes a un plasmido ensamblado mediante el
uso de vectores especializados (por ejemplo, agregar promotor y terminadores en una reaccién de ensamblaje de
genes de region codificante de multiples partes).

En una descripcién, para el ‘elemento compuesto de mantenimiento”, la secuencia de reconocimiento de la enzima
de restriccién no protegible opuesta (tal como una secuencia Bsal) puede distanciarse de la secuencia de
reconocimiento de la enzima de restriccion (tal como una secuencia Bsal) de la secuencia protegible por metilacion.
elemento de restriccién por 6 pares de bases (es decir, 6 pb en el espacio entre el final de una secuencia de
reconocimiento y el inicio de la secuencia de reconocimiento opuesta). El experto reconocera que dicha distancia
depende de la propiedad de la(s) enzima(s) de restriccion seleccionada(s). Por ejemplo, suponiendo que la enzima
corta x bases de la secuencia de reconocimiento y genera y bases del extremo/protuberancia adhesiva (por ejemplo,
para Bsal x = 1 e y = 4), entonces la distancia (d) para el nimero de bases entre enzimas de restriccion opuestas Las
secuencias de reconocimiento del elemento compuesto de mantenimiento pueden proporcionarse mediante la
siguiente ecuacion: d = (2 * x) + y (por ejemplo, d = 6 pb para Bsal). La distancia (d} para el elemento compuesto de
mantenimiento puede variar desde 5 pb (por ejemplo, cuando se usa Earl) hasta 24 pb (por ejemplo, cuando se usa
BtgZl). En una descripcion, la diferencia entre las secuencias de reconocimiento de enzimas de restriccion opuestas
del elemento compuesto de mantenimiento es d, en donde d = (2 * x} + y, y en donde x es el nimero de pares de
bases que tiene el sitio de corte de una enzima de restriccion determinada. de su secuencia de reconocimiento, y y es
la longitud del saliente que produciria la enzima de restriccion.

En la descripcion alternativa del elemento compuesto truncado, por ejemplo cuando el saliente producido por la
secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccion del elemento de restriccion protegible por metilacion puede
mantenerse o0 no, la secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccién no protegible opuesta (tal como para
Bsal) puede estar distanciados de la secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccion (tal como para Bsal) del
elemento de restriccién protegible por metilacion en 2 pares de bases. Como anteriormente, el experto reconocera
que dicha distancia depende de la propiedad de la(s) enzima(s) de restriccion seleccionada(s). Por ejemplo,
suponiendo que la enzima corta x bases de la secuencia de reconocimiento y genera y bases con el extremo adhesivo
(para Bsal x = 1 e y = 4), la distancia (d) para el nimero de bases entre secuencias de reconocimiento de enzimas de
restriccion opuestas de la secuencia truncada El elemento compuesto puede ser proporcionado por la siguiente
ecuacion: d =2 * x (por ejemplo, d=2pb para Bsal). La distancia (d) para el elemento compuesto truncado puede oscilar
entre 2 pb (por ejemplo, cuando se usa Bsal) y 20 pb (por ejemplo, cuando se usa BtgZl). En una descripcion, la
diferencia entre las secuencias de reconocimiento de enzimas de restriccién opuestas del elemento compuesto
truncado es d, en donde d = 2 * x, y en donde x es el nimero de pares de bases que el sitio de corte de una enzima
de restriccién dada es de su secuencia de reconocimiento.

Ventajosamente, la provisidon de un elemento compuesto de mantenimiento facilita el ensamblaje de ADN en un solo
recipiente, mediante el cual se pueden ensamblar miltiples fragmentos de ADN en una Unica reaccion en un solo
recipiente con una Unica especie de enzima de restriccion. Ventajosamente, la provisién de un elemento compuesto

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2979391 T3

truncado facilita el ensamblaje de ADN sin cicatrices, por 10 que los extremos sobresalientes de un inserto de fragmento
de ADN particular pueden predeterminarse para adaptarse para la ligacién en un vector de destino o proporcionarse
segun la secuencia nativa del fragmento de ADN. de interés para unirse con fragmentos vecinos en la secuencia.

En una descripcion, el acido nucleico puede comprender un acido nucleico circular, tal como un vector, que comprende
dos elementos compuestos de mantenimiento con una secuencia de descarte entre ellos, o una version linealizada
del mismo con la secuencia de descarte recortada. En otra descripcion, el acido nucleico puede comprender un acido
nucleico circular, tal como un vector, que comprende un elemento compuesto de mantenimiento y un elemento
compuesto truncado con una secuencia de descarte entre ellos, o una versién linealizada del mismo con la secuencia
de descarte recortada. En otra descripcion, el acido nucleico puede comprender un acido nucleico circular, tal como
un vector, que comprende dos elementos compuestos truncados con una secuencia de descarte entre ellos, 0 una
version linealizada del mismo con la secuencia de descarte recortada. En otra descripcién, el acido nucleico puede
comprender un acido nucleico circular, tal como un vector, que comprende un elemento compuesto de inserciéon y un
elemento compuesto truncado con una secuencia de descarte entre ellos, o una versioén linealizada del mismo con la
secuencia de descarte recortada. En otra descripcion, el acido nucleico puede comprender un acido nucleico circular,
tal como un vector, que comprende un elemento compuesto de insercion y un elemento compuesto de mantenimiento
con una secuencia de descarte entre ellos, 0 una version linealizada del mismo con la secuencia de descarte recortada.
En otra descripcion, el acido nucleico puede comprender un acido nucleico circular, tal como un vector, que comprende
dos elementos compuestos de insercién con una secuencia de descarte entre ellos, o una versién linealizada del
mismo con la secuencia de descarte recortada. En realizaciones de acido nucleico linealizado, la secuencia de
descarte puede haberse cortado mediante restriccién con la enzima de restriccién que reconoce la secuencia de
enzima de restricciébn opuesta no protegible presente en la secuencia de descarte (es decir, la secuencia de
reconocimiento de la enzima de restriccion internay).

En descripciones que comprenden dos elementos compuestos de mantenimiento, las secuencias de reconocimiento
de enzimas de restriccion de los dos elementos compuestos de mantenimiento pueden ser las mismas y/o las
secuencias de reconocimiento de metilasa de los dos elementos compuestos de mantenimiento pueden ser las
mismas. En descripciones que comprenden dos elementos compuestos truncados, las secuencias de reconocimiento
de enzimas de restriccion de los dos elementos compuestos truncados pueden ser las mismas y/o las secuencias de
reconocimiento de metilasa de los dos elementos compuestos truncados pueden ser las mismas. En descripciones
que comprenden dos elementos compuestos de insercion, las secuencias de reconocimiento de enzimas de restriccion
de los dos elementos compuestos de insercién pueden ser las mismas y/o las secuencias de reconocimiento de
metilasa de los dos elementos compuestos de insercion pueden ser las mismas. En las descripciones que comprenden
un elemento compuesto de mantenimiento y un elemento compuesto de truncamiento, las secuencias de
reconocimiento de enzimas de restriccion de los elementos compuestos de mantenimiento y truncamiento pueden ser
las mismas y/o las secuencias de reconocimiento de metilasa de los elementos compuestos de mantenimiento y
truncamiento pueden ser las mismas. En las descripciones que comprenden un elemento compuesto de
mantenimiento y un elemento compuesto de insercion, las secuencias de reconocimiento de enzimas de restriccion
de los elementos compuestos de mantenimiento y de inserciéon pueden ser las mismas y/o las secuencias de
reconocimiento de metilasa de los elementos compuestos de mantenimiento y de insercién pueden ser las mismas.
En las descripciones que comprenden un elemento compuesto truncado y un elemento compuesto de insercion, las
secuencias de reconocimiento de enzimas de restricciéon de los elementos compuestos truncados e de insercion
pueden ser las mismas y/o las secuencias de reconocimiento de metilasa de los elementos compuestos truncados e
de insercion pueden ser las mismas. Por ejemplo, la digestion del acido nucleico para eliminar una secuencia de
descarte o un fragmento de ADN de interés puede llevarse a cabo mediante la misma enzima de restriccion. Ademas,
la metilacién del &cido nucleico para proteger todos los sitios de reconocimiento de enzimas de restriccion protegibles
por metilasa en el &cido nucleico puede llevarse a cabo mediante la misma metilasa.

En una descripcion, la metilasa comprende una metilasa del ADN de tipo Il. En otra descripcién, la metilasa comprende
una metilasa del ADN de tipo I. En una descripcién, la metilasa comprende una metilasa de dominio Unico sin actividad
de enzima de restriccidon, o una metilasa modificada que tiene una actividad de enzima de restriccién no funcional. Por
ejemplo, la modificacién puede comprender modificar la posicion N6 de metiladenina. En una descripcién, la secuencia
de reconocimiento de la metilasa del ADN comprende al menos 4 pares de bases. La metilasa del ADN puede estar
activa, tal como 6ptimamente activa, a aproximadamente 37°C.

En una descripcién, la secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccion no protegible opuesta no es capaz de
bloquearse mediante metilacién con la metilasa que reconoce la secuencia de reconocimiento de la metilasa del ADN
del elemento de restriccién protegible por metilacion. En una descripcion, la metilasa que reconoce la secuencia de
reconocimiento de metilasa del ADN del elemento de restriccién protegible por metilacién puede no reconocer una
secuencia dentro o solapada con la secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccién no protegible opuesta.
Por ejemplo, la secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccién opuesta no protegible puede no solaparse
con o0 comprender una secuencia que sea reconocida por la metilasa que reconoce la secuencia de reconocimiento
de la metilasa del ADN del elemento de restriccion protegible por metilacién. La secuencia de reconocimiento de la
enzima de restriccion del elemento de restriccion protegible por metilacion puede estar metilada, por ejemplo mediante
la metilasa que reconoce la secuencia de reconocimiento de metilasa del ADN del elemento de restriccion protegible
por metilacién. La metilasa que reconoce la secuencia de reconocimiento de la metilasa del ADN del elemento de
restriccion protegible por metilacién puede disponerse para metilar un nucledtido dentro de la secuencia de
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reconocimiento de la enzima de restriccion del elemento de restriccion protegible por metilacion. La metilaciéon puede
ser capaz de bloquear el corte del ADN mediante la enzima de restriccibn que reconoce la secuencia de
reconocimiento de la enzima de restriccion del elemento de restriccion protegible por metilacién. En una descripcion,
la secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccidn del elemento de restriccion protegible por metilacion puede
volverse no funcional como resultado de la metilacién de al menos uno de los nucleétidos de la secuencia. En una
descripcion, el nucleétido metilado puede ser una adenina, o el nucleétido dispuesto para ser metilado puede ser una
adenina. En otra descripcion, el nucleétido metilado puede ser una citosina, o el nucleétido dispuesto para ser metilado
puede ser una citosina. La metilaciéon puede ser cualquiera de los tipos de metilaciéon seleccionados entre N4-
metilcitosina (m4C), C5-metilcitosina (m5C) o N6-metiladenina (m6A). El experto reconocera que el tipo de metilacion
proporcionada deberia bloquear/deteriorar la funcion del sitio de restriccién solapado. Ademas, para metilacién in vivo,
la cepa utilizada para expresar la metilasa puede ser deficiente en enzimas de restriccion dependientes de
modificacion que pueden reconocer las bases metiladas, como las enzimas de restriccion de la familia Mcr/Mrr. En
una descripcion, el tipo de metilacion puede comprender N6-metiladenina (m6A).

En una descripcion, la metilasa puede metilar o no las bases mas externas de la secuencia de reconocimiento de la
enzima de restriccion. Por ejemplo, en una secuencia de reconocimiento de enzimas de restriccion de 6 pb, las bases
1 6 6 pueden no estar metiladas. En una descripcion, la metilasa puede metilar o no los 2° base de la secuencia de
reconocimiento de la enzima de restriccién. En una descripcién, la metilasa puede metilar la posicién 3, 4 o 5 para
sitios de reconocimiento de enzimas de restriccion de 6 pb. En una descripcion, la metilasa puede metilar la posicion
3, 4, 5 0 6 para los sitios de reconocimiento de enzimas de restriccion.

En una descripcion que comprende dos elementos de restriccion protegibles por metilacion, las secuencias de
reconocimiento de metilasa del ADN de cada elemento de restriccién protegible por metilacién pueden ser reconocidas
por la misma metilasa. La secuencia de reconocimiento de metilasa del ADN de los elementos de restriccion
protegibles por metilacién puede comprender o consistir en la misma secuencia.

En una descripcion que comprende dos elementos de restriccién protegibles por metilacion, las secuencias de
reconocimiento de enzimas de restriccién de cada elemento de restriccion protegible por metilacion pueden ser
reconocidas por la misma especie de enzima de restriccion. Cada secuencia de reconocimiento de enzimas de
restriccion de los elementos de restriccién protegibles por metilacion puede comprender o consistir en la misma
secuencia. Los dos elementos de restriccion protegibles por metilacidon pueden comprender o consistir en la misma
secuencia.

El uso de la misma secuencia de reconocimiento de enzimas de restriccion proporciona ventajosamente que se puede
usar una Unica especie de enzima de restriccion en una reaccion de ensamblaje de ADN. El uso de una Unica especie
de enzima de restriccién abre la posibilidad de un ensamblaje de ADN menos complejo, porque la presencia de mas
especies de enzimas de restriccidon en una reaccién aumenta significativamente la probabilidad de que la secuencia
contenga aleatoriamente/inadvertidamente un sitio de reconocimiento y corte de restriccion, causando un fallo en el
procedimiento de clonacion.

En una descripcion, el elemento de restriccion protegible por metilacion comprende o consiste en una secuencia segin
cualquiera de los sitios de metilacién/restriccion solapados identificados en la Tabla 3 del presente documento. En una
descripcion alternativa, el elemento de restriccidn protegible por metilacién comprende o consiste en una secuencia
segun cualquiera de los sitios de metilacién/restriccion solapados identificados en la Tabla 3 en el presente documento,
excluyendo aquellos que proporcionan metilacion de la primera o Ultima base en la secuencia de restriccion. En una
descripcion, el elemento de restriccién protegible por metilacion comprende o consiste en la secuencia
GACNNGGTCTCNNNNN (Bsal/M.Osp80711 - SEQ ID NO: 1). En otra descripcion, el elemento de restriccion protegible
por metilacién comprende o consiste en la secuencia GAAGACGCNNNNNN (Bpil/M2.NmeMC58I1 - SEQ ID NO: 2).
En otra descripcion, el elemento de restriccién protegible por metilacion comprende o consiste en la secuencia
GAAGCTCTTCNNNN (Lgul/M.Xmnl - SEQ ID NO: 3).

En una descripcion, la secuencia de reconocimiento de enzima de restriccion protegible y/o no protegible por metilacién
comprende o0 consiste en una secuencia seglin cualquiera de las secuencias de reconocimiento de enzima de
restriccion identificadas en la Tabla 3 del presente documento. En una descripcién alternativa, la secuencia de
reconocimiento de la enzima de restriccion protegible y/o no protegible por metilacién comprende o consiste en una
secuencia segun cualquiera de las secuencias de reconocimiento de la enzima de restriccion identificadas en la Tabla
3 del presente documento, excluyendo aquellas que proporcionan la metilacion de la primera o la Gltima base en la
secuencia de restriccion. En una descripcion, la secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccion protegible
y/o no protegible por metilacién comprende o consiste en la secuencia GGTCTC (Bsal - SEQ ID NO: 4). En otra
descripcion, la secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccion protegible y/o no protegible por metilacion
comprende o consiste en una secuencia GAAGAC (Bpil - SEQ ID NO: 5). En otra descripcién, la secuencia de
reconocimiento de la enzima de restriccion protegible y/o no protegible por metilacién comprende o consiste en una
secuencia GCTCTTC (Lgul - SEQ ID NO: 6).

En una descripcion, la secuencia de reconocimiento de metilasa del ADN comprende o consiste en una secuencia
segun cualquiera de las secuencias de reconocimiento de metilasa del ADN de tipo |l identificadas en la Tabla 3 del
presente documento. En una descripcidn alternativa, la secuencia de reconocimiento de metilasa del ADN comprende
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0 consiste en una secuencia segln cualquiera de las secuencias de reconocimiento de metilasa del ADN de tipo Il
identificadas en la Tabla 3 en el presente documento, excluyendo aquellas que proporcionan metilacién de la primera
o ultima base en la secuencia de restriccién. En una descripcion, la secuencia de reconocimiento de metilasa del ADN
comprende o consiste en la secuencia GACNNNGTC (M.Osp807Il - SEQ ID NO: 7). En otra descripcién, la secuencia
de reconocimiento de metilasa del ADN comprende o consiste en la secuencia GACGC (M2.NmeMC58Il - SEQ ID
NO: 8). En otra descripcién, la secuencia de reconocimiento de metilasa del ADN comprende o consiste en la
secuencia GAANNNNTTC (M.Xmnl - SEQ ID NO: 9).

La enzima de restriccion que reconoce la secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccion del elemento de
restriccion protegible por metilacién, y/o la secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccion opuesta, puede
ser capaz de cortar el acido nucleico para dejar al menos un saliente/extremo pegajoso de 2 pb. Alternativamente, la
enzima de restriccién que reconoce la secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccion del elemento de
restriccion protegible por metilacién, y/o la secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccion opuesta, puede
ser capaz de cortar el acido nucleico para dejar al menos un saliente/extremo pegajoso de 3 pb. En otra descripcion,
la enzima de restriccién que reconoce la secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccion del elemento de
restriccion protegible por metilacién, y/o la secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccion opuesta, puede
ser capaz de cortar el &cido nucleico para dejar un saliente/extremo pegajoso de 3 pb. En otra descripcion, la enzima
de restriccion que reconoce la secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccién del elemento de restriccion
protegible por metilacion, y/o la secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccién opuesta, puede ser capaz de
cortar el acido nucleico para dejar un saliente/extremo pegajoso de 4 pb. En otra descripcién, la enzima de restriccion
que reconoce la secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccion del elemento de restriccion protegible por
metilacion, y/o la secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccién opuesta, puede ser capaz de cortar el acido
nucleico para dejar un saliente/extremo pegajoso de 2 a 6 pb. En otra descripcién, la enzima de restriccion que
reconoce la secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccion del elemento de restriccién protegible por
metilacion, y/o la secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccién opuesta, puede ser capaz de cortar el acido
nucleico para dejar un saliente/extremo pegajoso de 2 a 5 pb. En otra descripcién, la enzima de restriccion que
reconoce la secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccion del elemento de restriccién protegible por
metilacion, y/o la secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccién opuesta, puede ser capaz de cortar el acido
nucleico para dejar un saliente/extremo pegajoso de 3 a 5 pb. En otra descripcién, la enzima de restriccion que
reconoce la secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccion del elemento de restriccién protegible por
metilacion, y/o la secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccién opuesta, puede ser capaz de cortar el acido
nucleico para dejar un saliente/extremo pegajoso de 4 a 5 pb.

En una descripcién, la enzima de restriccion comprende o consiste en cualquier enzima de restriccion de tipo 1S
identificada en la Tabla 3 del presente documento. En otra descripcién, la enzima de restriccion de tipo IS comprende
o consiste en Bsal, Bpil o Lgul.

En una descripcion, la metilasa del ADN comprende o consiste en cualquier metilasa del ADN de tipo Il identificada
en la Tabla 3 del presente documento. En una descripcién alternativa, la metilasa del ADN comprende o consiste en
cualquier metilasa del ADN de tipo Il identificada en la Tabla 3 del presente documento, excluyendo aquellas que
proporcionan metilacion de la primera o la dltima base en la secuencia de restriccion. En otra descripcién, la metilasa
del ADN comprende o consiste en M.Osp80711, M2.NmeMC58Il o M.Xmnl.

En una descripcion, la enzima de restriccion y la metilasa del ADN comprenden o consisten en cualquier par de
enzimas de restriccién de tipo 11S y las metilasa del ADNs de tipo Il identificadas en la Tabla 3 del presente documento.
En una descripcion, la enzima de restriccién y la metilasa del ADN comprenden o consisten en los pares
Bsal/M.Osp807Il, Bpil/M2.NmeMC58Il o Lgul/M.Xmnl.

En una descripcion, la secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccién y la secuencia de reconocimiento de
la metilasa del ADN comprenden o consisten en cualquier par de secuencias de reconocimiento de la enzima de
restriccion de tipo 1IS y las secuencias de reconocimiento de la metilasa del ADN de tipo Il identificadas en la Tabla 3
del presente documento. En una descripcion alternativa, la secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccién y
la secuencia de reconocimiento de la metilasa del ADN comprenden o consisten en cualquier par de secuencias de
reconocimiento de la enzima de restriccién de tipo IS y las secuencias de reconocimiento de la metilasa del ADN de
tipo Il identificadas en la Tabla 3 del presente documento, excluyendo aquellas que proporcionan metilacién de la
primera o Ultima base en la secuencia de restriccion.

En una descripcién que comprende dos elementos de restriccion protegibles por metilacién (por ejemplo, con una
secuencia de descarte entre ellos), el saliente/extremo pegajoso producido cortando con la enzima de restriccion en
el primer elemento de restriccién protegible por metilacién puede tener una secuencia diferente que el saliente/extremo
pegajoso. extremo producido cortando con la enzima de restriccion en el segundo elemento de restriccion protegible
por metilacién. El experto estara familiarizado con proporcionar diferentes salientes para el ensamblaje/clonacion
direccional de ADN o controlar qué extremo del acido nucleico esta ligado a un inserto/fragmento de interés.

En una descripcién que implica un elemento compuesto de mantenimiento, el acido nucleico puede comprender o
consistir en la secuencia de GACNNGGTCTCNNNNNNGAGACC (SEQ ID NO: 10). En otra descripcion que implica
un elemento compuesto de mantenimiento, el acido nucleico puede comprender o consistir en la secuencia de
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GAAGACGCNNNNNNGTCTTC (SEQ ID NO: 11). En otra descripciéon que implica un elemento compuesto de
mantenimiento, el acido nucleico puede comprender o consistir en la secuencia de GAAGCTCTTCNNNNNGAAGAGC
(SEQ ID NO: 12). N puede significar A, C, T o G. Se pueden proporcionar otras secuencias segun las secuencias de
reconocimiento de metilasa y enzima de restriccion combinadas/solapadas proporcionadas en la tabla 3, en donde
después de la serie de N bases, la secuencia comprende ademas las secuencias palindrémicas/inversas. secuencia
complementaria de la secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccion.

En una descripcién que implica dos elementos compuestos de mantenimiento, el acido nucleico puede comprender o
consistir en la secuencia de GACNNGGTCTCNNNNNNGAGACC(N*)GGTCTCNNNNNNGAGACCNNGTC (SEQ ID
NO: 13). En otra descripcién que implica dos elementos compuestos de mantenimiento, el &cido nucleico puede
comprender o consistir en la secuencia de GAAGACGCNNNNNNGTCTTC(NX)GAAGACNNNNNNGCGTCTTC (SEQ
ID NO: 14). En otra descripcion que implica dos elementos compuestos de mantenimiento, el &cido nucleico puede
comprender o consistir en la secuencia de GAAGCTCTTCNNNNNGAAGAGC(NX)GCTCTTCNNNNNGAAGAGCTTC
(SEQ ID NO: 15). N puede significar A, C, T o G. (N¥) puede significar cualquier nimero de A, C, T 0 G, o entre 0 pb
y 300 kbpde A, C, To G.

El experto entendera que para algunas secuencias de reconocimiento de enzimas de restriccion, tales como para Lgul,
el nimero de nucleétidos (NX) entre dos elementos compuestos de mantenimiento podria ser negativo con los dos
sitios internos de reconocimiento de enzimas de restriccion no protegibles solapados. Por lo tanto, en otra descripcion
que implica dos elementos compuestos de mantenimiento, el acido nucleico puede comprender o consistir en la
secuencia de GAAGCTCTTCNNNNNGAAGA.GCTCTTCNNNNNGAAGAGCTTC (SEQ ID NO: 16) (los nucleotidos
solapados se muestran en negrita y subrayados).

En una descripcion que implica un elemento compuesto truncado, el &cido nucleico puede comprender o consistir en
la secuencia de GACNNGGTCTCNNGAGACC (SEQ ID NO: 17). En una descripcién que implica un elemento
compuesto truncado, el 4&cido nucleico puede comprender o consistr en la secuencia de
GAAGCTCTTCNNGAAGAGGC (SEQ ID NO: 18). N puede significar A, C, T o G. N puede significar A, C, To G. Se
pueden proporcionar otras secuencias segun las secuencias de reconocimiento de enzima de restricciéon y metilasa
combinadas/solapadas proporcionadas en la tabla 3, en donde siguiendo la serie de N bases, la secuencia comprende
ademas la secuencia palindromica/complementaria inversa de la secuencia de reconocimiento de la enzima de
restriccion, y en donde el nimero de N bases entre las secuencias de reconocimiento de restriccion se reduce por el
numero de bases sobresalientes producidas por la enzima de restriccion seleccionada.

En una descripcidn que implica un elemento compuesto de mantenimiento y truncamiento, el acido nucleico puede
comprender o consistir en la secuencia de GACNNGGTCTCNNNNNNGAGACC(NXY)GGTCTCNNGAGACCNNGTC
(SEQ ID NO: 19). En una descripcién que implica un elemento compuesto de mantenimiento y truncamiento, el &cido
nucleico puede comprender o} consistir en la secuencia de
GAAGCTCTTCNNNNNGAAGAGC(NXYGCTCTTCNNGAAGAGCTTC (SEQ ID NO: 20). N puede significar A, C, T o
G. (NX) puede significar cualquier nimerode A, C, To G, o entre 0 pb y 300 kbpde A, C, T o G.

El experto entendera que, para algunas secuencias de reconocimiento de enzimas de restriccién, tales como para
Lgul, el nimero de nucledtidos (NX) entre un elemento compuesto de mantenimiento y truncamiento podria ser
negativo con los dos sitios internos de reconocimiento de enzimas de restriccién no protegibles solapados. Por lo tanto,
en otra descripcion que implica un elemento compuesto de mantenimiento y truncamiento, el acido nucleico puede
comprender o consistir en la secuencia de GAAGCTCTTCNNNNNGAAGA.GCTCTTCNNGAAGAGCTTC (SEQ ID NO:
21) (los nucleétidos solapados se muestran en negrita y subrayados).

En una descripcién que implica un elemento compuesto de mantenimiento y truncamiento, el acido nucleico puede
comprender o consistir en la secuencia de GACNNGGTCTCNNGAGACC(NY)GGTCTCNNNNNNGAGACCNNGTC
(SEQ ID NO: 22). En una descripcién que implica un elemento compuesto de mantenimiento y truncamiento, el &cido
nucleico puede comprender o} consistir en la secuencia de
GAAGCTCTTCNNGAAGAGC(NX)GCTCTTCNNNNNGAAGAGCTTC (SEQ ID NO: 23). N puede significar A, C, T o
G. (NX) puede significar cualquier nimero de A, C, T 0 G, o entre 0 pb y 300 kpb de A, C, T o G. En otra descripcion
que implica un elemento compuesto que mantiene y trunca, el acido nucleico puede comprender o consistir en la
secuencia de GAAGCTCTTCNNGAAGAGCTCTTCNNNNNGAAGAGCTTC (SEQ ID NO: 24) (los nuclettidos
solapados se muestran en negrita y subrayados).

En una descripcién que implica dos elementos compuestos truncados, el acido nucleico puede comprender o consistir
en la secuencia de GACNNGGTCTCNNGAGACC(NX)GGTCTCNNGAGACCNNGTC (SEQ ID NO: 25). En una
descripcién que implica dos elementos compuestos truncados, el acido nucleico puede comprender o consistir en la
secuencia de GAAGCTCTTCNNGAAGAGC(NXGCTCTTCNNGAAGAGCTTC (SEQ ID NO: 26). N puede significar A,
C, T o G. (N¥) puede significar cualquier niimerode A, C, To G, o entre 0 pb y 300 kbp de A, C, T o G.

El experto entendera que, para algunas secuencias de reconocimiento de enzimas de restriccién, tales como para
Lgul, el nimero de nucleétidos (NX) entre dos elementos compuestos truncados podria ser negativo con los dos sitios
internos de reconocimiento de enzimas de restriccion no protegibles solapados. Por lo tanto, en otra descripcion que
involucra dos elementos compuestos truncados, el acido nucleico puede comprender o consistir en la secuencia de
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GAAGCTCTTCNNGAAGA.GCTCTTCNNGAAGAGCTTC (SEQ ID NO: 27) (los nucleétidos solapados se muestran en
negrita y subrayados).

El acido nucleico puede ser un acido nucleico aislado. En una descripcion, el acido nucleico puede ser sintético (es
decir, no encontrarse en la naturaleza). En una descripcién, el acido nucleico puede aislarse o derivarse de una cepa
bacteriana, tal como E. coli, que expresa una metilasa del ADN que reconoce (y metila) la secuencia de reconocimiento
de metilasa del elemento de restriccion protegible por metilaciéon. Por ejemplo, una cepa bacteriana, como E. coli, que
expresa cualquier metilasa del ADN de tipo Il identificada en la Tabla 3 del presente documento. En una descripcion,
el &cido nucleico puede aislarse o derivarse de una cepa bacteriana, tal como E. coli, que expresa M.Osp807I,
M2.NmeMC58Il o M.Xmnl. La metilasa del ADN expresada puede ser funcional. La cepa bacteriana puede
modificarse/disefiarse genéticamente para expresar dicha metilasa del ADN.

El acido nucleico puede ser un vector, tal como un vector de clonacién. El experto estara familiarizado con diversos
vectores de clonacién, que pueden incluir, por ejemplo, un origen de replicacién, un marcador seleccionable, un gen
indicador, elementos de expresién o combinaciones de los mismos. El vector puede comprender acido nucleico que
comprende un elemento de ADN que soporta la replicacién del ADN que lo contiene (por ejemplo, un origen de
replicacion) y un marcador de seleccion (por ejemplo, un marcador de seleccién de antibidtico). El vector puede ser
un vector con un numero de copias alto o bajo. En una descripcion, el vector es un vector con un nimero elevado de
copias. El experto estara familiarizado con los métodos de clonacion y los materiales/vectores, por ejemplo como se
proporciona en Green, M.R., Sambrook, J. Clonacién molecular: manual de laboratorio. 4to. Prensa de laboratorio de
Cold Spring Harbor, Cold Spring Harbor, Nueva York; 2012.

En versiones linealizadas del acido nucleico, el acido nucleico no puede comprender mas de dos copias/sitios de la
secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccién.

También se describe un método de ensamblaje de ADN que comprende:

proporcionar un acido nucleico metilado linealizado como se describe en el presente documento, en donde el
elemento de restriccién protegible por metilacion esta metilado con la metilasa del ADN,;

proporcionar dos o mas fragmentos de ADN de interés para el ensamblaje con el acido nucleico metilado
linealizado, en donde un primer fragmento de ADN comprende un saliente complementario para la ligacién con un
primer extremo del acido nucleico metilado linealizado, y un segundo fragmento de ADN comprende salientes
complementarios para la ligacion con el otro/segundo extremo del acido nucleico metilado linealizado; y

(i} el primer y segundo fragmentos de ADN comprenden ademas salientes complementarios para ligarse entre
si; 0

(i) el primer y segundo fragmentos de ADN comprenden ademas salientes complementarias para la ligacién
con uno o mas fragmentos de ADN adicionales que tienen salientes complementarias, de modo que ligar los
fragmentos de ADN y el &cido nucleico metilado linealizado con una ADN ligasa daria como resultado una Unica
molécula de ADN ensamblada;

ligar los fragmentos de ADN y el &cido nucleico metilado linealizado con una ligasa para formar una Unica molécula
de ADN ensamblada que comprende la secuencia de los fragmentos de ADN ensamblados flanqueados por las
secuencias de reconocimiento de enzimas de restriccion de los elementos de restriccion protegibles por metilacion.

La unica molécula de ADN ensamblada puede ser circular, tal como un vector de ADN circular.

Ventajosamente, el corte adicional de la Unica molécula de ADN ensamblada mediante la enzima de restriccién que
reconoce las secuencias de reconocimiento de las enzimas de restriccion de los elementos de restriccion protegibles
por metilacion se bloquea mediante la metilacién de las secuencias de reconocimiento de las enzimas de restriccion.

El &cido nucleico linealizado puede proporcionarse proporcionando un acido nucleico como se describe en el presente
documento en forma de un vector de destino circular que comprende dos elementos de restriccion metilados
protegibles por metilacién y una secuencia de descarte entre ellos, en donde el método comprende el paso de cortar
el vector de destino circular con enzimas de restriccion que reconocen las secuencias de reconocimiento de enzimas
de restriccion no protegibles opuestas en la secuencia de descarte, dejando asi un acido nucleico linealizado que tiene
salientes definidos por las enzimas de restriccion. Las enzimas de restriccién pueden ser de la misma especie. Las
secuencias de reconocimiento de enzimas de restriccion de los elementos de restriccion metilados protegibles por
metilacién pueden comprender la misma secuencia. En una descripcion, las secuencias de reconocimiento de enzimas
de restriccién de los elementos de restriccion metilados protegibles por metilacién y las secuencias de reconocimiento
de enzimas de restriccién no protegibles opuestas pueden comprender la misma secuencia.

La enzima de restricciéon y la metilasa (0 secuencias de reconocimiento de las mismas) utilizadas en el método se
pueden seleccionar segln la enzima de restriccion y las metilasas (o secuencias de reconocimiento de las mismas)
proporcionadas para la descripcion del acido nucleico en el presente documento.
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El vector de destino circular puede purificarse/aislarse a partir de una cepa bacteriana que exprese la metilasa de ADN
que reconoce la secuencia de reconocimiento de la metilasa de ADN del elemento de restriccion protegible contra la
metilacién. En otra descripcion, el vector de destino circular o linealizado puede ser metilado por la metilasa de ADN
in vitro.

Los dos o mas fragmentos de ADN de interés para ensamblar con el &cido nucleico pueden proporcionarse en vectores
de donacién circulares, en donde el método comprende el paso de cortar los vectores de donacion circulares para
liberar los fragmentos de ADN de interés. El corte de los vectores donantes puede realizarse con una enzima de
restriccion que deja salientes complementarios para la ligacion con el acido nucleico metilado linealizado. El corte de
los vectores donantes puede realizarse con una enzima de restriccion que deja salientes complementarios para la
ligacion con el acido nucleico metilado linealizado y con otro fragmento de ADN de interés para la insercion. El corte
de los vectores donantes puede realizarse con una enzima de restriccion que deja salientes complementarios para la
ligacion con otros dos fragmentos de ADN de interés para la insercién.

La enzima de restriccién para cortar los vectores de donacion circulares puede comprender una enzima de restriccion
de tipo IIS. La enzima de restriccion para cortar los vectores de donacioén circulares puede comprender la misma
enzima de restriccion, o una enzima de restriccidon que reconoce la misma secuencia, que la enzima de restriccion
utilizada para cortar el vector de destino circular. Los salientes complementarios de los fragmentos de ADN de interés
para la ligacién con el acido nucleico linealizado pueden definirse mediante la enzima de restriccion.

Ventajosamente, la provisién de la misma secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccién para los elementos
de restriccién protegibles por metilacién, la secuencia de reconocimiento de la enzima de restricciéon opuesta en la
secuencia de descarte y las secuencias de reconocimiento de la enzima de restriccion en los vectores donantes
proporciona que se pueda utilizar un Unico tipo de enzima de restriccion. usado. Esto permite reducir el coste y la
complejidad a la hora de eliminar el sitio de restriccion interno de tipo IS de las partes de ADN, porque hay menos
sitios de restriccién que eliminar. Esto hace que el ensamblaje de secuencias mas largas sea mas facil y menos
costoso. Ademas, la invencion permite la denominada reaccién “en un solo recipiente”, mediante la cual la restriccién
y la ligacién se pueden llevar a cabo en un recipiente en un solo paso.

Por lo tanto, el método puede combinar los pasos de restringir y ligar. En particular, el vector de destino circular, los
vectores donantes, la enzima de restriccion y la ligasa pueden proporcionarse en la misma composicion.

Después del ensamblaje de la Ginica molécula de ADN ensamblada, el método puede comprender ademas el paso de
transformar la Gnica molécula de ADN ensamblada en una cepa bacteriana que no expresa la metilasa del ADN que
reconoce la secuencia de reconocimiento de la metilasa del ADN del elemento de restriccidn protegible por metilacién.

Ventajosamente, transformar la Unica molécula de ADN ensamblada en una cepa bacteriana que no expresa la
metilasa del ADN que reconoce la secuencia de reconocimiento de la metilasa del ADN del elemento de restriccion
protegible por metilaciéon da como resultado la clonacién y produccion de una secuencia de acido nucleico, tal como
un vector. que comprende una secuencia de reconocimiento de enzima de restriccion no metilada (es decir, no
bloqueada) para permitir reacciones de restriccion posteriores.

El método puede comprender ademas un proceso de ensamblaje de miltiples etapas para formar fragmentos de ADN
ensamblados o vectores de mayor longitud de secuencia. Por ejemplo, el ADN ensamblado, que es el producto del
método, puede usarse posteriormente para un ensamblaje de orden superior. Por ejemplo, el método puede
comprender una segunda ronda de ensamblaje de ADN segun la descripcion en el presente documento en donde los
fragmentos de ADN de interés para el ensamblaje con el acido nucleico metilado linealizado pueden comprender ADN
ensamblado de una primera/anterior ronda de ensamblaje de ADN segun la descripcion en el presente documento.

Proporcionar multiples rondas de ensamblaje de ADN para formar fragmentos de ADN mas grandes reduce
ventajosamente el nimero de secuencias adaptadoras/protuberantes que son necesarias. La tasa de éxito del
ensamblaje del ADN también aumenta al ensamblar menos fragmentos de ADN. Ademas, puede ser mas facil detectar
el ADN ensamblado exitosamente con menos fragmentos ensamblados en una sola reaccion.

Método de ensamblaje de ADN sin cicatrices

Segun otro aspecto de la presente invencién, se proporciona un método de ensamblaje de fragmentos de ADN sin
cicatriz segun la reivindicacion 7 del presente documento.

Descrito en el presente documento, se proporciona un método de ensamblaje de fragmentos de ADN sin cicatriz
comprende los pasos de:

(A) proporcionar un primer acido nucleico metilado linealizado como se describe en el presente documento, que
tiene un elemento compuesto de mantenimiento en un extremo y un elemento compuesto de truncamiento en el
otro extremo, en donde los elementos compuestos de mantenimiento y truncamiento estan metilados con la
metilasa del ADN;
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proporcionar un primer fragmento de ADN para ensamblaje que tiene extremos salientes que estan adaptados
para ligarse a los extremos salientes del primer acido nucleico metilado linealizado;

ligar el primer fragmento de ADN para el ensamblaje y el primer &cido nucleico metilado linealizado con una
ligasa para formar un primer vector intermedio metilado;

transformar el primer vector intermedio metilado en una cepa bacteriana que no expresa la(s) metilasa del
ADN(s) que reconoce cualquiera de las secuencias de reconocimiento de metilasa del ADN de los elementos
compuestos de mantenimiento y truncamiento, formando de este modo un primer vector intermedio que no esta
metilado;

aislar el primer vector intermedio;

(B) proporcionar un segundo acido nucleico metilado linealizado como se describe en el presente documento, que
tiene un elemento compuesto de mantenimiento en un extremo y un elemento compuesto truncado en el otro
extremo, en donde los elementos compuestos de mantenimiento y truncamiento estan metilados con la metilasa
del ADN, y en donde el saliente proporcionado por el elemento compuesto de mantenimiento del primer acido
nucleico metilado linealizado es diferente en secuencia al saliente proporcionado por el elemento de restriccion
protegible por metilacion del segundo acido nucleico metilado linealizado;

proporcionar un segundo fragmento de ADN para ensamblaje que tiene extremos salientes que estan
adaptados para ligarse a los extremos salientes del segundo acido nucleico metilado linealizado;

ligar el segundo fragmento de ADN para el ensamblaje y el segundo &cido nucleico metilado linealizado con
una ligasa para formar un segundo vector intermedio metilado;

transformar el segundo vector intermedio metilado en una cepa bacteriana que no expresa la(s) metilasa del
ADN(s) que reconoce(n) cualquiera de las secuencia(s) de reconocimiento de metilasa del ADN de los
elementos compuestos de mantenimiento y truncamiento, formando de ese modo un segundo vector intermedio
que no esta metilado;

aislar el segundo vector intermedio;

(C) cortar el primer vector intermedio con una enzima de restriccién que reconoce la secuencia de reconocimiento
de la enzima de restriccién del elemento compuesto de mantenimiento y una enzima de restricciéon que reconoce
la secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccion del elemento compuesto truncado, formando de este
modo un primer inserto de fragmento de ADN adaptado que comprende una secuencia saliente mantenida que
esta determinada por el elemento compuesto de mantenimiento y una secuencia saliente nativa opuesta que esta
determinada por la secuencia nativa del primer fragmento de ADN para ensamblaje;

(D) cortar el segundo vector intermedio con una enzima de restriccion que reconoce la secuencia de
reconocimiento de la enzima de restriccion del elemento compuesto de mantenimiento y una enzima de restriccion
que reconoce la secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccion del elemento compuesto truncado,
formando de este modo un segundo inserto de fragmento de ADN adaptado que comprende una secuencia saliente
mantenida que esta determinada por el elemento compuesto de mantenimiento y una secuencia saliente nativa
opuesta que esta determinada por la secuencia nativa del segundo fragmento de ADN para ensamblaje;

en donde

(i) el primer y segundo fragmentos de ADN adaptados son fragmentos terminales en donde sus secuencias
salientes nativas son complementarias, de modo que estan dispuestas para ligarse entre si; o

(i) se proporcionan uno o mas fragmentos de ADN medios para ensamblaje en donde el primer y segundo
fragmentos de ADN adaptados son fragmentos terminales respectivos en el ensamblaje, y el uno o mas
fragmentos de ADN medios estan dispuestos para ligarse entre el primer y segundo fragmentos de ADN
adaptados a través de secuencias nativas salientes complementarias;

que comprende ademas el paso de ligar juntos, con una ligasa, el primer y segundo fragmentos de ADN adaptados,
o el primer y segundo fragmentos de ADN adaptados y uno o mas fragmentos de ADN intermedios, para formar
un fragmento de ADN ensamblado que tiene salientes mantenidos en cada extremo.

El uno o mas fragmentos de ADN intermedios pueden comprender secuencias salientes nativas en ambos extremos
que estan determinadas por su secuencia nativa. En una descripcién que comprende un Unico fragmento de ADN
medio para ensamblaje, el fragmento de ADN medio puede comprender una primera secuencia saliente nativa que es
complementaria a |a saliente nativa del primer fragmento de ADN adaptado y una segunda secuencia saliente nativa
que es complementaria a la saliente nativo del segundo fragmento de ADN adaptado.

En una descripcién que comprende dos o mas fragmentos de ADN medios para ensamblaje, los fragmentos de ADN
medios pueden comprender cada uno de ellos secuencias salientes nativas que son complementarias al saliente nativo
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de un fragmento de ADN medio vecino, de modo que se pueden ligar entre si en una secuencia previa. -orden
determinado. El primer y ultimo fragmento de ADN intermedio en una secuencia se dispondran para ligarse al primer
fragmento de ADN adaptado y al segundo fragmento de ADN adaptado respectivos mediante secuencias
sobresalientes nativas complementarias.

En una descripcién, un fragmento de ADN medio para ensamblaje puede ser proporcionado por

proporcionar un acido nucleico metilado linealizado adicional como se describe en el presente documento, en
donde el acido nucleico metilado linealizado comprende un elemento compuesto truncado en cada extremo, en
donde los elementos compuestos truncados estan metilados con la metilasa del ADN,;

proporcionar un fragmento de ADN medio adaptado para ensamblaje que tiene extremos salientes que estan
adaptados para ligarse a los extremos salientes del acido nucleico metilado linealizado;

ligar el fragmento de ADN medio adaptado para el ensamblaje y el acido nucleico metilado linealizado con una
ligasa para formar un vector intermedio metilado;

transformar el vector intermedio metilado en una cepa bacteriana que no expresa la(s) metilasa del ADN(s) que
reconoce(n) cualquiera de las secuencias de reconocimiento de metilasa del ADN de los elementos compuestos
truncados, formando de ese modo un vector intermedio que no esta metilado;

aislar el vector intermedio;

cortar el vector intermedio con enzimas de restriccion que reconocen la secuencia de reconocimiento de la enzima
de restriccion de los elementos compuestos truncados, formando asi un inserto de fragmento de ADN medio que
comprende secuencias salientes nativas en cada extremo que estan determinadas por la secuencia nativa del
fragmento de ADN medio para el ensamblaje.

Los fragmentos de ADN para el ensamblaje pueden comprender ADN bicatenario que comprende los
salientes/extremos pegajosos en cada extremo. Se puede preparar un fragmento de ADN para ensamblaje mediante
PCR a partir de una plantilla, mediante sintesis génica o mediante hibridacién de dos oligonucleétidos. Tales procesos,
p.ej. La PCR o la sintesis de genes pueden generar ADN bicatenario con extremos romos. Para el ensamblaje que
comienza con el producto de la PCR, se puede incluir una secuencia adaptadora adecuada que contenga el sitio de
restriccion en el cebador de la PCR para recortar el ADN y generar los salientes para la clonacién en los vectores
intermedios. Para descripciones que comprenden el uso de oligonucleétidos hibridados hay mas opciones. El disefio
de la secuencia podria ser el mismo que para la PCR/sintesis de genes con sitios de restriccion en ambos extremos
para recortar con una enzima de restriccion para generar los salientes. Alternativamente, dos oligos recocidos pueden
formar los propios salientes.

En una descripcion, los fragmentos de ADN para ensamblaje, tales como el primer fragmento de ADN para ensamblaje,
el segundo fragmento de ADN para ensamblaje y uno o mas fragmentos de ADN medios adaptados para ensamblaje,
pueden proporcionarse mediante PCR a partir de una secuencia plantilla (es decir, los fragmentos de ADN para
ensamblaje pueden ser productos de PCR). La secuencia plantilla puede proporcionar la secuencia completa que se
desea clonar como fragmento de ADN ensamblado. Los fragmentos de ADN para el ensamblaje pueden replicarse,
por ejemplo mediante PCR, a partir de diferentes secciones de la plantilla, y los productos de PCR vecinos generados
pueden solaparse parcialmente en secuencia (es decir, la secuencia cerca del final de un producto de PCR puede
comprender la misma secuencia cerca del inicio). del siguiente producto de PCR para su ensamblaje). El solapamiento
puede ser parcial, pero de longitud suficiente para proporcionar un extremo adhesivo complementario. En una
descripcion, la secuencia de solapamiento dentro de un producto de PCR (fragmento de ADN para ensamblaje) y la
solapamiento en el siguiente producto de PCR vecino (fragmento de ADN para ensamblaje) pueden tener al menos 2
pares de bases de longitud. En otra descripcién, la secuencia de solapamiento dentro de un producto de PCR
(fragmento de ADN para ensamblaje) y la solapamiento en el siguiente producto de PCR vecino (fragmento de ADN
para ensamblaje) pueden tener al menos 3 pares de bases de longitud. En otra descripcién, la secuencia de
solapamiento dentro de un producto de PCR (fragmento de ADN para ensamblaje) y la solapamiento en el siguiente
producto de PCR vecino (fragmento de ADN para ensamblaje) pueden tener una longitud de 3 a 6 pares de bases. En
otra descripcién, la secuencia de solapamiento dentro de un producto de PCR (fragmento de ADN para ensamblaje)
y la solapamiento en el siguiente producto de PCR vecino (fragmento de ADN para ensamblaje) pueden tener una
longitud de 3 a 5 pares de bases. En otra descripcion, la secuencia de solapamiento dentro de un producto de PCR
(fragmento de ADN para ensamblaje) y la solapamiento en el siguiente producto de PCR vecino (fragmento de ADN
para ensamblaje) pueden tener una longitud de 4-5 pares de bases. En otra descripcién, la secuencia de solapamiento
dentro de un producto de PCR (fragmento de ADN para ensamblaje)} y la solapamiento en el siguiente producto de
PCR vecino (fragmento de ADN para ensamblaje} pueden tener una longitud de 3-4 pares de bases. En otra
descripcion, la secuencia de solapamiento dentro de un producto de PCR (fragmento de ADN para ensamblaje) y la
solapamiento en el siguiente producto de PCR vecino (fragmento de ADN para ensamblaje) pueden tener 4 pares de
bases de longitud.

Los cebadores de PCR pueden disponerse para amplificar las secciones parcialmente solapadas del ADN molde con
el fin de formar los fragmentos de ADN para el ensamblaje que comprenderian salientes complementarias. La reaccién
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de PCR puede agregar secuencias adaptadoras que contienen la secuencia de reconocimiento de restriccion (es decir,
la secuencia adaptadora universal, por ejemplo la secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccién puede
comprender la misma secuencia que la secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccién del elemento
compuesto de mantenimiento y/o del elemento compuesto truncado) mas la secuencia del saliente que seria
complementario al saliente del fragmento vecino/consecutivo para su ensamblaje. El saliente que comprende la
secuencia que se solapa, por ejemplo en 4 pb, entre fragmentos consecutivos/vecinos puede formarse después de la
digestion con la enzima de restriccion (es decir, el solapamiento entre el producto de PCR se refiere a la secuencia,
por ejemplo de 4 pb, que estd dentro del adaptador completo). secuencia que comprende la secuencia de
reconocimiento de la enzima de restriccion).

Los cebadores de PCR pueden proporcionar ademas las secuencias adaptadoras para los fragmentos de ADN, que
forman el saliente complementario para la ligacién con los &cidos nucleicos metilados linealizados (tales como el primer
acido nucleico metilado linealizado, el segundo &cido nucleico metilado linealizado o acido nucleico metilado
linealizado adicional) y formacion de los vectores intermedios. Los cebadores de PCR pueden proporcionar ademas
una secuencia de reconocimiento de enzima de restriccién que esta dispuesta para dirigir la enzima de restriccion para
que corte el producto de PCR para formar las secuencias adaptadoras. La secuencia de reconocimiento de la enzima
de restriccién proporcionada por los cebadores de PCR puede ser una secuencia de reconocimiento de la enzima de
restriccion. La secuencia de reconocimiento de la enzima de restricciéon puede comprender la misma secuencia que
la secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccion del elemento compuesto de mantenimiento y/o del
elemento compuesto truncado.

En una descripcion, el fragmento de ADN medio adaptado comprende una regién de secuencia nativa solapada que
es la misma secuencia que una secuencia saliente nativa proporcionada en un fragmento de ADN consecutivo/vecino
destinado a la ligacién. Por ejemplo, cuando fragmentos de ADN vecinos/consecutivos para ensamblarse entre si
estan codificados a partir de una plantilla, cada uno de ellos puede comprender una regidon de secuencia
solapada/misma de la plantilla, que formaria los salientes nativos complementarios entre las dos secuencias
vecinas/consecutivas en un ligadura posterior. En una descripcion, el fragmento de ADN medio adaptado comprende
dos regiones de secuencia nativa solapada, que estan dispuestas para formar los salientes nativos del fragmento de
ADN medio una vez cortado por la enzima de restriccion de reconocimiento.

El método puede comprender ademas el paso de proporcionar un vector de destino linealizado para la insercion de
los fragmentos de ADN ensamblados. El vector de destino linealizado puede comprender secuencias sobresalientes
respectivas que son complementarias a las proyecciones mantenidas del fragmento de ADN ensamblado. Las
secuencias salientes del vector de destino linealizado pueden comprender un primer saliente que es complementario
a la secuencia saliente mantenida del primer fragmento de ADN adaptado y un segundo saliente que es
complementario a la segunda secuencia saliente mantenida del segundo fragmento de ADN adaptado.

El vector de destino linealizado se puede proporcionar cortando un vector de destino circular con la(s) enzima(s) de
restriccion que estan dispuestas para proporcionar los mismos salientes complementarios que los fragmentos de ADN
ensamblados. Por ejemplo, el vector de destino linealizado puede proporcionarse cortando un vector de destino
circular con la(s) enzima(s) de restriccion que reconocen las secuencias de reconocimiento de enzimas de restriccion
del elemento compuesto de mantenimiento y/o truncamiento. El vector de destino linealizado puede ser un vector de
clonacion.

En una descripcién, el elemento compuesto de mantenimiento comprende la misma secuencia en todos los vectores
intermedios que comprenden el elemento compuesto de mantenimiento. En una descripcion, el elemento compuesto
truncado comprende la misma secuencia en todos los vectores intermedios. En una descripcion, el elemento
compuesto de mantenimiento comprende la misma secuencia de reconocimiento de enzimas de restriccién que el
elemento compuesto truncado. En una descripcion, las secuencias de reconocimiento de enzimas de restriccion de
los elementos compuestos de mantenimiento y/o los elementos compuestos truncados de los vectores intermedios
son las mismas. En particular, se pueden usar las mismas especies de enzimas de restriccion para la restriccion de
los vectores intermedios y, opcionalmente, el vector de destino.

Los vectores utilizados en el método de ensamblaje sin cicatrices como se describe en el presente documento pueden
ser vectores con un nimero de copias alto. Por ejemplo, el primer y/o segundo acido nucleico metilado linealizado
pueden comprender un vector metilado linealizado de alto numero de copias.

En una descripcién, el método de ensamblaje de ADN descrito en el presente documento se lleva a cabo en una Unica
composicion (es decir, el llamado proceso ‘de un solo recipiente ). Por ejemplo, el proceso de ensamblaje de ADN
(incluyendo digestién con enzima de restriccion y ligacién) se puede llevar a cabo en una Unica composicién que
contiene la enzima de restriccién y ADN ligasa usando plasmidos de insercion circular o fragmentos de insercién
linealizados y vectores circulares intermedios y/o de destino, o linealizados. versiones de l0s mismos.

En una descripcion, la metilacién del acido nucleico se lleva a cabo en una cepa bacteriana modificada para expresar
la metilasa que reconoce la secuencia de reconocimiento de la metilasa.En una descripcion, la metilacion del acido
nucleico se lleva a cabo in vitro.
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También se describe una cepa bacteriana modificada que se modifica para expresar una metilasa del ADN descrita
en el presente documento.

La cepa bacteriana modificada que se modifica para expresar una metilasa del ADN puede ser una cepa de E. coli.
La modificaciéon puede comprender la insercién del gen de la metilasa en el lugar arsb del genoma E. coli. La cepa
bacteriana modificada que se modifica para expresar una metilasa del ADN puede formarse mediante ensamblaje de
un vector con un casete de expresién de metilasa seguido de un casete de seleccién de antibioticos, tal como un
casete de seleccién de antibidticos de zeocina, y flanqueado por una secuencia homéloga del gen arsb de E. coli,
seguido de PCR usando esto como plantilla para generar ADN lineal que contiene el elemento anterior, y
recombinacion con este fragmento seguido de seleccion con el antibidtico, tal como zeocina, para generar cepas de
bacterias con el casete de expresién de metilasa y el marcador de seleccion insertados de manera estable en el arsb
lugar del genoma E. coli.

También se describe el uso de una cepa bacteriana modificada que se modifica para expresar una metilasa del ADN
descrita en el presente documento, para fabricar una molécula de acido nucleico como se describe en el presente
documento.

La cepa bacteriana modificada puede ser E. coli.

También se describe una composicion que comprende el acido nucleico segun la descripcién en el presente
documento. La composicion puede comprender tampon.

También se describe un kit que comprende uno o mas acidos nucleicos segun la descripcion en el presente
documento.

El kit puede comprender ademas una enzima de restricciéon y/o una ligasa, tal como ADN ligasa T4. Adicional o
alternativamente, el kit puede comprender una cepa bacteriana modificada que se modifica para expresar una metilasa
del ADN segun la descripcion en el presente documento y/o una metilasa del ADN.

Adicional o alternativamente, el kit puede comprender una o mas soluciones tampén. Adicional o alternativamente, el
kit puede comprender antibidticos para la seleccion de clones.

Uno o mas, o todos, el acido nucleico, el tampon, la cepa bacteriana, la enzima de restriccion, la ligasa y la metilasa
pueden proporcionarse en un recipiente, tal como un tubo Eppendorf.

También se describe una célula huésped que comprende acido nucleico segun la descripcion en el presente
documento.

También se describe el uso del acido nucleico segun la descripcién en el presente documento para ensamblar
fragmentos de ADN de interés, opcionalmente en donde el uso es in vitro.

La referencia al término ‘sin cicatrices” o “ensamblaje sin cicatrices” en el presente documento pretende referirse a
una secuencia de ADN que se ha ensamblado a partir de multiples secuencias, en donde la unién entre las secuencias
no comprende artefactos, tales como pares de bases no deseados, de la restriccién. y ligadura del proceso de
ensamblaje del ADN. Por ejemplo, el ensamblaje de ADN sin cicatrices no introduce secuencias adicionales en el
fragmento de ADN ensamblado. En algunas publicaciones también se le llama ensamblaje de ADN sin fisuras. En un
ejemplo, una secuencia adaptadora disefiada para proporcionar extremos adhesivos complementarios para facilitar la
union de fragmentos de ADN puede considerarse una ‘cicatriz” entre las secuencias unidas.

La referencia al término “adaptador” en el presente documento pretende referirse a una secuencia disefiada para
proporcionar extremos adhesivos complementarios para facilitar la unién de fragmentos de ADN.

La referencia al término “solapar”o “solaparse” en el contexto de secuencias de reconocimiento solapadas pretende
referirse a que al menos parte de la secuencia de reconocimiento de una enzima (por ejemplo cualquier nucleotido
distinto de N en una secuencia de reconocimiento) esta en una posicioén de la secuencia de nucleétidos que especifica
la secuencia de reconocimiento de otra enzima. (es decir, secuencias solapadas comparten al menos algunos
nucleétidos comunes).

La referencia al término ‘hativo”en el contexto de una secuencia de extremo sobresaliente/pegajoso pretende referirse
a la secuencia natural, no adaptada, del fragmento de ADN de interés que se insertara o unira al acido nucleico. Por
ejemplo, la secuencia no se disefiard ni modificara con respecto a la secuencia del ADN molde de interés. Esto
contrasta con los salientes determinados por la secuencia del vector para facilitar el ensamblaje del ADN, que podrian
introducirse como una cicatriz en la secuencia ensamblada.

La referencia a una “‘molécula de ADN ensamblada Unica”pretende referirse a un Unico tipo de molécula, y no pretende
referirse al nimero de copias de la misma molécula. En particular, en cualquier reacciéon o composicién dada, puede
haber una pluralidad de copias de una Unica molécula de ADN ensamblada.

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2979391 T3

La referencia a plasmidos/vectores de “alto nimero de copias” puede referirse a aquellos con un nimero de copias de
100 o mas copias por célula, incluidos, entre otros, plasmidos con origenes de replicacién tales como 1. origen de
replicacion pMB1 mutado a partir de plasmidos pUC (Vieira y Messing 1982. Gen 19:259-268; Vieira y Messing 1987.
Métodos Enzymol. 153:3-11; Messing 1983. Métodos Enzymol. 101:20-78; Lin-Chao et al. 1992. Mol. Microbiol.
6:3385-3393); y 2. Origen de replicacién derivado de Co1E1 a partir de plasmidos pbluescript (https:/www.chem-
agilent.com/pdf/strata/212205.pdf - Vectores fagémidos pbluescript Il, manual de instrucciones, catalogo n.? 212205,
n.2 212206. #212207 y #212208, Revisién A.01). El origen de replicacién que porta pbluescript es de pUC con una
mutacién de un solo nucleotido. Se pueden encontrar guias particulares sobre la regulacién de plasmidos/vectores de
copias bajas y altas en Molecular Cloning A Laboratory Manual, 3ra (2001), Joseph Sambrook y David W Russell,
volumen 1 pagina 1.4 Tabla 1-1 y volumen 1 pagina 4.2 Tabla 4-1.

La referencia a plasmidos/vectores de ‘bajo nimero de copias” puede referirse a aquellos con un nimero de copias
inferior a 100 copias por célula, incluidos, entre otros, plasmidos con origen de replicacién tal como 1. origen de
replicacion p15A a partir de plasmidos pACYC (Chang y Cohen 1978. J. Bacteriol. 134:1141-1156); 2. Origen de
replicacion de pSC101 a partir de plasmidos pSC101 (Stoker et al. 1982. Gen 18:335-341); 3. Origen de la replicacién
F a partir de plasmidos F (Kim y cols. 1996. Genémica 34:213-218; Asakawa et al. 1997. Gen 191: 69-79); 4. Origen
de replicacién de pMB1 a partir de plasmidos pbR322 (Bolivar et al. 1977. Gen 2:95-113); y 5. Origen de replicacion
de Co1E1 a partir del plasmido Co1E1 (Kahn et al. 1979. Métodos Enzymol. 68:268-280)

El experto entenderda que las caracteristicas opcionales de una descripcidon pueden ser aplicables, cuando sea
apropiado, a otras descripciones.

Figura 1. Identificacion de metilasas que bloquean la solapamiento de sitios de metilacion/restriccion.

A. Diagrama de sitios de metilacién/restriccion solapados para el cribado inicial. Los sitios de reconocimiento
de enzimas de restriccién estan encuadrados en lineas continuas. El extremo adhesivo generado por la enzima
de restriccion se muestra con una linea continua. Los sitios de reconocimiento de las enzimas de metilacién
estan encuadrados con lineas discontinuas y las bases metiladas estan en negrita. Todas las metilasas
enumeradas modifican la N6-adenina, excepto M.Sacl y M.AspJHL3I, que modifican la C5-citosina y la N4-
citosina respectivamente.

B. Disefios experimentales para probar el bloqueo de sitios de metilacién/restriccién solapados mediante
metilacién in vivo. Para cada combinacion de metilasa/enzima de restriccion analizada, el plasmido de prueba
contiene un sitio de metilacién/restriccion solapado y un sitio de restriccidon no metilable. La digestion de
restriccion del plasmido de prueba preparado a partir de una cepa normal daria como resultado una restriccién
en ambos sitios y liberaria un fragmento de ~600 pb de la estructura principal del vector de ~4,3 kb. La digestion
de restriccion del plasmido de prueba preparado a partir de una cepa que expresa metilasa daria como
resultado una Unica banda de ~4,9 kb, debido al bloqueo de los sitios de metilacién/restriccion solapados por
metilacién in vivo. Se muestran los sitios de restriccion del plasmido de prueba para cada enzima de restriccion,
con el sitio de restriccion encuadrado en linea continua, la secuencia de metilacién encuadrada en linea
discontinua y las bases metiladas en negrita. La disposicién directa del sitio de metilacién/restriccion solapado
permite analizar la actividad de la nickasa en el mismo ensayo. C. Andlisis de electroforesis en gel de agarosa
del plasmido de prueba para cada combinacién solapada de metilasa/enzima de restriccion preparada en una
cepa normal 0 en una cepa que expresa metilasa del ADN y digerida con las enzimas de restriccién de tipo 11S
correspondientes. Las combinaciones ensayadas son Bsal con M.Osp8071l (M.Osp) utilizando el plasmido de
prueba pMOP_BsalNC, Bpil con M2.NmeMC58Il (M2.Nme) utilizando el plasmido de prueba pMOP_BpilNC y
Lgul con M.Xmnl utilizando el plasmido de prueba pMOP_LguINC. Las condiciones de la prueba son 60 fmol
de plasmido de prueba digeridos usando 5 U de Bsal o Bpil, 0 2,5 U de Lgul en 10 pl de reaccién a 37 °C
durante 1 h. El resultado muestra que cada una de las metilasas probadas produce un bloqueo exitoso a través
de la metilacién in vivo de un sitio de restriccion para la enzima de restriccion de tipo 1IS correspondiente cuando
el sitio de reconocimiento de metilasa se solapa al sitio de la enzima de restriccion. Los datos mostrados
representan resultados de tres experimentos independientes.

Figura 2. Sistema Metclo basado en Bsal-M.Osp807Il

Los plasmidos donantes contienen fragmentos de ADN para ensamblar (Frag A-D) flanqueados por sitios Bsal
que generan extremos adhesivos compatibles (etiquetados aaaa-eeee). Los sitios Bsal se solapan con la
secuencia de reconocimiento de metilasa M.Osp807II. Los plasmidos donantes se prepararon a partir de una
cepa normal que carece de actividad metilasa M.Osp8071l. Como resultado, los sitios Bsal no estan metilados
y, por lo tanto, los fragmentos de ADN insertados pueden liberarse mediante digestién con Bsal. El vector de
ensamblaje contiene un marcador de seleccion LacZ flanqueado por sitios Bsal enfrentados. El par exterior de
sitios Bsal mas cercanos al esqueleto del vector se solapa con la secuencia de metilacion de M.Osp8071l,
mientras que el par interior no. La preparacién del vector de ensamblaje en la cepa DH10B que expresa
M.Osp807Il da como resultado el bloqueo especifico del par externo de sitios Bsal. Bsal ain podria liberar el
fragmento LacZ a través de la accion en el par interior de sitios Bsal. Después de una reaccién en un solo
recipiente utilizando ADN ligasa Bsal y T4, la ligacién entre extremos adhesivos compatibles da como resultado
un ensamblaje ordenado de fragmentos de ADN en la columna vertebral del vector de ensamblaje. El fragmento
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ensamblado en el plasmido ensamblado esta flanqueado por sitios Bsal bloqueados refractarios a la digestion
con Bsal. Después de la transformacion en una cepa normal que carece de actividad M.Osp80711, la metilacion
de los sitios de restriccion flanqueantes se pierde y Bsal podria liberar el fragmento ensamblado para el
ensamblaje de la siguiente etapa.

Figura 3. Ensamblaje de ADN utilizando el vector Metclo que contiene elementos de ADN funcionales entre
el sitio de restriccion protegible por metilacion y el sitio de restriccion no protegible.

A. Diagrama que muestra el ensamblaje de una unidad de transcripcién para la expresioén de una proteina con
tres dominios diferentes (D1, D2, D3) utilizando el vector Metclo con el elemento promotor (Prom) y la sefal
poliA (poliA) preincrustados en el vector. Los sitios Bsal protegidos por metilacién estan encuadrados en linea
continua, los sitios Bsal funcionales en linea de puntos y las bases metiladas en negrita. XXXX y YYYY
representan la secuencia adaptadora en los extremos 5’ y 3’ del fragmento de ADN ensamblado (unidad de
transcripcion) que podria liberarse para la siguiente ronda de ensamblaje de ADN. Pueden o no ser diferentes
de las secuencias del adaptador interno (AATG, ACTA, ATCT y GCTT), porque no participan en la reaccion de
ensamblaje.

B. Diagrama que muestra el ensamblaje de la misma unidad de transcripcién usando Metclo con el elemento
promotor y la sefial poliA proporcionada en plasmidos de insercion separados. XXXX y YYYY representan la
secuencia adaptadora en los extremos 5’ y 3’ del fragmento de ADN ensamblado (unidad de transcripcién) que
podria liberarse para la siguiente ronda de ensamblaje de ADN. Son diferentes de las secuencias del adaptador
interno.

Figura 4. Principio de conmutacion de extremos adhesivos utilizando vectores de clonacion universales.

A. Diagrama de tres tipos de vectores de ensamblaje universal.

B. Detalles del proceso de cambio de extremo adhesivo de vectores de clonacién universal a través de Metclo,
utilizando el vector VL como ejemplo. Los sitios de restriccién de tipo funcional 1S estan encuadrados en linea
continua, los sitios de restriccion bloqueados en linea discontinua y las bases metiladas en negrita.

C. Sistema simbdlico de representacién del proceso de cambio de extremo del adhesivo. uy v representan los
extremos adhesivos universales CTCC y CGAG respectivamente. x e y representan la secuencia de 4 pb dentro
de los extremos adhesivos universales definidos por la secuencia. El ensamblaje utilizando diferentes tipos de
vectores da como resultado el cambio de diferentes extremos adhesivos.

D. Proceso de cambio de extremo adhesivo aplicado al ensamblaje de multiples fragmentos.

Figura 5. Ensamblaje de ADN sin cicatrices utilizando vectores de clonacion universales

A. El fragmento de ADN que se va a ensamblar no lleva sitios de restriccion Bsal internos. El objetivo del
proceso de ensamblaje es generar un Unico fragmento ensamblado que lleva extremos adhesivos x e y
definidos por los extremos del fragmento.

B. La secuencia primero se divide digitalmente en 9 fragmentos diferentes (fragmentos A-I) con solapamientos
de 4 pb (a-h).

C. Luego se agregaron secuencias adaptadoras a los fragmentos digitalmente, lo que dio como resultado
fragmentos de ADN que podrian recortarse con Bsal para generar fragmentos flanqueados por los extremos
adhesivos universales u y v.

D. Los fragmentos de ADN bicatenario sintetizados se clonaron primero en vectores de ensamblaje universales
especificos para cambiar los extremos adhesivos dependiendo de la posicion del fragmento en la siguiente
etapa de ensamblaje.

E. Los fragmentos clonados se ensamblaron 3 por grupo en vectores de ensamblaje universales especificos,
dependiendo el tipo de vector de la posicidén del fragmento ensamblado en la siguiente etapa de ensamblaje.

F. La etapa final del ensamblaje genera el fragmento completamente ensamblado con extremos adhesivos x e
y de secuencia especificada.

Figura 6. Ventaja del ensamblaje universal sin cicatrices basado en Metclo en comparacién con el
ensamblaje universal basado en Moclo

Para el ensamblaje de miltiples etapas utilizando vectores de ensamblaje universales, el sistema basado en
Moclo utiliza dos enzimas de restriccién diferentes (Bsal y Bpil) para etapas consecutivas, lo que requiere
diferentes adaptadores universales para un bloque determinado (CTCC para Bsal y AGAA para Bpil). Para
clonar los fragmentos de diferentes etapas en vectores de ensamblaje universal, el extremo 5’ del primer bloque
y el extremo 3’ del ultimo bloque en cada subconjunto deben cambiar entre diferentes secuencias adaptadoras
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dependiendo de la enzima utilizada para el ensamblaje. La ilustracion muestra el cambio del adaptador 5’ para
el primer bloque (bloque A) durante 3 etapas consecutivas de la reaccion de ensamblaje, con los sitios Bsal
encuadrados en linea continua y los sitios Bpil encuadrados en lineas discontinuas. Es necesario agregar un
adaptador muy largo al extremo de 5’ del bloque A para hacer frente al cambio de adaptadores durante las
diferentes etapas del ensamblaje. El adaptador se “mastica” 4 pb después de cada etapa de ensamblaje, por
lo que la longitud de la secuencia del adaptador depende del nimero de etapas. El disefio basado en Metclo
es mucho mas sencillo, porque utiliza una Unica enzima Bsal para las diferentes etapas de ensamblaje. Aqui
los sitios Bsal no metilables estan recuadrados en linea continua y los sitios Bsal bloqueados por metilacién
estan recuadrados en linea discontinua. La secuencia de adaptador universal CTCC en el extremo 5’ del primer
bloque (blogue A) se puede utilizar para diferentes etapas de ensamblaje. No es necesario cambiar la secuencia
del adaptador para los bloques exteriores. Como resultado, el disefio del adaptador para la secuencia inicial es
mucho mas sencillo.

Figura 7. Ensamblaje de ADN usando Metclo. La figura ilustra el ensamblaje de cuatro fragmentos de ADN
(Fragmentos A, B, C y D) en un dnico fragmento de ADN (Fragmento ABCD) a través de dos ciclos de Metclo
utilizando una Unica enzima de restriccion de tipo 11S. La etapa 1 y la etapa 2 son efectivamente el mismo proceso
con inserciones progresivamente mas grandes. En la Etapa 1, los plasmidos donantes del inserto contienen
fragmentos del inserto (Fragmentos A, B, C o D) flanqueados por sitios de restriccion metilables de tipo 11S que
generan extremos adhesivos compatibles La preparacién de plasmidos insertados en cepas normales de E. coli,
que carecen de la metilasa especifica del sitio adecuada, da como resultado fragmentos insertados liberables por
la enzima de restriccion tipo 11S. El vector de ensamblaje contiene el marcador de seleccién negativa LacZa
flanqueado por una configuraciéon de cabeza a cabeza disefiada expresamente de sitios de restriccién de tipo IIS.
El par interior de los sitios de restriccién esta disefiado para que no sean metilables, pero el par exterior si lo es
mediante una metilasa especifica del sitio porque la secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccion se
solapa con la secuencia de reconocimiento de la metilasa. La preparacion del vector de ensamblaje en cepas de
E. coli que expresan la metilasa correspondiente conduce a la metilacion selectiva del par externo de sitios de
restriccion metilables, y la digestion con la enzima de restriccion de tipo 1S genera una columna vertebral del vector
que retiene el par externo de sitios de restriccion de tipo IS metilados. La ligacién de los fragmentos del inserto
con la estructura principal del vector genera un plasmido correctamente ensamblado refractario a la restriccion
mediante la enzima de restriccién tipo 1IS. Todos los demas fragmentos no deseados, incluida la cadena principal
del vector del plasmido insertado y el fragmento LacZa del vector de ensamblaje, contienen sitios de restriccion
activos de tipo IS, que son sensibles a la restriccién por parte de la enzima. Este esquema permite una reaccién
de ensamblaje en un solo recipiente que combina el paso de restriccién y ligacién porque la reaccién favorece la
generacion del plasmido ensamblado correctamente. La transformacion de la reaccién de ensamblaje en una cepa
de E. coli normal, que carece de la metilasa especifica del sitio apropiada, da como resultado efectivamente la
desmetilacion de los sitios de restriccién metilados de tipo IS que flanquean el fragmento ensamblado en el
plasmido ensamblado. En la Etapa 2, los insertos ensamblados (Fragmentos AB y CD) se pueden usar para una
ronda posterior de ensamblaje de Metclo en un fragmento mas grande (Fragmento ABCD).

Figura 8. Salto de nivel: esquema de modificacién de ADN utilizando componentes de diferentes niveles de
ensamblaje. El diagrama muestra el esquema para el ensamblaje de dos fragmentos de ADN (Fragmentos A y B)
mediante el esquema estandar de Metclo y la posterior modificacion del fragmento ensamblado (Fragmento AB)
utilizando un tercer fragmento (Fragmento C). Los fragmentos iniciales utilizados (Fragmentos A, B y C) son del
mismo nivel en la jerarquia de ensamblaje, en el sentido de que llevan el mismo marcador de seleccién de
antibiéticos. El paso de modificaciéon modifica un fragmento existente (Fragmento AB) utilizando un fragmento
(Fragmento C) de un nivel diferente de ensamblaje, por lo tanto, ‘salto de nivel”. El fragmento modificado
(Fragmento ABC) lleva los mismos extremos adhesivos que el fragmento inicial (Fragmento AB) y un marcador de
seleccién de antibitico (M3) diferente de los bloques de nivel 1y 2 (M1 y M2). Por lo tanto, el nuevo fragmento
ABC puede usarse para el siguiente nivel de ensamblaje de ADN usando el marcador de seleccién M1 en lugar
del fragmento AB. El mantenimiento de los extremos adhesivos durante el paso de modificacion se logra mediante
el uso de una disposicién especial de sitios de restriccién de tipo IIS cabeza a cabeza (a la derecha del fragmento
LacZa durante el paso de modificacién), en el que el interior de tipo IIS no metilable El sitio de restriccion genera
un extremo adhesivo que es compatible con el fragmento de modificacion a insertar (Fragmento C), y el sitio de
restriccion exterior metilable tipo IS genera un extremo adhesivo idéntico al extremo del fragmento de ADN a
modificar (el extremo derecho del Fragmento AB en el diagrama). El paso de modificacién no es posible con el
método Moclo estandar que utiliza dos enzimas de restriccion de tipo IS, porque los fragmentos de ADN de niveles
consecutivos de ensamblaje tendrian que ser liberados por dos enzimas de restriccion diferentes, cada una de las
cuales tiene que ser diferente de la enzima utilizada para el siguiente nivel de ensamblaje de ADN después del
paso de modificacion. El esquema de modificacion de salto de nivel es Util para la insercién de elementos genéticos
funcionales, como unidades de transcripcion, en un proceso de ensamblaje existente sin cambiar el disefio de
ensamblaje de nivel superior, para maximizar la reutilizacién de las partes de ADN existentes con secuencia
verificada.

Figura 9. Insercion de nivel: esquema para el ensamblaje del ADN a través de una etapa intermedia de
ensamblaje. El diagrama muestra el esquema de ensamblaje de cuatro fragmentos de ADN (Fragmentos A, B, C
y D) en un solo fragmento (Fragmento ABCD) a través de una etapa intermedia de ensamblaje de ADN (Nivel de
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insercién). A diferencia del esquema de ensamblaje estandar de Metclo (Figura 3) que ensambla los cuatro
fragmentos en una sola reaccion, este esquema implica una etapa de ensamblaje intermedia mediante el
subensamblaje de los fragmentos B y C en un vector de ensamblaje intermedio que lleva un marcador de seleccion
(M3) diferente del de los insertos de ADN de nivel 1 (M1 transportado por los fragmentos A, B, C y D} y del
fragmento de ADN ensamblado de nivel 2 (M2 transportado por los fragmentos ABCD). El esquema de
subensamblaje de insercién de nivel ofrece mas opciones en las rutas de ensamblaje del ADN y aumenta la
reutilizacién de los fragmentos de ADN ensamblados intermedios.

Figura 10. Suma lineal: esquema para la construccion de vectores de ensamblaje usando Metclo basado
en Bsal. El diagrama muestra el esquema para la adiciéon lineal de partes de ADN para la construccion de vectores
de ensamblaje que transportan elementos genéticos funcionales existentes (Fragmentos A y D). Comenzando con
un vector de ensamblaje que lleva un fragmento de ADN de relleno no seleccionable flanqueado por sitios de
restriccion de tipo 11S no metilables, primero se ensamblan dos fragmentos de ADN (Fragmentos A y D) con un
marcador de seleccion LacZa en este vector. El marcador de seleccion LacZa esta flanqueado por una disposicion
cabeza a cabeza especialmente disefiada de sitios de restriccién tipo IS, de modo que los sitios internos son
metilables y los sitios externos no. La preparacion del plasmido de insercién LacZa en una cepa de E. coli que
expresa la metilasa correspondiente da como resultado el bloqueo selectivo de los pares internos de sitios de
restriccion metilables de tipo [IS. El ensamblaje en un solo recipiente del inserto LacZa con otros insertos
preparados a partir de la cepa E.coli normal (Fragmentos A y D) da lugar a un fragmento de ADN ensamblado
refractario a la restriccién por la enzima de restriccion de tipo IS utilizada para el ensamblaje del ADN. La
transformacién del ADN ensamblado en una cepa normal de E. coli que carece de la correspondiente actividad
metilasa da como resultado la desmetilacion de los sitios de restriccion metilables de tipo IS que flanquean el
fragmento LacZa. Como resultado, el ADN ensamblado se puede utilizar como vector de ensamblaje para la adicion
de nuevos fragmentos de ADN (Fragmentos B y C) en lugar del marcador de seleccién LacZa en la siguiente ronda
de ensamblaje de ADN. El resultado neto es la adicién lineal de fragmentos de ADN en el vector de ensamblaje
(fragmentos A y D, luego fragmentos B y C). El esquema es Util para la construccién de vectores de ensamblaje
de etapa final que portan elementos genéticos funcionales comunes, como marcadores de seleccion de mamiferos.

Ejemplo 1: ensamblaje modular asistido por metilacion utilizando una tnica enzima de restriccion (MetClo)
Introduccion
Descripcion general de Metclo

Aqui desarrollamos un método de ensamblaje jerarquico basado en enzimas de restriccion tipo 1S mejorado llamado
Metclo, que reduce la cantidad de enzimas de restriccion utilizadas a una. LoGs esto agregando un par de sitios de
restriccion de tipo 1IS especificos para la misma enzima utilizada para el ensamblaje en el vector de ensamblaje, que
se bloquean selectivamente mediante la metilacion del ADN. La transformacién del ADN ensamblado en cepas
normales que carecen de la metilasa especifica desbloquea los sitios de restriccion flanqueantes, lo que da como
resultado plasmidos que transportan el fragmento ensamblado que puede liberarse usando la misma enzima de
restriccion tipo IS y luego usarse para una ronda posterior de ensamblaje de ADN. Probamos varias metilasas para
determinar su capacidad para bloquear sitios de metilacion/restriccion solapados para tres enzimas de tipo 11S Bsal,
Bpil y Lgul cominmente utilizadas y disponibles comercialmente, e identificamos metilasas adecuadas para cada una
de ellas, a saber, M.Osp807Il (para Bsal con secuencia solapada GACNNGGtCTCNANNNN)}, M2.NmeMC58I| (para
Bpil con secuencia solapada GAAGACGCANNNN), y M.Xmnl (para Lgul con secuencia solapada
GAACGCTCTICNANNN, la base metilada o la base opuesta esta subrayada, se requieren bases adicionales para
especificar la actividad metilasa en negrita, secuencia de reconocimiento de enzimas de restriccion en cursiva; las tres
modificaciones son mB6A N6-metiladenina). Desarrollamos cepas de E. coli que portan copias cromosémicas de
casetes de expresion para la expresion constitutiva de estas metilasas y demostramos que el ADN propagado en estas
cepas es refractario a la digestion por la enzima de restriccion cuando el sitio de restriccién se solapa con la secuencia
de reconocimiento de metilasa correspondiente. Luego construimos sistemas Metclo de prueba de principio para cada
par de metilasa/enzima de restriccion para ensamblar cuatro fragmentos en un solo fragmento, que podria ser liberado
por la misma enzima de restriccion. Finalmente, demostramos la utilidad del sistema Metclo basado en
M.Osp807l11/Bsal para el ensamblaje jerarquico de un ADN de 218 kb a partir de ADN de 28 x 7,7 kb en 2 etapas
utilizando Bsal.

Materiales y métodos
Construccion de plasmido

Los plasmidos se construyeron mediante técnicas de clonacion basadas en ligacién y enzimas de restriccion estandar.
Los fragmentos de ADN para la clonacion se generaron mediante PCR o mediante sintesis de genes (IDT o Invitrogen).
Para probar el ensamblaje modular principal de ADN de aproximadamente 1 kb a partir de 4 fragmentos, la columna
vertebral del vector aceptor del ensamblaje modular se basa en el vector Moclo resistente a ampicilina plICH47732
(disponible en Addgene y descrito en A modular cloning system for standardized junction of multigene constructs).
Weber E, Engler C, Gruetzner R, Werner S, Marillonnet S. PLoS One. 18 de febrero de 2011,6(2).e16765. doi:
10.1371/journal.pone.0016765) y la estructura principal del plasmido donante basada en un vector resistente a
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kanamicina construido reemplazando el gen resistente a ampicilina en pICH47732 con un gen resistente a kanamicina.
Para el ensamblaje jerarquico de ADN de ~200 kb a partir de 28 fragmentos, los vectores aceptores de ensamblaje
modular se basan en la columna vertebral del vector BAC de baja copia resistente a gentamicina o kanamicina con
origen de replicacién F, y la columna vertebral del plasmido donante se basa en cadenas principales de vector de baja
copia resistente a la kanamicina con Origen de replicacién de p15A o F. Los plasmidos para la sobreexpresion de
metilasa se construyeron basandose en un esqueleto de vector BAC de baja copia resistente a kanamicina con origen
de replicacion F. Los genes de metilasa estaban bajo el control del promotor sintético J23100 y flanqueados por un
casete de seleccién de zeocina, asi como secuencias homélogas del locus arsB para facilitar la integracion estable en
el genoma de E coli mediante recombinacién. Los plasmidos plantilla para el ensayo de metilasa se basan en
pICH47732 resistente a ampicilina.

Generacion de cepas que expresan metilasa.

Se generaron cepas de E. coli con expresion estable de metilasas especificas mediante recombinacion. Brevemente,
se generaron fragmentos de ADN que contienen el gen de la metilasa, el marcador de seleccion de zeocina y las
secuencias homologas flanqueantes de arsB mediante PCR utilizando el plasmido BAC que expresa la metilasa
correspondiente como plantilla. Los fragmentos se usaron para la recombinacion de rojo lambda en células DH10B
seguido de seleccion con zeocina para insertar el casete de expresién de metilasa en el locus arsB. Los clones con
inserciones cromosomicas correctas se verificaron mediante PCR y secuenciacion. Las cepas que expresan metilasa
pueden mantenerse estables sin seleccion de antibidticos.

Ensamblaje modular

Para probar el ensamblaje modular principal de ADN de ~ 1 kb a partir de 4 fragmentos, las reacciones de ensamblaje
se configuraron utilizando 60 fmol de cada uno de los plasmidos donantes preparados a partir de células DH5alfa, 60
fmol de vector de ensamblaje preparado a partir de cepas DH10B que expresan metilasa compatible, 1000 U de ADN
ligasa T4 (NEB), y 5U de Bsal (NEB) o Bpil (Fermentas) o 2,5U de Lgul (Fermentas) en 20 ul de tampén de ligasa T4
1x (NEB). La condicién de reaccién fue: 37°C 15 min, seguido de 45 ciclos de 37°C 2 min mas 16°C 5 min, luego 37°C
20 min y 80°C 5 min. Las muestras ensambladas se transformaron en células quimicamente competentes DH5alfa y
se sembraron en placas LB con seleccién de AlX (ampicilina 100 pg/ml, IPTG 100 uM, X-Gal 50 pg/ml) a 37 °C durante
la noche. Las colonias blancas se ampliaron y examinaron mediante secuenciacion de ADN.

Para el ensamblaje jerarquico de ADN de aproximadamente 200 kb a partir de 28 fragmentos, el ensamblaje se llevé
a cabo en dos etapas. En la etapa 1, los fragmentos se ensamblaron 7 por grupo usando 15 fmol de cada plasmido
donante preparado a partir de células DH10B, 15 fmol de vector de ensamblaje preparado a partir de células DH10B-
M.Osp80711, 1000 U de ligasa T4 (NEB) y 5 U de Bsal (NEB) en 20 pl. 1x tampén ligasa T4 (NEB). La condicién de
reaccién fue la misma que la descrita anteriormente. Luego, las muestras ensambladas se dializaron gota a gota frente
a 50 ml de dH20 utilizando un filtro de celulosa de 0,05 um (Millipore) a temperatura ambiente durante 1 h. Se
transformaron 5 pl de muestra dializada en 25 pl de células electrocompetentes NEB-10beta mediante electroporacién
a 0,9 kV, 100 Q, 25 pF, utilizando Gene Pulser y cubetas de electroporacién de 1 mm (Biorad). Después de la
electroporacion, las células se recuperaron afiadiendo 1 ml de medio LB y se incubaron a 37 °C 23,03 rad/s (220 rpm)
durante 1 h. Las células se sembraron en placas LB con seleccién GIX (gentamicina 2,5 pg/ml, IPTG 100 pM, X-gal
50 pg/ml) a 37°C durante la noche. Las colonias blancas se expandieron y seleccionaron mediante digestion de
restriccion usando Xhol.

En la etapa 2, el ADN de aproximadamente 200 kb se ensamblé usando protocolos similares a los de la etapa 1 con
las siguientes modificaciones: se usaron 30 fmol de cada plasmido donante y 15 fmol de vector de ensamblaje en la
reaccion de ensamblaje; Después del ensamblaje modular y antes del paso de didlisis por gota, se agregaron 10 U de
Bsal a la reaccion de ensamblaje para la incubacién a 37 °C durante 45 min, seguido de inactivacién por calor a 80 °C
durante 5 min. Las células transformadas se sembraron en placas LB con seleccién KIX (kanamicina 30 pg/ml, IPTG
100 puM, X-gal 50 pug/ml). Las colonias blancas se examinaron mediante PCR utilizando cebadores que detectan la
unién entre el segundo y el tercer fragmento de 54 kb (TACCCACGTGATTCACGCTG vy
ATCCTACAGACTCGCTGTGG). Los clones positivos para PCR seleccionados se examinaron mediante digestion de
restriccion usando Xhol o Bsal con electroforesis de campo pulsado.

Resultado

El sistema Metclo se basa en el sistema de ensamblaje de ADN de un solo recipiente basado en enzimas de restriccion
tipo IIS estandar y agregd un par adicional de sitios de restriccion tipo IS en la columna vertebral del vector de
ensamblaje para la liberacién del ADN ensamblado para el ensamblaje de la siguiente etapa. A diferencia del sistema
Moclo, que utiliza sitios de restriccion diferentes de la enzima tipo 1IS utilizada en el proceso de ensamblaje, Metclo
utiliza sitios de restriccion para la misma enzima. Para evitar que esta enzima corte el plasmido ensamblado en la
reaccion de ensamblaje en un solo recipiente, Metclo utiliza metilasa especifica para metilar los sitios de restriccion
de tipo IS que se solapan con las secuencias de reconocimiento de la metilasa, para bloquear estos sitios de
restriccion de tipo 1S en la columna vertebral del vector La metilacién se pierde cuando el plasmido ensamblado se
transforma en cepas de E. coli que carecen de la metilasa especifica, lo que permite la liberacion del fragmento
ensamblado del plasmido ensamblado mediante la misma enzima de restriccion de tipo IIS utilizada en la reaccion de

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2979391 T3

ensamblaje. Por lo tanto, el sistema Metclo resultante permite el ensamblaje jerarquico de fragmentos de ADN
mediante una reaccién en un solo recipiente con una Unica enzima de restriccién de tipo IS, entre varias aplicaciones.

La clave del sistema Metclo es la identificacion de la metilasa adecuada para bloquear los sitios de restriccion de tipo
IIS que se solapan con la secuencia de reconocimiento de la metilasa en la columna vertebral del vector. Existen varios
criterios para la seleccion de la metilasa adecuada. En primer lugar, la metilacion del sitio de metilacién/restriccién
solapado debe dar como resultado el bloqueo de la accion de la enzima de restriccion de tipo IIS. El proceso de
metilacién podria ocurrir por metilacion in vitro del plasmido vector purificado, o0 mediante la propagacion del plasmido
vector en cepas que expresan la metilasa in vivo. Se prefiere la metilacién in vivo debido al costo y tiempo reducidos
en el proceso de preparacion del vector. En segundo lugar, la secuencia de reconocimiento de la metilasa no debe ser
idéntica ni estar completamente rodeada por el sitio de restriccion de tipo IIS; Se deben requerir pares de bases
adicionales para especificar la accion de la metilasa en el sitio de metilacién/restriccién solapado. La razén de este
requisito es que hay dos pares de sitios de restriccién de tipo IIS para la misma enzima en el vector de ensamblaje.
La metilasa debe bloquear un par dentro de la cadena principal del vector, mientras que el otro par dentro del inserto
del marcador de seleccién negativa no debe bloquearse. Si la secuencia de reconocimiento de metilasa es idéntica al
sitio de restriccion de tipo 11S o esta incluida en él, todos los sitios de restriccion en el vector de ensamblaje para esta
enzima de restriccion de tipo Il en particular se bloquearan mediante metilacién, incluido el par dentro del inserto del
marcador de seleccidn negativa; el vector de ensamblaje metilado resultante no sera cortado en absoluto por la enzima
tipo 1IS, por lo tanto, no se puede utilizar para el ensamblaje de ADN. En tercer lugar, los pares de bases adicionales
para especificar la actividad metilasa no deben solaparse con la secuencia del extremo adhesivo generada por la
enzima de restriccion tipo 11S. Esto mantendra la maxima flexibilidad en el disefio de la secuencia adaptadora para el
ensamblaje del ADN.

Buscamos metilasas con capacidad predicha para bloquear los sitios de restriccién de las enzimas de restriccion de
tipo IIS Bsal, Bpil y Lgul. Se trata de enzimas de restriccion de tipo IS habituales en los sistemas de ensamblaje
basados en IIS. Para elegir las metilasas candidatas utilizamos algunos criterios adicionales a los mencionados
anteriormente. Nuestro objetivo era generar plasmidos metilados mediante metilacién in vivo, por lo que lo ideal era
que la metilasa fuera activa a la temperatura de crecimiento de E coli. También preferimos metilasas que reconocieran
secuencias mas largas (5-6 pb), porque con secuencias de reconocimiento mas largas, menos bases en el genoma
huésped de E coli y en el esqueleto del vector de ensamblaje servirian como sustrato de metilacién por casualidad.
Esto aumenta potencialmente la eficacia de la metilacién y reduce la posibilidad de que la metilacién heteréloga del
ADN tenga efectos adversos sobre la funcién del gen huésped. Ademas, preferimos las metilasas de subunidad Unica
de los sistemas de restriccién/modificacion de tipo Il que carecen de actividad de restricciéon hacia la secuencia no
metilada para evitar posibles problemas de restriccion durante la etapa de construccién del vector. Por ultimo, para
aumentar la probabilidad de que la metilacion bloguee los sitios de metilacion/restriccién solapados, preferimos
metilasas que modifican bases cercanas al centro del sitio de restriccion.

Con base en estos criterios, seleccionamos las siguientes metilasas para las pruebas: M.Osp8071l (GACNNGGTCTC
m6A) para Bsal, M.Rsp77401 (TTCGAAGAC m6A) y M2.NmeMC58Il (GAAGACGC m6A) para Bpil, y M.Sacl
(GAGCTCTTC m5C). M.AspJHL3I (GAGCTCTTC m4C) y M.Xmnl (GAAGCTCTTC m6A) para Lgul (base metilada o
base complementaria subrayada). Examinamos la actividad de la metilasa preparando un plasmido plantilla de alto
numero de copias basado en ColE (es decir, derivado de ColE) que lleva sitios de metilacion/restriccién solapados en
células DH10B que expresan la metilasa correspondiente bajo el promotor sintético constitutivo J23100 de un vector
BAC de baja copia (estructura del vector BAC de baja copia). con origen de replicacion F). Esto identificé a M.Osp8071I
(para Bsal), M2.NmeMC58II (para Bpil) y M.Xmnl (para Lgul) como candidatos adecuados para analisis adicionales
(Figura 1A). Luego inteGs el casete de expresion de metilasa con un marcador de seleccion de zeocina en el locus
arsB usando recombinacion de rojo lambda para generar cepas estables que sobreexpresan la metilasa a partir de
una copia cromosémica (Hecho de células microbianas. 24 de junio de 2013; 12:60. doi: 10.1186/1475-2859-12-60
(PMID 23799955)), y probd la capacidad de estas metilasas para bloquear sitios de metilacion/restriccion solapados
in vivo. El vector de prueba lleva un sitio de restriccién que no se solapa con la secuencia de metilacién, por lo que es
permisible para la restriccion tanto en la cepa de tipo salvaje como en la cepa que expresa metilasa, y un sitio con dos
sitios de restriccion de tipo IS cabeza a cabeza, ambos de los cuales se solapan con la secuencia de metilacién
correspondiente y, por lo tanto, estarian bloqueados en la cepa que expresa la metilasa. La disposicion de cabeza a
cabeza permite la evaluacién de la actividad de la nickasa, asi como la actividad de restriccidon de doble hebra en el
mismo ensayo (Figura 1B). Después de 1 hora de digestién de 60 fmol de plasmido de prueba (pMOP _BsalNC,
pMOP_BpiINC y pMOP _LguINC) en 10 pl de reaccion usando 5 U (Bsal, Bpil) 0 2,5 U (Lgul) de enzima a 37 °C, se
analiz6 el ADN mediante electroforesis en gel de agarosa con tincion con EtBr. El resultado muestra que, en
condiciones de prueba, las tres metilasas bloquean la restriccion de los sitios solapados, como lo demuestra la falta
de generacion del fragmento de -600 pb (Figura 1C).

Luego desarrollamos sistemas de ensamblaje de ADN Metclo de prueba de principio utilizando estas metilasas para
el ensamblaje de ADN en un solo recipiente (la Figura 2 muestra Bsal-MOsp8071l como ejemplo). En estos sistemas,
los insertos de ADN del donante que se van a ensamblar estan flanqueados por un sitio de metilacién/restriccion
solapado. Debido a que los plasmidos donantes que contienen los insertos de ADN que se van a ensamblar se
preparan en una cepa de E coli normal que carece de la metilasa correspondiente, el sitio de restriccién no esta
blogueado y la enzima podria liberar el inserto donante en la reaccién de ensamblaje. El vector de ensamblaje lleva
un marcador de seleccion diferente del plasmido donante y un marcador de seleccién LacZ flanqueado por sitios de
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restriccion tipo 1IS cabeza a cabeza. Para cada sitio de cabeza a cabeza, los dos sitios de restriccion de tipo IS
generan el mismo extremo adhesivo. El sitio exterior cercano al esqueleto del vector se solapa con la secuencia de
metilacion, y el sitio interior cercano al inserto LacZ no. Los vectores de destino se preparan a partir de una cepa de
E coli que expresa la metilasa correspondiente. Como resultado, sélo los sitios internos de tipo 1IS son funcionales en
la reaccion de ensamblaje. Durante la reaccion, el inserto LacZ se libera de la columna vertebral del vector debido a
la accién de la enzima en el sitio interior tipo IIS; la ligadura del inserto donante con el vector de destino da como
resultado sitios de restriccion de tipo 11S dentro de la estructura principal del vector de destino, que se bloquea mediante
metilacion; La religacién del inserto LacZ liberado con la columna vertebral del vector de destino da como resultado la
regeneracion del sitio tipo IS cabeza a cabeza, que es sensible a la restriccion debido a que el sitio interior no esta
blogueado. Como resultado, la reaccién favorece la ligacion de los fragmentos del donante al esqueleto del vector de
destino. Luego, la reaccién moclo se transforma en una cepa de E coli normal que carece de actividad metilasa
especifica para detectar la expresion de LacZ utilizando placas LB que contienen IPTG y X-Gal. Las colonias blancas
que carecen de actividad LacZ deben contener plasmidos ensamblados con éxito. El fragmento de ADN ensamblado
tiene sitios de restriccion de tipo 1S flanqueantes que se solapan con secuencias de reconocimiento de metilasa, que
son idénticas al vector donante. Como resultado, esto permite una ronda adicional de ensamblaje modular en el
siguiente nivel usando la misma enzima de restriccién y asi sucesivamente durante multiples rondas segun sea
necesario.

Probamos los sistemas para las tres enzimas para el ensamblaje a partir de cuatro fragmentos (Tabla 1). Los vectores
donantes son resistentes a la kanamicina y los vectores de destino, resistentes a la ampicilina. Los vectores de destino
se prepararon a partir de las correspondientes cepas que expresan metilasa. Después de la seleccion, se
seleccionaron 8 colonias blancas para la minipreparacion y se analizaron mediante secuenciacién Sanger. El resultado
de la secuenciacion muestra que el 100% (8/8) de los clones son correctos para cada uno de los tres sistemas Metclo
(Tabla 1). Esto confirma la utilidad de Metclo para el ensamblaje modular utilizando una Unica enzima de restriccion
como Bsal, Bpil o Lgul.

Para explorar mas a fondo la utilidad de Metclo para el ensamblaje jerarquico de construcciones de ADN grandes,
ensamblamos un fragmento de ADN de 218 kb a partir de fragmentos de 28 x 7,7 kb utilizando la enzima de restriccion
Bsal en dos etapas. En la etapa uno, se ensamblaron 28 fragmentos de ADN de 7,7 kb que estaban libres de sitios
Bsal, 7 por grupo en 4 fragmentos de 54 kb utilizando el sistema Metclo basado en Bsal. En la segunda etapa, las 4
piezas de fragmentos de 54 kb se ensamblaron en un Unico fragmento de 218 kb. El fragmento final de 218 kb esta
compuesto por una secuencia no repetitiva con -48 % de contenido de GC. El resumen de restriccién muestra una
tasa de éxito del -50% para el ensamblaje de la etapa 1 (2/4 a 3/4 clones correctos) y del -20% para el ensamblaje de
la etapa 2 (14 de 27 verificados por PCR, de los cuales 3 de 8 verificados mediante restriccion) digerir) (Tabla 2). Esto
confirma que el sistema Metclo se puede utilizar para el ensamblaje jerarquico de construcciones de ADN grandes
utilizando una Unica enzima de restriccién de tipo I1S.

Discusioén

Aqui presentamos Metclo, un sistema de ensamblaje de ADN basado en enzimas de restriccion de tipo 1IS modificado
para el ensamblaje de ADN en un solo recipiente utilizando enzimas de restricciéon de tipo 11S comunes como Bsal,
Bpil o Lgul, que genera ADN ensamblado que se puede liberar mediante la misma enzima de restriccion. Esto permite
el ensamblaje jerarquico de construcciones de ADN grandes utilizando una Unica enzima de restriccién de tipo 1IS. El
sistema utiliza cepas que sobreexpresan metilasa durante el paso de preparacion del vector para in vivo metilacién de
sitios de metilacion/restriccion solapados para bloquear sitios de restriccion selectiva en el vector. El proceso de
ensamblaje es el mismo que el de los sistemas de ensamblaje de ADN tipo IS mediante el uso de reaccién en un solo
recipiente, por lo que se preserva la simplicidad de los sistemas existentes. Los pasos de preparacion y transformacion
de piezas utilizan cepas normales similares al sistema Moclo estandar, lo que permite el uso de cepas de clonacién
de rutina para el ensamblaje de ADN, similar a los sistemas de ensamblaje de tipo IIS actuales.

El sistema Metclo tiene una serie de ventajas sobre los sistemas de ensamblaje de ADN jerarquicos basados en
enzimas de restriccion tipo IIS existentes. En primer lugar, el enfoque de Metclo reduce la carga de eliminar los sitios
de restriccion internos durante la construccion de los componentes. En comparacién con el sistema Moclo estandar
que utiliza dos 0 mas enzimas, el sistema Metclo de enzima Unica basado en Bsal y Bpil utiliza un cortador de 6 pb
que reduce la frecuencia de los sitios de restriccién prohibidos de 1 por ~1kb a 1 por ~2kb para ADN aleatorio con
50% de contenido de GC, y el sistema Metclo basado en Lgul utiliza un cortador de 7 pb que reduce aun mas la
frecuencia a 1 por ~8 kb.

Metclo mejora la flexibilidad del sistema de ensamblaje jerarquico de tipo IIS. Dado que los fragmentos de ADN
ensamblados procedentes de diferentes etapas de ensamblaje pueden ser liberados por la misma enzima de
restriccion, con un disefio adecuado de los adaptadores y la eleccion de un vector resistente a los antibibticos, el
sistema permite potencialmente el disefio de varios esquemas de ensamblaje que no pueden conseguirse utilizando
el sistema existente. Entre ellos se incluyen el salto de nivel (el ensamblaje de ADN utilizando partes de diferentes
etapas de ensamblaje) y la insercion de nivel (el ensamblaje de fragmentos de ADN a través de una etapa de
ensamblaje intermedia). Estos esquemas son Utiles para la modificacion de grandes construcciones de ADN utilizando
las piezas existentes, y para el subensamblaje de piezas complejas, como los marcos de lectura abiertos de varias
partes, para una mayor reutilizacion.
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También podrian idearse esquemas adicionales para la adicién lineal de partes de ADN durante el proceso de
ensamblaje. Por ejemplo, durante el ensamblaje del ADN podrian usarse partes de ADN que contengan marcadores
de seleccién flanqueados por sitios de restriccién de tipo IS bloqueados por metilacion interna. El plasmido
ensamblado podria usarse entonces como vector de ensamblaje para la insercion de partes de ADN adicionales en
lugar del marcador de seleccion en la siguiente etapa de ensamblaje. Esto es particularmente Gtil para la construccion
de vectores de ensamblaje comunes que contienen médulos funcionales.

Metclo también aumenta la intercambiabilidad de piezas de diferentes estdndares de ensamblaje. El desarrollo
independiente de bibliotecas de piezas y estandares de ensamblaje conduce a sistemas de ensamblaje que utilizan
diferentes enzimas de restriccion de tipo IIS. Por ejemplo, para biologia vegetal, Moclo usa Bsal/Bpil (y Esp3l),
Goldenbraid usa Bsal y BsmBlI (y BtgZl); para E.coli, Ecoflex utiliza Bsal/BsmBl, CIDAR utiliza Bsal/Bpil. Esto impone
limitaciones a la intercambiabilidad de piezas entre diferentes colecciones. El sistema Metclo que utiliza una Unica
enzima de restriccién tipo 11S es compatible con cualquier sistema que utilice esa enzima de restriccién. En particular,
el sistema basado en Bsal es compatible con todos los sistemas existentes que utilizan Bsal. Dado que Bsal se ha
utilizado en la mayoria de los sistemas de ensamblaje modular jerarquico basados en enzimas de restriccion tipo 11S
hasta la fecha (ACS Sintetizador Biol. 21 de octubre de 2016;5(10):1059-1069 (PMID 27096716); ACS Sintetizador
Biol. 15 de enero de 2016;5(1):99-103. doi: 10.1021/acssynbio.5b00124 (PMID 26479688; ACS Sintetizador Biol. 18
de septiembre de 2015;4(9):975-86. doi: 10.1021/sb500366v (PMID25871405)); y Mas uno. 18 de febrero de
2011,6(2):e16765. doi: 10.1371/journal.pone.0016765 (PMID 21364738), el sistema Metclo basado en Bsal tiene
potencial para usarse como estandar para ensamblaje modular que es compatible con la mayoria de las bibliotecas
de piezas existentes.

Existen sistemas de ensamblaje de ADN que utilizan la metilacién del ADN para bloquear los sitios de restriccion
internos de tipo IS durante el proceso de ensamblaje. Por ejemplo, el sistema de ensamblaje TNT (Sci Rep. 13 de
enero de 2016; 6: 19278. doi: 10.1038/srep19278 (PMID 26758940)) utiliza M.Tagl para metilar el sitio de
reconocimiento de Earl solapado, lo que da como resultado un sistema de ensamblaje que utiliza un cortador Lgul de
7 pb (GCTCTTCNANNN) y un cortador Earl de 6 pb (CTCTTCNANNN), ambos con extremos adhesivos de 3 pb, por
lo que requieren la eliminacion de un solo 6 pb. secuencia de partes de ADN (CTCTTC). Sin embargo, debido a que
la secuencia de reconocimiento M.Tagl (TCGA) que se solapa con el sitio de restriccion Earl interfiere con la secuencia
del extremo adhesivo (CTCTTCG”ANN), el sistema impone limitaciones en el disefio de los adaptadores, por lo que
solo puede ensamblar fragmentos de tres a la vez. y no se pudo ampliar a un sistema de ensamblaje exclusivo de
Lgul. Como otro ejemplo, Greengate utiliz6 ADN conector metilado como partes durante el proceso de ensamblaje del
ADN para introducir nuevos sitios Bsal para rondas de ensamblaje posteriores. Sin embargo, el sistema resultante
s6lo podria usarse para la adicion lineal de partes de ADN, limitando asi el uso del sistema a la construccion de
construcciones de ADN con un pequeiio nimero de unidades de transcripcién. En comparacion con estos sistemas,
el sistema Metclo, con el uso de in vivo La metilacion del sitio de metilacién/restriccion solapado fuera de la secuencia
adaptadora preserva la ventaja del esquema de ensamblaje multiplicativo jerarquico del sistema Moclo y mantiene la
libertad de eleccion de secuencias adaptadoras para el ensamblaje de ADN. En la practica, se podrian lograr
resultados similares agregando ADN conector metilado como primera y Ultima parte durante el proceso de ensamblaje.
Sin embargo, esto aumentaria el nimero de piezas en el ensamblaje en dos, lo que reduce la tasa de éxito del
ensamblaje en comparacion con el enfoque de metilaciéon de vectores in vivo en el sistema Metclo.

En resumen, el sistema Metclo, mediante el uso de metilacion in vivo para bloguear sitios especificos de restriccion
de tipo 1IS dentro del vector de ensamblaje, permite el ensamblaje jerarquico de grandes fragmentos de ADN utilizando
una Unica enzima de restriccién de tipo IIS. El sistema simplifica el método de ensamblaje basado en enzimas de
restriccion tipo IS existente y aumenta la flexibilidad del disefio de esquemas de ensamblaje. El sistema Metclo basado
en Bsal en particular es compatible con todas las bibliotecas de piezas existentes que utilizan Bsal y podria usarse
como un sistema de ensamblaje estandar tipo IIS.
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Tabla 1. Prueba de principio de ensamblaje de fragmentos de ADN mediante
sistemas Metclo basados en Bsal, Bpil o Lgui

Tabla 1. Prueba ds principio de ensamidaie de fragmentos de ADK mediants sistenyas Metclo basados
en Bsal, Bpil o Lgui
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Ejemplo de un elemento compuesto insercional

En otro escenario, se podrian incluir secuencias de ADN mas largas entre el sitio de restriccion protegible por
metilacion y el sitio de restriccién no protegible opuesto en el vector de ensamblaje, de modo que después del
ensamblaje del ADN, estas secuencias se agregaran en el extremo 5’ 0 3’ del plasmido de ADN ensamblado. Este
disefio es conveniente para agregar elementos comunes al plasmido ensamblado mediante el uso de vectores
especializados.

En la figura 3 se muestra un ejemplo para el ensamblaje de una unidad de transcripcion para la expresion de una
proteina con tres dominios diferentes, a partir de plasmidos insertados que contienen los tres dominios individuales
D1, D2 y D3 usando Metclo basado en Bsal. La Figura A muestra el ensamblaje de Metclo utilizando un vector Metclo
especial que contiene un promotor entre el sitio de restriccion protegible por metilaciéon y el sitio de restriccion no
protegible en 5’ de LacZ (secuencia de descarte), y un elemento poliA en 3’ (‘pre- vector incrustado”. El uso de Metclo
con este vector especial preincrustado permite el ensamblaje de los tres dominios en una unidad de transcripcion en
una reaccion en un solo recipiente a partir de tres plasmidos insertados, y la unidad de transcripcién ensamblada que
consta de un promotor, una regiéon codificante (D1, D2 y D3), y se podria liberar una sefial poliA del plasmido
ensamblado para la siguiente ronda de ensamblaje de Metclo. Esto contrasta con el Metclo estandar que utiliza
“elemento compuesto de mantenimiento”, mientras que la unidad de transcripciéon debe ensamblarse a partir de 5
plasmidos de insercion diferentes (Figura B). En las figuras XXXX y YYYY representan la secuencia adaptadora en
los extremos 5’ y 3’ del fragmento de ADN ensamblado (unidad de transcripcién) que podria liberarse para la siguiente
ronda de ensamblaje de ADN. Para el ensamblaje de ADN utilizando ‘vectores preincrustados” “, estas dos secuencias
adaptadoras pueden ser las mismas que las secuencias adaptadoras internas porque no estan involucradas en el
ensamblaje de tres fragmentos de un recipiente. Sin embargo, para el ensamblaje de ADN utilizando el vector Metclo
estandar, las secuencias adaptadoras XXXX y YYYY deben ser diferentes de las secuencias adaptadoras internas
(AATG, ACTA, ATCT y GCTT). Ademas, el método que utiliza vectores preincrustados (Figura A} tiene la ventaja de
que es necesario ensamblar una menor cantidad de partes de ADN en una sola reaccion, lo que aumenta la tasa de
éxito. La desventaja es que el vector especializado es mas dificil de preparar.

Ejemplo 2 - Ensamblaje de ADN sin cicatrices (Scarless Metclo)

Una aplicacién Gnica de Metclo es un sistema para el ensamblaje jerarquico sin cicatrices de construcciones de ADN
grandes utilizando un conjunto limitado de vectores de clonacion universales. El ensamblaje de ADN basado en tipo

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2979391 T3

IIS que utiliza vectores universales se basa en una disposicién especifica de sitios de restriccion de tipo 11S cabeza a
cabeza en el vector de ensamblaje que cambia el extremo adhesivo del fragmento clonado. El ensamblaje sin cicatrices
se logra mediante el uso de estos vectores universales para generar fragmentos de ADN ensamblados con extremos
adhesivos (cicatrices) definidos por el fragmento de ADN para la ronda posterior de ensamblaje, que enterrd la cicatriz
del ensamblaje en la secuencia ensamblada. El uso del sistema Metclo permite el mantenimiento de los mismos
extremos adhesivos universales para los fragmentos exteriores durante las diferentes etapas del ensamblaje
jerarquico. Una combinacién de estas tres caracteristicas da como resultado un sistema de ensamblaje universal y sin
cicatrices.

Aqui describimos los principios del sistema de ensamblaje Metclo sin cicatrices utilizando la enzima de restriccion
Bsal. El sistema se basa en un conjunto de tres tipos de vectores de clonacién universales que cambian los extremos
adhesivos de los fragmentos clonados (Figura 4A). Los tres tipos de vectores se denominan VL, VM y VR. Los vectores
estan disefiados para clonar fragmentos de ADN con el extremo adhesivo CTCC en el extremo 5 y CGAG en el
extremo 3’ que podrian clonarse en los vectores anteriores. El fragmento clonado, una vez liberado por Bsal del vector,
tendra diferentes extremos adhesivos segun el vector utilizado. Vector VL esta disefiado para mantener el extremo
adhesivo 5’ y cambiar el extremo adhesivo 3’ a las cuatro bases dentro de la secuencia CGAG 3’; Vector VR para
mantener el extremo adhesivo 3’ y cambiar el extremo adhesivo 5’ a las cuatro bases dentro de la secuencia CTCC
5, Vector VM para cambiar ambos extremos a las cuatro bases del interior. De esta manera se podria utilizar un
conjunto de vectores universales para generar fragmentos de ADN con extremos adhesivos definidos por la secuencia
del inserto.

El detalle del proceso de cambio del extremo adhesivo se describe en la Figura 4B utilizando el vector VL como
ejemplo. Cuando el vector se prepara en células competentes que expresan metilasa, la metilacién de adenina (en
negrita) debido a la solapamiento de la secuencia de reconocimiento de metilasa da como resultado el bloqueo de los
sitios Bsal externos (encuadrados en linea de puntos), cuando los sitios Bsal internos (encuadrados en linea continua)
Estan disponibles para retirar el inserto LacZ. Tenga en cuenta que el brazo izquierdo del vector VL es similar al Metclo
estandar, y que tanto el sitio Bsal exterior como el interior dan lugar al mismo extremo adhesivo CTCC. Sin embargo,
el brazo derecho de VL es diferente en que el extremo adhesivo CGAG generado por el sitio interior de Bsal se solapa
con el sitio exterior de Bsal. EI ADN del donante lleva un inserto que podria liberarse flanqueando sitios Bsal con
extremos adhesivos universales compatibles CTCC y CGAG. El inserto de doble hebra lleva la secuencia XXXX de
4 pbenelextremo 5y YYYY en el extremo 3’ dentro del extremo adhesivo universal. Después del ensamblaje Metclo
del ADN donante en el vector VL, el plasmido resultante lleva el inserto correspondiente que podria ser liberado por
los sitios Bsal flanqueantes (encuadrados en linea continua) en el vector. El fragmento liberado llevaria un extremo
adhesivo 5" CTCC idéntico al usado para la clonacion, pero el extremo adhesivo 3’ seria YYYY segun lo definido por
la secuencia de insercién, que puede ser diferente del extremo adhesivo 3’ universal CGAG. De esta manera, el vector
VL cambia el extremo adhesivo derecho del fragmento clonado del extremo adhesivo universal CGAG al extremo
adhesivo definido por secuencia YYYY.

El proceso de conversion utilizando los tres tipos de vectores de clonacién universal podria describirse utilizando un
sistema de representacion simbolico simple (Figura 41C). Aqui usamos la letra u para representar el extremo adhesivo
universal 5 CTCC y la letra v para representar el extremo adhesivo universal 3' CGAG. xey representan la secuencia
de 4 pb en los extremos 5 y 3’ del fragmento de insercion dentro del extremo adhesivo universal. El inserto (u,v)
representa un plasmido que porta fragmentos de inserto flanqueados por sitios Bsal que generan extremos adhesivos
u y v. La reaccion de ensamblaje con diferentes vectores da como resultado la conversion de diferentes extremos
adhesivos.

El mismo conjunto de vectores universales podria usarse para ensamblar multiples fragmentos con extremos
adhesivos compatibles, siempre que el extremo 5° del primer fragmento y el extremo 3’ del Ultimo fragmento tengan
extremos adhesivos universales u y v (Figura 4D). El fragmento ensamblado lleva diferentes extremos adhesivos
segun el tipo de vector de ensamblaje utilizado. El ensamblaje de fragmentos en el vector VL mantiene el extremo
adhesivo universal 5’ y convierte el extremo 3’ en el 4 pb interno. El ensamblaje en vector VM convierte ambos
extremos y el ensamblaje en vector VR convierte el extremo de 5’ y mantiene el extremo adhesivo universal de 3'.
Tenga en cuenta que el fragmento ensamblado en el vector VL se parece al fragmento A en que solo lleva el extremo
adhesivo universal 5' u; el fragmento ensamblado en el vector VM se parece al fragmento B; y el fragmento ensamblado
en el vector VR se parece al fragmento C. Por lo tanto, el proceso es autosimilar, de modo que los fragmentos
ensamblados podrian usarse para la siguiente ronda de ensamblaje de ADN usando el mismo principio dependiendo
de la posicion del fragmento en el orden de ensamblaje. Esto permite el ensamblaje jerarquico sin cicatrices de grandes
construcciones de ADN utilizando vectores de clonacién universales.

Todo el proceso de ensamblaje jerarquico y sin cicatrices de ADN se describe en la Figura 2, utilizando como ejemplo
el ensamblaje de ADN a partir de 9 fragmentos en 2 etapas. Comenzando con una secuencia de ADN libre de sitios
Bsal internos, con los 4 pb en el extremo 5’ denominado x y en el extremo 3’ denominado y, el objetivo es ensamblar
el ADN de 9 fragmentos en un Unico fragmento que, una vez liberado del plasmido ensamblado, porta extremos
adhesivos x e y (Figura 5A). La secuencia de ADN se divide primero en 9 fragmentos denominados A-I con secuencias
solapadas de 4 pb, y las secuencias solapadas se denominan a-h (Figura 5B). Las posiciones de los solapamientos
de 4 pb podrian elegirse libremente, siempre que sean diferentes de los extremos adhesivos universales u y v, y entre
si dentro de cada reaccion de subconjunto. Para la configuracién actual, los siguientes pares de solapamientoss de
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4 pb deben ser diferentes dentro de cada par: (a,b), (d,e), (g,h) y (c,f). Se agregaron secuencias adaptadoras
apropiadas a los extremos de las secuencias de los fragmentos A-l, y se sintetiz6 ADN doble mediante sintesis génica
o PCR, de modo que después de la digestion de restriccion con Bsal, el ADN bicatenario pudiera recortarse en
fragmentos A-l que portaban extremos adhesivos universales u y v (Figura 5C). Estos fragmentos de ADN sintético de
doble hebra podrian luego clonarse en tipos apropiados de vectores de clonacién universal para cambiar el extremo
adhesivo del fragmento dependiendo de la posicion del fragmento en el ensamblaje de la siguiente etapa (Figura 5D).
Los fragmentos A, D y G, que se ubicaran en la posicion final 5’ en la siguiente ronda de ensamblaje, se clonan en un
vector de tipo VL, B, E, H en la posicion media en |la siguiente ronda se clonan en el tipo de vector VM; C, F, I en la
posicion final 3" en el tipo vectorial VR. En esta etapa se podrian secuenciar fragmentos clonados para comprobar si
hay errores en la sintesis de genes o en la PCR. Estos fragmentos podrian luego usarse para una nueva ronda de
ensamblaje y, nuevamente, el tipo de vector de ensamblaje utilizado depende de la posicion del fragmento ensamblado
en la siguiente ronda de ensamblaje de ADN (Figura 5E). Los fragmentos A, B, C se ensamblaron en el vector VL,
porque el fragmento ensamblado ABC se usara como fragmento 5’ en la siguiente ronda de ensamblaje; fragmenta D,
E, F en el vector VM y fragmenta G, H, | en el vector VR. El paso final es similar de modo que los tres fragmentos
ensamblados del paso 2 se ensamblan ain mas en el vector VM, que genera el fragmento completamente ensamblado
que lleva los extremos adhesivos x e y definidos por los extremos de la secuencia inicial (Figura 5F).

Se requiere un conjunto de al menos 6 vectores de clonacioén universales que representen 3 tipos (VL, VM, VR} y 2
marcadores de seleccion de antibidticos para el ensamblaje jerarquico. |dealmente, 12 vectores que representan 2
numeros de copias diferentes son 6ptimos para hacer frente a diferentes tamafios de fragmentos de ADN en diferentes
etapas de ensamblaje. Se podria desarrollar un sistema similar para Metclo basado en Lgul, pero no para Bpil, porque
el sistema sin cicatrices requiere que los adaptadores universales u y v sean diferentes. Para Bsal y Sapl, las bases
entre la secuencia de reconocimiento de la enzima y el extremo adhesivo generado por la enzima son flexibles, por lo
tanto, es posible disefiar diferentes adaptadores u y v. Sin embargo, para Bpil, estas bases son fijas porque ambas
bases son necesarias para especifique la secuencia de reconocimiento de metilasa en Metclo basado en Bpil. Ademas,
la base metilada de Metclo basado en Bpil se encuentra en la cadena superior del sitio de restriccion. La disposicion
cabeza a cabeza de los sitios Bpil para el cambio del extremo adhesivo inevitablemente da como resultado que la
base metilada sea transportada por el marcador de seleccidon LacZ, no por la columna vertebral del vector de
ensamblaje después de la digestién con Bpil, lo que hace imposible el ensamblaje de un recipiente Golden Gate.

Las relaciones entre Metclo sin cicatrices y Metclo

Metclo se inventd para resolver el problema del uso de una Unica enzima de restriccion para el ensamblaje jerarquico
de construcciones de ADN grandes basadas en enzimas de restriccién tipo 11S. Scarless Metclo es un desarrollo
posterior de Metclo que utiliza componentes clave del sistema Metclo (cepas que expresan metilasa, sitio de
metilacién/restriccion solapado) para lograr un ensamblaje jerarquico sin cicatrices de grandes construcciones de ADN
utilizando un conjunto de vectores de ensamblaje universal.

Scarless Metclo se basa en una combinacion de varios conceptos diferentes de sistema de ensamblaje basado en
tipo 1IS:

1. Un disefio especial de sitio de restriccién 1IS tipo cabeza a cabeza para cambio de extremo adhesivo, que se ha
utilizado en el sistema Moclo para el disefio de vectores de clonacién universal "nivel -1”. El disefio vectorial "ivel
-1”de Moclo utiliza un sitio de restriccion de cabeza a cabeza Bpil-Bsal, que es diferente del disefio de cabeza a
cabeza solo Bsal en Metclo, pero el concepto de cambio de extremo adhesivo se basa en el disefio vectorial Moclo
‘nivel -17.

2. La eliminacién de la cicatriz de ensamblaje mediante el disefio de la secuencia de la cicatriz alrededor de la
secuencia de ADN ensamblada. Esto no se ha demostrado antes en un ensamblaje jerarquico basado en IIS.

3. El uso del sistema Metclo para mantener las mismas secuencias de extremos adhesivos para los bloques
externos de fragmentos de ADN para cada etapa de ensamblaje.

El uso del sistema Metclo es clave para conseguir un ensamblaje jerarquico multietapa utilizando la misma secuencia
de extremo adhesivo universal. Los dos primeros conceptos por si solos son suficientes para el ensamblaje sin
cicatrices de una sola etapa de ADN utilizando un vector de ensamblaje universal. Sin embargo, el sistema de
ensamblaje sin cicatrices de una sola etapa no podria adaptarse facilmente para el ensamblaje jerarquico multietapa
utilizando el sistema Moclo tradicional, porque la secuencia adaptadora universal del disefio del vector de cambio del
extremo adhesivo para diferentes enzimas son diferentes (Bsal seria CTCN y NGAG, y Bpil ACNN y NNGT). Esto
significa que para conseguir un ensamblaje jerarquico sin cicatrices utilizando el Moclo basado en dos enzimas, es
necesario afiadir secuencias adaptadoras repetitivas muy largas a los extremos de los bloques exteriores en funcion
del numero de etapas de ensamblaje, que seran "masticadas" después de cada etapa de ensamblaje (Figura 6). Dado
que el sistema Metclo utiliza una Unica enzima para diferentes etapas de ensamblaje, se podria utilizar la misma
secuencia adaptadora universal para los bloques exteriores durante diferentes etapas de ensamblaje, lo que simplifica
enormemente el disefio del proceso de ensamblaje.
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Ejemplo 3 - Combinaciones identificadas de metilasa y enzima de restriccion de tipo lIS

La Tabla 3 contiene una lista de combinaciones de metilasa/enzimas de restriccién que pueden dar como resultado el
bloqueo del sitio de metilacién/restriccién solapado para todas las enzimas de restriccién de tipo IS conocidas (78
enzimas que representan 19 especificidades diferentes).

La lista se genero utilizando un script Perl personalizado basado en una lista de enzimas de restriccion de tipo 1S
conocidas y una lista de metilasa del ADN de tipo Il conocidas, ambas de Rebase (PMID 25378308). Acidos nucleicos
res. 2015 43: D298-9).

Las metilasas enumeradas se limitan a metilasas de sistemas de restriccion/modificacion de tipo Il con secuencias de
reconocimiento de al menos 4 pb y para las cuales se conoce la posicién de la base metilada. Se excluyen las
metilasas del sistema de restriccion/modificacion tipo 1IG que contienen actividad tanto de metilasa como de enzima
de restriccién en la misma proteina. Ademas de la secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccion, se deben
requerir bases adicionales para especificar la actividad metilasa hacia el sitio de metilacion/restriccion solapado. Se
elimina cualquier metilasa cuya secuencia de reconocimiento sea idéntica o esté incluida en el sitio de restriccion.
Ademas, la secuencia de metilaciéon no debe invadir la secuencia del extremo adhesivo generada por la enzima de
restriccion de tipo 11S.

Las secuencias de ADN se enumeran utilizando los codigos de ambigledad de la IUPAC. M representa Ao C; R
representa Ao G, Wrepresenta Ao T; SrepresentaC o G; Y representaC o T, Krepresenta G o T; V representa Ao
CoG;HrepresentaAoCoT,DrepresentaAoGoT,BrepresentaCoGoT;, NrepresentaAoToCoG.

La “enzima de restriccién” enumera el nombre de la enzima de restriccion tipo 11S. Las enzimas de restriccion que
reconocen la misma secuencia se agrupan.

El “sitio de restriccion” enumera la secuencia de reconocimiento de |la enzima de restriccion.

La ‘metilasa” enumer6 el nombre de la metilasa que podria bloguear el sitio de metilacion/restriccién solapado. Se
agrupan las metilasas que reconocen la misma secuencia y generan el mismo patrén de metilacién.

La “secuencia de metilacion”enumera la secuencia de reconocimiento de la metilasa.

La ‘posicién de la base metilada”enumeraba la posicién de la base metilada o de la base opuesta en la secuencia de
reconocimiento de la metilasa.

El ‘tipo de metilacién” enumera los tipos de metilacion de las bases metiladas en el orden de las posiciones de las
bases metiladas enumeradas en |la columna anterior. m6A representa N6-metiladenina; m5C representa metilcitosina
C5; m4C representa N4-metilcitosina; “Desconocido” representa un tipo desconocido de metilacion.

El "sitio de metilacion/restriccion solapado” enumera la secuencia del sitio de metilacion/restriccién solapado que
puede resultar en el bloqueo de la accion de la enzima de restriccidon enumerada a través de la metilacién por la
metilasa enumerada. Para algunos pares de combinaciones de enzima de restriccion/metilasa, hay varios sitios de
metilacién/restriccion solapados diferentes para elegir. Las bases entre corchetes en ]” representan los extremos
adhesivos generados por la enzima de restriccion.
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Uso de otros tipos de metiltransferasas.

A pesar de utilizar enzimas metilasa del ADN de tipo Il en los ejemplos, también se pueden considerar enzimas de
modificacion de restriccion de tipo |. Las enzimas de modificacion de restriccion de tipo | son enzimas de subunidades
multiples que tienen actividad tanto de metiltransferasa como de endonucleasa de restriccion. Por lo general, constan
de tres tipos de subunidades codificadas por tres genes diferentes: subunidad de metilacion, subunidad de restriccion
y subunidad de reconocimiento de secuencia de ADN (subunidad de especificidad). Tanto la subunidad de metilacién
como la subunidad de especificidad son necesarias para la actividad de la metiltransferasa.

Por ejemplo, se sabe que M.EcoCI5I reconoce GACNNNNNNRtAAY (base metilada/base opuesta en negrita, RTT
complementario inversoAYNNNNNNNGtC). Se podria proporcionar un sitio de restriccion protegible por metilacion
segun la descripcion en el presente documento usando esta secuencia para proteger un sitio Bsal solapado:
RTTATNNNNNGGTCTC (base metilada/base opuesta en negrita, secuencia de reconocimiento de Bsal subrayada,
secuencia de reconocimiento de M.EcoCI5Il en cursiva). Un E. coli La cepa que expresa tanto la subunidad de
metilaciéon M.EcoCI51 como la subunidad de especificidad S.EcoCl5| puede ser capaz de metilar las bases
correspondientes en el elemento de control de corte, lo que bloquearia el sitio Bsal protegido por metilacion.

La Tabla 4 proporciona algunos ejemplos adicionales de combinaciones de enzimas de restriccién y enzimas de
restriccion-modificacion de tipo |, o secuencias de reconocimiento de las mismas, que pueden proporcionarse segun
la descripcién en el presente documento. El experto entendera que estos son ejemplos y no una lista exhaustiva de
combinaciones potenciales que estarian abarcadas por las reivindicaciones.
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Ejemplo de secuencias vectoriales

Las secuencias de plasmidos para Metclo sin cicatrices se enumeran a continuacién en formato fasta. El secuencia
subrayada es la "secuencia de descarte”que contiene el fragmento de seleccién LacZ y un origen de replicacion para
la preparacion de ADN del vector con alto nimero de copias. La secuencia encuadrada es el "elemento compuesto
recesivo/truncante "que contiene un “elemento protegible contra la metilacién”y un “elemento no protegible "dispuestos
cabeza con cabeza a una distancia adecuada para la conmutacion del adaptador. El resto de la secuencia es la
columna vertebral del vector que contiene un origen de replicacién de pocas copias (basado en pl5A) y un marcador
de seleccién (ya sea kanamicina o espectinomicina).

Para Metclo sin cicatrices basado en Bsal/M.Osp807Il, los plasmidos son:
pMXLK_VL, pMXLK_VM, pMXLK_VR (kanamicina)
pMXLS_VL, pMXLS_VM, pMXLS_VR (espectinomicina)

Para Metclo sin cicatrices basado en Lgul/M.Xmnl, los plasmidos son:
pMZLK_VL, pMZLK_VM, pMZLK_VR (kanamicina)
pPMZLS_VL, pMZLS_VM, pMZLS_VR (espectinomicina)

Las secuencias de plasmidos para el ensamblaje estandar de 4 fragmentos de ADN de 1 kb y el ensamblaje de 2
etapas de aproximadamente 200 kb de ADN a partir de 28 fragmentos también se enumeran en formato fasta. La
secuencia subrayada para vectores de ensamblaje de 1 kb contiene el marcador de seleccion LacZ. La secuencia
subrayada para vectores de ensamblaje de 200 kb contiene el marcador de seleccién LacZ y un origen de replicacién
para la preparacién de ADN del vector con alto nimero de copias. El resto de las secuencias son cadenas principales
de vectores.

Para un ensamblaje de 1 kb, los plasmidos son:

pMXP_A4E, pMYP_ASE, pMZP_P6T

Para un ensamblaje de 200 kb, los plasmidos son:

pPMXBG_A7!, pMXBG_I7G, pMXBG_G7F, pMXBG_F7E, pMXBK_A7E

Dichas secuencias de vectores son aplicables para los vectores de los ejemplos en el presente documento,
intercambiandose los elementos compuestos de truncamiento, mantenimiento o insercidn especificos segun
corresponda. Un experto familiarizado con la clonacién molecular puede reconstruir los vectores aqui mediante PCR
a partir del kit Moclo disponible comercialmente.

>pMXLK_VL (SEQ ID NO: 28)

CACTCTGT@ACTTGGTCTCA CTCC TGAGACC
GTCAGACCAAGTTTACTCAT
ATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTITTAATTTAAAAGGATCTAG
GTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTT
TTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTICTT
GAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCA
CCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTT
TCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTC
TAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCT
ACATACCTCGCICTIGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTIGCCAGTGGCGA
TAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGG
CGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAG
CGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAG
CGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCA
GGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGG
TATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATT
TTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACG
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CGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTC
TTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGA
GTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAG
TGAGCGAGGAAGCGGATGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCG
CGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAA
AGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGG
CACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATT
GTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGARACAGCTATGACCATGATTACGC
CAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCGGGTACCGAGC
TCGAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAARAACCCTGG

leleuii Yeloler-YYellik Y uvsletelcshiideler-YelarYor-Yilslelslslohiiilsletelel Yelecuvelelel
ol lacsooanollanlcalLiLsl laoenlagoncenl oo iel Ll eaglienas Liaguags

GTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGC
CTGAATGGCGAATGGCGCCTGATGCGGTATTTTICTCCTTACGCATCTGTG
CGGTATTTCACACCGCATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATG
CCGCATAGTTAAGCCAGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCC
TGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGAC
GGTCTCA CGAG ACCAAGTCBCGAAGTGTGCGGCCGCCTTCGTGCGCGGAAC
CCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGA
GACAATAACCCTGATARATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATG
GCTAAAATGAGAATATCACCGGAATTGAAAAAACTGATCGAARAATACCG
CTGCGTAAAAGATACGGAAGGAATGTCTCCTGCTAAGGTATATAAGCTGG
TGGGAGAAAATGAAAACCTATATTTAAAAATGACGGACAGCCGGTATAAA
GGGACCACCTATGATGTGGAACGGGAARAGGACATGATGCTATGGCTGGA
AGGAAAGCTGCCTGTTCCAAAGGTCCTGCACTTTGAACGGCATGATGGCT
GGAGCAATCTGCTCATGAGTGAGGCCGATGGCGTCCTTTGCTCGGAAGAG
TATGAAGATGAACAAAGCCCTGAAAAGATTATCGAGCTGTATGCGGAGTG
CATCAGGCTCTTTCACTCCATCGACATATCGGATTGTCCCTATACGAATA
GCTTAGACAGCCGCTTAGCCGAATTGGATTACTTACTGAATAACGATCTG
GCCGATGTGGATTGCGAAAACTGGGAAGAGGACACTCCATTTAAAGATCC
GCGCGAGCTGTATGATTTTTTAAAGACGGAAAAGCCCGAAGAGGAACTTG
TCTTTTCCCACGGCGACCTGGGAGACAGCAACATCTTTGTGAAAGATGGC
AAAGTAAGTGGCTTTATTGATCTTGGGAGAAGCGGCAGGGCGGACAAGTG
GTATGACATTGCCTTCTGCGTCCGGTCGCTCAGGGAGGATATCGGGGAAG
AACAGTATGTCGAGCTATTTTTTGACTTACTGGGGATCAAGCCTGATTGG
GAGAAAATAAAATATTATATTTTACTGGATGAATTGTTTTAGGAGCCTGT
TTAATAAGATGATCTTCTTGAGATCGTTTTGGTICTGCGCGTAATCTCTTG
CTCTGAARACGAAAAAACCGCCTTGCAGGGCGGTTTTTCGAAGGTTCTCT
GAGCTACCAACTCTTTGAACCGAGGTAACTGGCTTGGAGGAGCGCAGTCA
CCAAARACTTGTCCTTTCAGTTTAGCCTTAACCGGCGCATGACTTCAAGAC
TAACTCCTCTAAATCAATTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGTGCTTTTGCA
TGTCTTTCCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCG

lellelelerYelider ¥Xoleleleleletcuivelcuveter- Uik Yo Yeudelsk Yelokiile'er Yeloler -V -Yelde
CILILGEEALTEAALLULELULUEETTUGEIGELATALAGT LUALU T TEUUAGUGEAAL TG

CCTACCCGGAACTGAGTGTCAGGCGTGGAATGAGACAAACGCGGCCATAA
CAGCGGAATGACACCGGTAAACCGAAAGGCAGGAACAGGAGAGCGCACGA
GGGAGCCGCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTT
CGCCACCACTGATTTGAGCGTCAGATTTCGTGATGCTTGTCAGGGGGGCG
GAGCCTATGGAAAAACGGCTTTGCCGCGGCCCTCTCACTTCCCTGTTAAG
TATCTTCCTGGCATCTTCCAGGAAATCTCCGCCCCGTTCGTAAGCCATTT
CCGCTCGCCGCAGTCGAACGACCGAGCGTAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAA
GCGGAATATATCCTGTATCACATATTCTGCTGACGCACCGGTGCAGCCTT
TTTTCTCCTGCCACATGAAGCACTTCACTGACACCCTCATCAGTGCCAAC
ATAGTAAGCCAGTATACACTCCGCTAGCGCGCAAGCGGCCGCA

>pMXLK_VM (SEQ ID NO: 29)
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CACTCTGTGACTTGGT CTCC TGAGACC

GTCAGACCAAGTTTACTCAT
ATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAG
GTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTT
TTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTT
GAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAARAAACCA
CCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTT
TCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTC
TAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCT
ACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGA
TAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGG
CGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAG
CGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAG
CGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCA
GGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGG
TATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATT
TTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAARACGCCAGCAACG
CGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTC
TTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGA
GTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAG
TGAGCGAGGAAGCGGATGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCG
CGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAA
AGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGG
CACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATT
GTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGC
CAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCGGGTACCGAGC
TCGAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGG
CGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGC
GTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGC
CTGAATGGCGAATGGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTG
CGGTATTTCACACCGCATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATG
CCGCATAGTTAAGCCAGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCC
TGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGAC
GGTCTCA CGAG ACCAAGTCECGAAGTGTGCGGCCGCCTTCGTGCGCGGAAC
CCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGA
GACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAANNGGAAGAGTATG
GCTAAAATGAGAATATCACCGGAATTGAAAAAACTGATCGAAARATACCG
CTGCGTARAAAGATACGGAAGGAATGTCTICCTGCTAAGGTATATAAGCTGG
TGGGAGARAAATGAARAACCTATATTTARAAAATGACGGACAGCCGGTATAAA
GGGACCACCTATGATGTGGAACGGGARARAGGACATGATGCTATGGCTGGA
AGGAAAGCTGCCTGTTCCARAGGTCCTGCACTTTGAACGGCATGATGGCT
GGAGCAATCTGCTCATGAGTGAGGCCGATGGCGTCCTTTGCTCGGAAGAG
TATGAAGATGAACAAAGCCCTGAAAAGATTATCGAGCTGTATGCGGAGTG
CATCAGGCTCTTTCACTCCATCGACATATCGGATTGTCCCTATACGAATA
GCTTAGACAGCCGCTTAGCCGAATTGGATTACTTACTGAATAACGATCTG
GCCGATGTGGATTGCGAAAACTGGGAAGAGGACACTCCATTTAAAGATCC
GCGCGAGCTGTATGATTTTTTAAAGACGGAAAAGCCCGAAGAGGARACTTG
TCTTTTCCCACGGCGACCTGGGAGACAGCAACATCTTTGTGAAAGATGGC
ARAGTAAGTGGCTTTATTGATCTTGGGAGAAGCGGCAGGGCGGACAAGTG
GTATGACATTGCCTTCTGCGTCCGGTCGCTCAGGGAGGATATCGGGGAAG
AACAGTATGTCGAGCTATTTTTTGACTTACTGGGGATCAAGCCTGATTGG
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GAGAAAATAAAATATTATATTTTACTGGATGAATTGTTTTAGGAGCCTGT
TTAATAAGATGATCTTCTTGAGATCGTTTTGGTCTGCGCGTAATCTCTTG
CTCTGAARACGAAAAANCCGCCTTGCAGGGCGGTTTTTCGAAGGTTCTCT
GAGCTACCAACTCTTTGAACCGAGGTAACTGGCTTGGAGGAGCGCAGTCA
CCAAAACTTGTCCTTTCAGTTTAGCCTTAACCGGCGCATGACTTCAAGAC
TAACTCCTCTAAATCAATTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGTGCTTTTGCA
TGTCTTTCCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCG
GTCGGACTGAACGGGGGGTTCGTGCATACAGTCCAGCTTGGAGCGAACTG
CCTACCCGGAACTGAGTGTCAGGCGTGGAATGAGACAAACGCGGCCATAA
CAGCGGAATGACACCGGTAAACCGAAAGGCAGGAACAGGAGAGCGCACGA
GGGAGCCGCCAGGGGGARACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGT CGGGTTT
CGCCACCACTGATTTGAGCGTCAGATTTCGTGATGCTTGTCAGGGGGGCG
GAGCCTATGGAARAAACGGCTTTGCCGCGGCCCTCTCACTTCCCTGTTAAG
TATCTTCCTGGCATCTTCCAGGAAATCTCCGCCCCGTTCGTAAGCCATTT
CCGCTCGCCGCAGTCGAACGACCGAGCGTAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAA
GCGGAATATATCCTGTATCACATATTCTGCTGACGCACCGGTGCAGCCTT
TTTTCTCCTGCCACATGAAGCACTTCACTGACACCCTCATCAGTGCCAAC
ATAGTAAGCCAGTATACACTCCGCTAGCGCGCAAGCGGCCGCA

>pMXLK_VR (SEQ ID NO: 30)

CACTCTGT@ACTTGGT CTCC TGAGACC

GTCAGACCAAGTTTACTCAT
ATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAG
GTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTT
TTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTT
GAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCA
CCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTT
TCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTC
TAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCT
ACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGA
TAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGG
CGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAG
CGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAG
CGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCA
GGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCT GG
TATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATT
TTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAARAACGCCAGCAACG
CGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTC
TTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGA
GTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAG
TGAGCGAGGAAGCGGATGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCG
CGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAA
AGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGG
CACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATT
GTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGARACAGCTATGACCATGATTACGC
CAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCGGGTACCGAGC
TCGAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGG
CGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGC
GTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGC
CTGAATGGCGAATGGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTG
CGGTATTTCACACCGCATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATG
CCGCATAGTTAAGCCAGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCC
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TGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGAC
GGTCTCA CGAG TGAGACCAAGTC%CGAAGTGTGCGGCCGCCTTCGTGCGCGGAAC
CCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGA
GACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAARAAGGAAGAGTATG
GCTAAAATGAGAATATCACCGGAATTGAAAAAACTGATCGAARRATACCG
CTGCGTAAAAGATACGGAAGGAATGTCTCCTGCTAAGGTATATAAGCTGG
TGGGAGAAANTGAAAACCTATATTTAAAAATGACGGACAGCCGGTATAAA
GGGACCACCTATGATGTGGAACGGGAARAGGACATGATGCTATGGCTGGA
AGGAAAGCTGCCTGTTCCAAAGGTCCTGCACTTTGARCGGCATGATGGCT
GGAGCAATCTGCTCATGAGTGAGGCCGATGGCGTCCTTTGCTCGGAAGAG
TATGAAGATGAACAAAGCCCTGAAAAGATTATCGAGCTGTATGCGGAGTG
CATCAGGCTCTTTCACTCCATCGACATATCGGATTGTCCCTATACGAATA
GCTTAGACAGCCGCTTAGCCGAATTGGATTACTTACTGAATARCGATCTG
GCCGATGTGGATTGCGAAAACTGGGAAGAGGACACTCCATTTAAAGATCC
GCGCGAGCTGTATGATTTTTTAAAGACGGAAAAGCCCGAAGAGGAACTTG
TCTTTTCCCACGGCGACCTGGGAGACAGCAACATCTTTGTGAAAGATGGC
AMAMNGTAAGTGGCTTTATTGATCTTGGGAGAAGCGGCAGGGCGGACAAGTG
GTATGACATTGCCTTCTGCGTCCGGTCGCTCAGGGAGGATATCGGGGAAG

AR DM AM M QM A MMM S MM (T S S M D D S M A MM e e
AnAaglAlglcoabclAalllllluoAaCl Al UoguoalAanoglllonl 1Uyg

GAGAAAATAAAATATTATATTTTACTGGATGAATTGTTTTAGGAGCCTGT
TTAATAAGATGATCTTCTTGAGATCGTTITTGGTCTGCGCGTAATCTCTTG
CTCTGAAAACGAARARAACCGCCTTGCAGGGCGGTTTTTCGAAGGTTCTCT
GAGCTACCAACTCTTTGAACCGAGGTAACTGGCTTGGAGGAGCGCAGTCA
CCAAAACTTGTCCTTTCAGTTTAGCCTTAACCGGCGCATGACTTCAAGAC
TAACTCCTCTAAATCAATTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGTGCTTTTGCA
TGTCTTTCCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCG
GTCGGACTGAACGGGGGGTTCGTGCATACAGTCCAGCTTGGAGCGAACTG
CCTACCCGGAACTGAGTGTCAGGCGTGGCAATGAGACAAACGCGGCCATAA
CAGCGGAATGACACCGGTAAACCGAAAGGCAGGAACAGGAGAGCGCACGA
GGGAGCCGCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTT
CGCCACCACTGATTTGAGCGTCAGATTTCGTGATGCTTGTCAGGGGGGCG
GAGCCTATGGAAARACGGCTTTGCCGCGGCCCTCTCACTTCCCTGTTAAG
TATCTTCCTGGCATCTTCCAGGAAATCTCCGCCCCGTTCGTAAGCCATTT
CCGCTCGCCGCAGTCGAACGACCGAGCGTAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAA
GCGGAATATATCCTGTATCACATATTCTGCTGACGCACCGGTGCAGCCTT
TTTTCTCCTGCCACATGAAGCACTTCACTGACACCCTCATCAGTGCCAAC
ATRAGTAAGCCAGTATACACTCCGCTAGCGCGCAAGCGGCCGCA

>pMZLK_VL (SEQ ID NO: 31)
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CACTCTGT |[GAAGCTCTTCA TCC TGARGAGC
GGTCAGACCAAGTTTACTCAT
ATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAG
GTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTT
TTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCARAGGATCTTCTT
GAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAARACAAAAARRACCA
CCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTT
TCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTC
TAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCT
ACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGA
TAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGG
CGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAG
CGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAG
CGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCA
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GGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCT GG
TATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATT
TTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAARAACGCCAGCAACG
CGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTC
TTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGA
GTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAG
TGAGCGAGGAAGCGGATGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCG
CGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAR
AGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGG
CACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATT
GTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGC
CAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCGGGTACCGAGC
TCGAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGARAACCCTGG
CGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGC
GTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGC
CTGAATGGCGAATGGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTG
CGGTATTTCACACCGCATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATG
CCGCATAGTTAAGCCAGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCC
TGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGACC
GCTCTTCA CGA AGAGCTTC| ACGAAGTGTGCGGCCGCCTTCGTGCGCGGAAC
CCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGA
GACAATAACCCTGATAAATGCTITCAATAATATTGAARAAGGAAGAGTATG
GCTAAAATGAGAATATCACCGGAATTGAAARAACTGATCGAAARAATACCG
CTGCGTAAAAGATACGGAAGGAATGTCTCCTGCTAAGGTATATAAGCTGG
TGGGAGAAAATGAAAACCTATATTTAAARATGACGGACAGCCGGTATAAR
GGGACCACCTATGATGTGGAACGGGAAAAGGACATGATGCTATGGCTGGA
AGGAAAGCTGCCTGTTCCAAAGGTCCTGCACTTTGARCGGCATGATGGCT
GGAGCAATCTGCTCATGAGTGAGGCCGATGGCGTCCTTTGCTCGGAAGAG
TATGAAGATGAACAAAGCCCTGAAAAGATTATCGAGCTGTATGCGGAGTG
CATCAGGCTCTTTCACTCCATCGACATATCGGATTGTCCCTATACGAATA
GCTTAGACAGCCGCTTAGCCGAATTGGATTACTTACTGAATAACGATCTG
GCCGATGTGGATTGCGAAAACTGGGAAGAGGACACTCCATTTARAAGATCC
GCGCGAGCTGTATGATTTTTTAAAGACGGARAAGCCCGAAGAGGAACTTG
TCTTTTCCCACGGCGACCTGGGAGACAGCAACATCTTTGTGAAAGATGGC
AAAGTAAGTGGCTTTATTGATCTTGGGAGAAGCGGCAGGGCGGACAAGTG
GTATGACATTGCCTTCTGCGTCCGGETCGCTCAGGGAGGATATCGGGEGAAG
AACAGTATGTCGAGCTATTTTTTGACTTACTGGGGATCAAGCCTGATTGG
GAGAAAATARAATATTATATTTTACTGGATGAATTGTTTTAGGAGCCTGT
TTAATAAGATGATCTTCTTGAGATCGTTTTGGTCTGCGCGTAATCTCTTG
CTCTGAAAACGAAAAAACCGCCTTGCAGGGCGGTTTTTCGAAGGTTCTCT
GAGCTACCAACTCTTTGAACCGAGGTAACTGGCTTGGAGGAGCGCAGTCA
CCAAAACTTGTCCTTTCAGTTTAGCCTTAACCGGCGCATGACTTCAAGAC
TAACTCCTCTAAATCAATTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGTGCTTTTGCA
TGTCTTTCCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCG
GTCGGACTGAACGGGGGGTTCGTGCATACAGTCCAGCTTGGAGCGAACTG
CCTACCCGGAACTGAGTGTCAGGCGTGGAATGAGACAAACGCGGCCATAA
CAGCGGAATGACACCGGTAAACCGAAAGGCAGGAACAGGAGAGCGCACGA
GGGAGCCGCCAGGGGGARAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTT
CGCCACCACTGATTTGAGCGTCAGATTTCGTGATGCTTGTCAGGGGGGCG
GAGCCTATGGAAAAACGGCTTTGCCGCGGCCCTCTCACTTCCCTGTTAAG
TATCTTCCTGGCATCTTCCAGGAAATCTCCGCCCCGTTCGTAAGCCATTT
CCGCTCGCCGCAGTCGAACGACCGAGCGTAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAR
GCGGAATATATCCTGTATCACATATTCTGCTGACGCACCGGTGCAGCCTT
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TTTTCTCCTGCCACATGAAGCACTTCACTGACACCCTCATCAGTGCCAAC
ATAGTRAAGCCAGTATACACTCCGCTAGCGCGCAAGCGGCCGCA

>pMZLK_VM (SEQ ID NO: 32)

CACTCTGT [GAAGCTCT TCC TGAAGAGC]
GGTCAGACCAAGTTTACTCAT
ATATACTTTAGATTGATTTAARACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAG
GTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAARATCCCTTAACGTGAGTT
TTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTT
GAGATCCTTTITTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCA
CCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTT
TCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCARATACTGTCCTTC
TAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCT
ACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGA
TAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACT CAAGACGATAGT TACCGGATAAGG
CGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAG
CGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAARAG
CGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCA
GGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCT GG
TATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATT
TTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACG
CGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTC
TTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGA
GTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAG
TGAGCGAGGAAGCGGATGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCG
CGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAA
AGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGT TAGCTCACTCATTAGG
CACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATT

lalnlab Valalfalak Yl W Vel WSl lnlal Wk We b W el W Ve b Walal bt ek Ve el W Fal Wl b Wa Valel
luonaolUooAlanciAanl l lCALACAUoANAACVACTOU LI AL oAV AL AL L ALY

CAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCGGGTACCGAGC
TCGAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGG
CGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGC
GTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGC
CTGAATGGCGAATGGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTG
CGGTATTTCACACCGCATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATG
CCGCATAGTTAAGCCAGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCC
TGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGACC
GCTCTTCA CGA AGAGCTTC| ACGAAGTGTGCGGCCGCCTTCGTGCGCGGAAC
CCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGA
GACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAGGAAGAGTATG
GCTAAAATGAGAATATCACCGGAATTGAAAAAACTGATCGAAARATACCG
CTGCGTAAAAGATACGGAAGGAATGTCTCCTGCTAAGGTATATAAGCTGG
TGGGAGAAAATGAAAACCTATATTTAAAAATGACGGACAGCCGGTATARAA
GGGACCACCTATGATGTGGAACGGGAAAAGGACATGATGCTATGGCTGGA
AGGAAAGCTGCCTGTTCCAAAGGTCCTGCACTTTGAACGGCATGATGGCT
GGAGCAATCTGCTCATGAGTGAGGCCGATGGCGTCCTTTGCTCGGAAGAG
TATGAAGATGAACARAGCCCTGAAAAGATTATCGAGCTGTATGCGGAGTG
CATCAGGCTCTTTCACTCCATCGACATATCGGATTGTCCCTATACGAATA
GCTTAGACAGCCGCTTAGCCGAATTGGATTACTTACTGAATAACGATCTG
GCCGATGTGGATTGCGAAAACTGGGAAGAGGACACTCCATTTAAAGATCC
GCGCGAGCTGTATGATTTTTTAAAGACGGAAAAGCCCGAAGAGGAACTTG
TCTTTTCCCACGGCGACCTGGGAGACAGCAACATCTTTGTGAAAGATGGC
ARAAGTAAGTGGCTTTATTGATCTTGGGAGAAGCGGCAGGGCGGACAAGTG
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GTATGACATTGCCTTCTGCGTCCGGTCGCTCAGGGAGGATATCGGGGAAG
AACAGTATGTCGAGCTATTTTTTGACTTACTGGGGATCAAGCCTGATTGG
GAGAAAATAAAATATTATATTTTACTGGATGAATTGTTTTAGGAGCCTGT
TTAATAAGATGATCTTCTTGAGATCGTTTTGGTCTGCGCGTAATCTCTTG
CTCTGAAAACGAARARRACCGCCTTGCAGGGCGGTTTTTCGAAGGTTCTCT
GAGCTACCAACTCTTTGAACCGAGGTAACTGGCTTGGAGGAGCGCAGTCA
CCAAAACTTGTCCTTTCAGTTTAGCCTTARACCGGCGCATGACTTCAAGACT
TAACTCCTCTAAATCRAATTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGTGCTTTTGCA
TGTCTTTCCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCG
GTCGGACTGAACGGGGGGTTCGTGCATACAGTCCAGCTTGGAGCGAACTG
CCTACCCGGAACTGAGTGTCAGGCGTGGAATGAGACAAACGCGGCCATAA
CAGCGGAATGACACCGGTAAACCGAAAGGCAGGAACAGGAGAGCGCACGA
GGGAGCCGCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTT
CGCCACCACTGATTTGAGCGTCAGATTTCGTGATGCTTGTCAGGGGGGCG
GAGCCTATGGAAARAACGGCTTTGCCGCGGCCCTCTCACTTCCCTGTTAAG
TATCTTCCTGGCATCTTCCAGGARAATCTCCGCCCCGTTCGTAAGCCATTT
CCGCTCGCCGCAGTCGAACGACCGAGCGCTAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAA
GCGGAATATATCCTGTATCACATATTCTGCTGACGCACCGGTGCAGCCTT
TTTTCTCCTGCCACATGAAGCACTTCACTGACACCCTCATCAGTGCCAAC
ATAGTAAGCCAGTATACACTCCGCTAGCGCGCAAGCGGCCGCA

>pMZLK_VR (SEQ ID NO: 33)
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CACTCTGT |GAAGCTCT TCC TGAAGAGC
GGTCAGACCAAGTTTACTCAT
ATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAG
GTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTT
TTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAARAAGGATCTTCTT
GAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAARACAAARAAACCA
CCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTT
TCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTC
TAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCT
ACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGA
TAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGG
CGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAG
CGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAG
CGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCA
GGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGARAACGCCTGG
TATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATT
TTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAARARAACGCCAGCAACG
CGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTC
TTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGA
GTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAG
TGAGCGAGGAAGCGGATGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCG
CGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAA
AGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGG
CACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATT
GTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGC
CAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCGGGTACCGAGC
TCGAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGG
CGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGC
GTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGC
CTGAATGGCGAATGGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTG
CGGTATTTCACACCGCATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATG
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CCGCATAGTTAAGCCAGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCGLCCC
TGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGACC
GCTCTTCA CGA TGAAGAGCTTC| ACGAAGTGTGCGGCCGCCTTCGTGCGCGGAAC
CCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGA
GACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAARAAGGAAGAGTATG
GCTAAAATGAGAATATCACCGGAATTGAAAARAACTGATCGAAAAATACCG
CTGCGTAARAGATACGGAAGGAATGTCTCCTGCTAAGGTATATAAGCTGG
TGGGAGAAAATGAAAACCTATATTTAAAAATGACGGACAGCCGGTATAAA
GGGACCACCTATGATGTGGAACGGGAARAAGGACATGATGCTATGGCTGGA
AGGAAAGCTGCCTGTTCCARAAGGTCCTGCACTTTGAACGGCATGATGGCT
GGAGCAATCTGCTCATGAGTGAGGCCGATGGCGTCCTTTGCTCGGAAGAG
TATGAAGATGAACAAAGCCCTGAAAAGATTATCGAGCTGTATGCGGAGTG
CATCAGGCTCTTTCACTCCATCGACATATCGGATTGTCCCTATACGAATA
GCTTAGACAGCCGCTTAGCCGAATTGGATTACTTACTGAATAACGATCTG
GCCGATGTGGATTGCGAAAACTGGGAAGAGGACACTCCATTTAAAGATCC
GCGCGAGCTGTATGATTTTTTAAAGACGGAARAGCCCGAAGAGGAACTTG
TCTTTTCCCACGGCGACCTGGGAGACAGCAACATCTTTGTGAAAGATGGC
AAAGTAAGTGGCTTTATTGATCTTGGGAGAAGCGGCAGGGCGGACAAGTG
GTATGACATTGCCTTCTGCGTCCGGTCGCTCAGGGAGGATATCGGGGAAG
AACAGTATGTCGAGCTATTTTTTGACTTACTGGGGATCAAGCCTGATTGG
GAGAAAATAAAATATTATATTTTACTGGATGAATTGTTTTAGGAGCCTGT
TTAATAAGATGATCTTCTTGAGATCGTTTTGGTCTGCGCGTAATCTCTTG
CTCTGAAAACGAAAAAACCGCCTTGCAGGGCGGTTTTTCGAAGGTTCTCT
GAGCTACCAACTCTTTGAACCGAGGTAACTGGCTTGGAGGAGCGCAGTCA
CCAAAACTTGTCCTTTCAGTTTAGCCTTAACCGGCGCATGACTTCAAGAC
TAACTCCTCTAAATCAATTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGTGCTTTTGCA
TGTCTTTCCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCG
GTCGGACTGAACGGGGGGTTCGTGCATACAGTCCAGCTTGGAGCGAACTG
CCTACCCGGAACTGAGTGTCAGGCGTGGAATGAGACAAACGCGGCCATAR
CAGCGGAATGACACCGGTAAACCGAAAGGCAGGAACAGGAGAGCGCACGA
GGGAGCCGCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTT
CGCCACCACTGATTTGAGCGTCAGATTTICGTGATGCTTGTCAGGGGGGCG
GAGCCTATGGAAAAACGGCTTTGCCGCGGCCCTCTCACTTCCCTGTTAAG
TATCTTCCTGGCATCTTCCAGGAAATCTCCGCCCCGTTCGTAAGCCATTT
CCGCTCGCCGCAGTCGAACGACCGAGCGTAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAA
GCGGAATATATCCTGTATCACATATTCTGCTGACGCACCGGTGCAGCCTT
TTTTCTCCTGCCACATGAAGCACTTCACTGACACCCTCATCAGTGCCAAC
ATAGTAAGCCAGTATACACTCCGCTAGCGCGCAAGCGGCCGCA

>pMXLS_VL (SEQ ID NO: 34)
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CACTCTGT|IGACTTGGTCTCA CTCC TGAGACC

GTCAGACCAAGTTTACTCAT

ATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAG
GTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCARAATCCCTTAACGTGAGTT
TTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTT
GAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTCCTGCTTGCARACAAARAAACCA
CCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGCATCAAGAGCTACCAACTCTTTT
TCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCCCAGATACCAAATACTGTCCTTC
TAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTICAAGAACTCTGTAGCACCGCCT
ACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGA
TAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCRAAGACGATAGTTACCGGATAAGG
CGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAG
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CGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAG
CGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCA
GGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGARACGCCTGG
TATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATT
TTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACG
CGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTC
TTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGA
GTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAG
TGAGCGAGGAAGCGGATGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCG
CGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAA
AGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGG
CACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATT
GTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGARAACAGCTATGACCATGATTACGC
CAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCGGGTACCGAGC
TCGAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGARAACCCTGG
CGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGC
GTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGC
CTGAATGGCGAATGGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTG
CGGTATTTCACACCGCATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATG
CCGCATAGTTAAGCCAGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCC
TGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGAC

GGTCTCA CGAG ACCAAGTCECGAAGTG TGCGGCCGCCTTCG
TGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTAT
CCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAARAAG
GAAGAGTATGCGCTCACGCAACTGGTCCAGAACCTTGACCGAACGCAGCG
GTGGTAACGGCGCAGTGGCGGTTTTCATGGCTTGTTATGACTGTTTTTTTTT
GGGGTACAGTCTATGCCTCGGGCATCCAAGCAGCAAGCGCGTTACGCCGT
GGGTCGATGTTTGATGTTATGGAGCAGCAACGATGTTACGCAGCAGGGCA
GTCGCCCTAAAACAAAGTTAAACATCATGAGGGAAGCGGTGATCGCCGAA
GTATCGACTCAACTATCAGAGGTAGTTGGCGTCATCGAGCGCCATCTCGA
ACCGACGTTGCTGGCCGTACATTTGTACGGCTCCGCAGTGGATGGCGGCC
TGAAGCCACACAGCGATATTGATTTGCTGGTTACGGTGACCGTAAGGCTT
GATGAAACAACGCGGCGAGCTTTGATCAACGACCTTTTGGAAACTTCGGC
TTCCCCTGGAGAGAGCGAGATTCTCCGCGCTGTAGAAGTCACCATTGTTG
TGCACGACGACATCATTCCGTGGCGTTATCCAGCTAAGCGCGAACTGCAA
TTTGGAGAATGGCAGCGCAATGACATTCTTGCAGGTATCTTCGAGCCAGC
CACGATCGACATTGATCTGGCTATCTTGCTGACAARAAGCAAGAGAACATA
GCGTTGCCTTGGTAGGTCCAGCGGCGGAGGAACTCTTTGATCCGGTTCCT
GAACAGGATCTATTTGAGGCGCTAAATGAAACCTTAACGCTATGGAACTC
GCCGCCCGACTGGGCTGGCGATGAGCGAAATGTAGTGCTTACGTTGTCCC
GCATTTGGTACAGCGCAGTAACCGGCAAAATCGCGCCGAAGGATGTCGCT
GCCGACTGGGCAATGGAGCGCCTGCCGGCCCAGTATCAGCCCGTCATACT
TGAAGCTAGACAGGCTTATCTTGGACAAGAAGAAGATCGCTTGGCCTCGC
GCGCAGATCAGTTGGAAGAATTTGTCCATTACGTAAAAGGCGAGATCACC
AAGGTAGTCGGCAAATAAGAGCCTGTTTAATAAGATGATCTTCTTGAGAT
CGTTTTGGTCTGCGCGTAATCTCTTGCTCTGAAAACGAARRAACCGCCTT
GCAGGGCGGTTTTTCGAAGGTTCTCTGAGCTACCAACTCTTTGAACCGAG
GTAACTGGCTTGGAGGAGCGCAGTCACCAAAACTTGTCCTTTCAGTTTAG
CCTTAACCGGCGCATGACTTCAAGACTAACTCCTCTAAATCAATTACCAG
TGGCTGCTGCCAGTGGTGCTTTTGCATGTCTTTCCGGGTTGGACTCAAGA
CGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGACTGAACGGGGGGTTCGTG
CATACAGTCCAGCTTGGAGCGAACTGCCTACCCGGAACTGAGTGTCAGGC

194



ES 2979391 T3

GTGGAATCAGACAAACGCGGOCATAACAGUGGAATGACACOGGTAAALCG
AMAGCCAGGAACAGGAGAGCOCALGABGCAGCLCLCAGGLGBARALDGLOT
GETATCTTTATASTCOTETCOGETTTCGOCACCACTOATTTGAGCGTCAG ATTTCGTGATECTTGTCAG-
GHGGECECABCLTATCCAAAAACGGCTTTEC CECEGCCUTCTCACTICOCTGTTAAGTATCYTCCTY
GGCATCTTCCAGGAA ATCTCOGOCLOGTTCSTAAGCCATTTCCOOTCGUCGLCAGTOCAACGACCE
AGUGTAGCCAGTCAGTRAGUCGAGBAAGCGGBAATATATCCTGTATCACATA
TTCTGCTGACCGCACCGGTCCAGCCTTTITTCTCOTGLCACATGAAGCACT  TCACTGACACCCTCATCAGT-
GCCAACATAGTAAGLCAGTATADACTCLGE TAGUGUGLRAAGLGGCLGLA

>pMXLS VM (SEQ ID NO: 35)

CACTCTGT@ACTTGGT CTCC TGAGACC
GTCAGACCAAGTTTACTCAT
ATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAG
GTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAARATCCCTTAACGTGAGTT
TTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTT
GAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAARAACCA
CCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTT
TCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTC
TAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCT
ACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGA
TAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGG
CGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAG
CGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAG
CGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCA
GGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCT GG
TATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATT
TTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGARAAAACGCCAGCAACG
CGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTC
TTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGA
GTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAG
TGAGCGAGGAAGCGGATGAGCGCCCAATACGCARAACCGCCTCTCCCCGCG
CGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAA
AGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGG
CACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATT
GTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGC
CAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCGGGTACCGAGC
TCGAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGG
CGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGC
GTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGC
CTGAATGGCGAATGGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTG
CGGTATTTCACACCGCATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATG
CCGCATAGTTAAGCCAGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCC
TGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGAC
GGTCTCA CGAG ACCAAGTC%CGAAGTG TGCGGCCGCCTTCG
TGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTAT
CCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAAAAG
GAAGAGTATGCGCTCACGCAACTGGTCCAGAACCTTGACCGAACGCAGCG
GTGGTAACGGCGCAGTGGCGGTTTTCATGGCTTGTTATGACTGTTTTTTTTT
GGGGTACAGTCTATGCCTCGGGCATCCAAGCAGCAAGCGCGTTACGCCGT
GGGTCGATGTTTGATGTTATGGAGCAGCAACGATGTTACGCAGCAGGGCA
GTCGCCCTAAAACAAAGTTARAACATCATGAGGGAAGCGGTGATCGCCGAA
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GTATCGACTCAACTATCAGAGGTAGTTGGCGTCATCGAGCGCCATCTCGA
ACCGACGTTGCTGGCCGTACATTTGTACGGCTCCGCAGTGGATGGCGGCC
TGAAGCCACACAGCGATATTGATTTGCTGGTTACGGTGACCGTAAGGCTT
GATGAAACAACGCGGCGAGCTTTGATCAACGACCTTTTGGAAACTTCGGC
TTCCCCTGGAGAGAGCGAGATTCTCCGCGCTGTAGAAGTCACCATTGTTG
TGCACGACGACATCATTCCGTGGCGTTATCCAGCTAAGCGCGAACTGCAA
TTTGGAGAATGGCAGCGCAATGACATTCTTGCAGGTATCTTCGAGCCAGC
CACGATCGACATTGATCTGGCTATCTTGCTGACAAANGCAAGAGARCATA
GCGTTGCCTTGGTAGGTCCAGCGGCGGAGGAACTCTTTGATCCGGTTCCT
GAACAGGATCTATTTGAGGCGCTAAATGAARACCTTAACGCTATGGAACTC
GCCGCCCGACTGGGCTGGCEGATGAGCGAAATGTAGTGCTTACGTTGTCCC
GCATTTGGTACAGCGCAGTAACCGGCAARATCGCGCCGAAGGATGTCGCT
GCCGACTGGGCAATGGAGCGCCTGCCGGCCCAGTATCAGCCCGTCATACT
TGAAGCTAGACAGGCTTATCTTGGACAAGAAGAAGATCGCTTGGCCTCGC
GCGCAGATCAGTTGGAAGAATTTGTCCATTACGTAAAAGGCGAGATCACC
AAGGTAGTCGGCAAATAAGAGCCTGTTTAATAAGATGATCTTCTTGAGAT
CGTTTTGGTCTGCGCGTAATCTCTTGCTCTGAAAACGAAAAAACCGCCTT
GCAGGGCGGTTTTTCGAAGGTTCTCTGAGCTACCAACTCTTTGAACCGAG
GTAACTGGCTTGGAGGAGCGCAGTCACCAAAACTTGTCCTTTCAGTTTAG
CCTTAACCGGCGCATGACTTCAAGACTAACTCCTCTAAATCAATTACCAG
TGGCTGCTGCCAGTGGTGCTTTTGCATGTCTTTCCGGGTTGGACTCAAGA
CGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGACTGAACGGGGGGTTCGTG
CATACAGTCCAGCTTGGAGCGAACTGCCTACCCGGAACTGAGTGTCAGGC
GTGGAATGAGACARRACGCGGCCATAACAGCGGAATGACACCGGTARACCG
AAAGGCAGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCCGCCAGGGGGAAACGCCT
GGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCACTGATTTGAGCGTCAG
ATTTCGTGATGCTTGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGGCTTTGC
CGCGGCCCTCTCACTTCCCTGTTAAGTATCTTCCTGGCATCTTCCAGGAA
ATCTCCGCCCCGTTCGTAAGCCATTTCCGCTCGCCGCAGTCGAACGACCG
AGCGTAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAATATATCCTGTATCACATA
TTCTGCTGACGCACCGGTGCAGCCTTTTTTCTCCTGCCACATGAAGCACT
TCACTGACACCCTCATCAGTGCCAACATAGTAAGCCAGTATACACTCCGC
TAGCGCGCAAGCGGCCGCA

>pMXLS VR (SEQ ID NO: 36)
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CACTCTGTGACTTGGT CTCC TGAGACC

GTCAGACCAAGTTTACTCAT
ATATACTTTAGATTGATTTARAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAG
GTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAARAAATCCCTTAACGTGAGTT
TTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAARAGATCAAAGGATCTTCTT
GAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAARAAAAACCA
CCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTT
TCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTC
TAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCT
ACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGA
TAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGG
CGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAG
CGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAG
CGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCA
GGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGARAACGCCTGG
TATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATT
TTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAARAACGCCAGCAACG
CGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTC
TTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGA

GTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAG
TGAGCGAGGAAGCGGATGAGCGCCCAATACGCARACCGCCTCTCCCCGCG
CGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAA
AGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGT TAGCTCACTCATTAGG
CACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATT
GTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGC
CAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCGGGTACCGAGC
TCGAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGG
CGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGC
GTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGC
CTGAATGGCGAATGGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTG
CGGTATTTCACACCGCATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATG
CCGCATAGTTAAGCCAGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCC
TGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGAC
GGTCTCA CGAG TGAGACCAAGTC%CGAAGTG TGCGGCCGCCTTCG
TGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTAT
CCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAARAAG
GAAGAGTATGCGCTCACGCAACTGGTCCAGAACCTTGACCGAACGCAGCG
GTGGTAACGGCGCAGTGGCGGTTTTCATGGCTTGTTATGACTGTTTTTTTTT
GGGGTACAGTCTATGCCTCGGGCATCCAAGCAGCAAGCGCGTTACGCCGT
GGGTCGATGTTTGATGTTATGGAGCAGCAACGATGTTACGCAGCAGGGCA
GTCGCCCTAAAACAAAGTTAAACATCATGAGGGAAGCGGTGATCGCCGAA

bl alal ~ ~ MAT 7 o~ ~m m alalalinlabiliilalab . Ualalalalab Lilaliilal

GTATCGACTCAACTATCAGAGGTAGTTGGCGTCATCGAGCGCCATCTCGA
ACCGACGTTGCTGGCCGTACATTTGTACGGCTCCGCAGTGGATGGCGGCC
TGAAGCCACACAGCGATATTGATTTGCTGGTTACGGTGACCGTAAGGCTT
GATGAAACAACGCGGCGAGCTTTGATCAACGACCTTTTGGAAACTTCGGC
TTCCCCTGGAGAGAGCGAGATTCTCCGCGCTGTAGAAGTCACCATTGTTG
TGCACGACGACATCATTCCGTGGCGTTATCCAGCTAAGCGCGAACTGCAA
TTTGGAGAATGGCAGCGCAATGACATTCTTGCAGGTATCTTCGAGCCAGC
CACGATCGACATTGATCTGGCTATCTTGCTGACAARAGCAAGAGAACATA
GCGTTGCCTTGGTAGGTCCAGCGGCGGAGGAACTCTTTGATCCGGTTCCT
GAACAGGATCTATTTGAGGCGCTAAATGAAACCTTAACGCTATGGAACTC
GCCGCCCGACTGGGCTGGCGATGAGCGAAATGTAGTGCTTACGTTGTCCC
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GCATTTGGTACAGCGCAGTAACCGGCAAAATCGCGCCGAAGGATGTCGCT
GCCGACTGGGCAATGGAGCGCCTGCCGGCCCAGTATCAGCCCGTCATACT
TGAAGCTAGACAGGCTTATCTTGGACAAGAAGAAGATCGCTTGGCCTCGC
GCGCAGATCAGTTGGAAGAATTTGTCCATTACGTAAAAGGCGAGATCACC
AAGGTAGTCGGCAAATAAGAGCCTGTTTAATAAGATGATCTTCTTGAGAT
CGTTTTGGTCTGCGCGTAATCTCTTGCTCTGAAAACGAAAARACCGCCTT
GCAGGGCGGTTTTTCGAAGGTTCICTGAGCTACCAACTCTTTGAACCGAG
GTAACTGGCTTGGAGGAGCGCAGTCACCAAAACTTGTCCTTTCAGTTTAG
CCTTAACCGGCGCATGACTTCAAGACTAACTCCTCTAAATCAATTACCAG
TGGCTGCTGCCAGTGGTGCTTTTGCATGTCTTTCCGGGTTGGACTCAAGA
CGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGACTGAACGGGGGGTTCGTG
CATACAGTCCAGCTTGGAGCGAACTGCCTACCCGGAACTGAGTGTCAGGC
GTGGAATGAGACAAACGCGGCCATAACAGCGGAATGACACCGGTAAACCG
AAAGGCAGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCCGCCAGGGGGAAACGCCT
GGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCACTGATTTGAGCGTCAG
ATTTCGTGATGCTTGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAARACGGCTTTGC
CGCGGCCCTCTCACTTCCCTGTTAAGTATCTTCCTGGCATCTTCCAGGAA
ATCTCCGCCCCGTTCGTAAGCCATTTCCGCTCGCCGCAGTCGAACGACCG
AGCGTAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAATATATCCTGTATCACATA
TTCTGCTGACGCACCGGTGCAGCCTTTTTTCTCCTGCCACATGAAGCACT
TCACTGACACCCTCATCAGTGCCAACATAGTAAGCCAGTATACACTCCGC
TAGCGCGCAAGCGGCCGCA

>pMZLS_VL (SEQ ID NO: 37)

CACTCTGT @AAGCTCTTCA TCC TGAAGAGC
GGTCAGACCAAGTTTACTCAT
ATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAG
GTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTT
TTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTT
GAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAARAAAAACCA
CCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGAT CAAGAGCTACCAACTCTTTT
TCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTC
TAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCT
ACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGA
TAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGG
CGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAG
CGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAG
CGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCA
GGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGG
TATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATT
TTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACG
CGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTC
TTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGA
GTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAG
TGAGCGAGGAAGCGGATGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCG
CGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAA
AGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGG
CACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATT
GTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGARACAGCTATGACCATGATTACGC
CAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCGGGTACCGAGC
TCGAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGG
CGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGC
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GTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGC
CTGAATGGCGAATGGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTG
CGGTATTTCACACCGCATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATG
CCGCATAGTTAAGCCAGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCC
TGACGGGCTTGICTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGACC
GCTCTTCA CGA AGAGCTTC| ACGAAGTG TGCGGCCGCCTTCG
TGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTAT
CCGCTCATGAGACAATAACCCTGATARATGCTTCAATAATATTGAAARAG
GAAGAGTATGCGCTCACGCAACTGGTCCAGAACCTTGACCGAACGCAGCG
GTGGTAACGGCGCAGTGGCGGTTTTCATGGCTTGTTATGACTGTTTTTTTTT
GGGGTACAGTCTATGCCTCGGGCATCCAAGCAGCAAGCGCGTTACGCCGT
GGGTCGATGTTTGATGTTATGGAGCAGCAACGATGTTACGCAGCAGGGCA
GTCGCCCTAAAACAAAGTTAAACATCATGAGGGAAGCGGTGATCGCCGAA
GTATCGACTCAACTATCAGAGGTAGTTGGCGTCATCGAGCGCCATCTCGA
ACCGACGTTGCTGGCCGTACATTTGTACGGCTCCGCAGTGGATGGCGGCC
TGAAGCCACACAGCGATATTGATTTGCTGGTTACGGTGACCGTAAGGCTT
GATGAAACAACGCGGCGAGCTTTGATCAACGACCTTTTGGAAACTTCGGC
TTCCCCTGGAGAGAGCGAGATTCTCCGCGCTGTAGAAGTCACCATTGTTG
TGCACGACGACATCATTCCGTGGCGTTATCCAGCTAAGCGCGAACTGCAA
TTTGGAGAATGGCAGCGCAATGACATTCTTGCAGGTATCTTCGAGCCAGC
CACGATCGACATTGATCTGGCTATCTTGCTGACAAARGCAAGAGAACATA
GCGTTGCCTTGGTAGGTCCAGCGGCGGAGGAACTCTTTGATCCGGTTCCT
GAACAGGATCTATTTGAGGCGCTAAATGAAACCTTAACGCTATGGAACTC
GCCGCCCGACTGGGCTGGCGATGAGCGAAATGTAGTGCTTACGTTGTCCC
GCATTTGGTACAGCGCAGTAACCGGCAARATCGCGCCGAAGGATGTCGCT
GCCGACTGGGCAATGGAGCGCCTGCCGGCCCAGTATCAGCCCGTCATACT
TGAAGCTAGACAGGCTTATCTTGGACAAGAAGAAGATCGCTTGGCCTCGC
GCGCAGATCAGTTGGAAGAATTTGTCCATTACGTAARAGGCGAGATCACC
AAGGTAGTCGGCAAATAAGAGCCTGTTTAATAAGATGATCTTCTTGAGAT
CGTTTTGGTCTGCGCGTAATCTCTTGCTCTGAAAACGAAAAAACCGCCTT
GCAGGGCGGTTTTTCGAAGGTTCTCTGAGCTACCAACTCTTTGAACCGAG
GTAACTGGCTTGGAGGAGCGCAGTCACCAAARACTTGTCCTTTCAGTTTAG
CCTTAACCGGCGCATGACTTCAAGACTAACTCCTCTAAATCAATTACCAG
TGGCTGCTGCCAGTGGTGCTTTTGCATGTCTTTCCGGGTTGGACTCAAGA
CGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGACTGAACGGGGGGTTCGTG
CATACAGTCCAGCTTGGAGCGAACTGCCTACCCGGAACTGAGTGTCAGGC
GTGGAATGAGACAAACGCGGCCATAACAGCGGAATGACACCGGTAAACCG
AARGGCAGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCCGCCAGGGGGAAACGCCT
GGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCACTGATTTGAGCGTCAG
ATTTCGTGATGCTTGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGGCTTTGC
CGCGGCCCTCTCACTTCCCTGTTAAGTATCTTCCTGGCATCTTCCAGGAA
ATCTCCGCCCCGTTCGTAAGCCATTTCCGCTCGCCGCAGTCGAACGACCG
AGCGTAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAATATATCCTGTATCACATA
TTCTGCTGACGCACCGGTGCAGCCTTTTTTCTCCTGCCACATGAAGCACT
TCACTGACACCCTCATCAGTGCCAACATAGTAAGCCAGTATACACTCCGC
TAGCGCGCAAGCGGCCGCA

>pMZLS_VM (SEQ ID NO: 38)
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ES 2979391 T3

CACTCTGT [GAAGCTCT TCC TGAAGRGC
GGTCAGACCAAGTTTACTCAT
ATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAG
GTGAAGATCCTITTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTT
TTCGTTCCACTSAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTT
GAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAARARRACCA
CCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTT
TCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTC
TAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCT
ACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGA
TAAGTCGTGTCITACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGG
CGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAG
CGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAG
CGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCA
GGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGG
TATCTTTATAGICCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATT
TTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACG
CGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTC
TTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGA
GTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAG
TGAGCGAGGAAGCGGATGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCG
CGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAR
AGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGG
CACCCCAGGCTITACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATT
GTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGC
CAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCGGGTACCGAGC
TCGAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGG
CGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGC
GTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGC
CTGAATGGCGAATGGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTG
CGGTATTTCACACCGCATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATG
CCGCATAGTTAAGCCAGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGALCGLCGLCCC
TGACGGGCTTGICTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGACC
GCTCTTCA CGA AGAGCTTC| ACGAAGTG TGCGGCCGCCTTCG
TGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTAT
CCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGARRARAG
GAAGAGTATGCGCTCACGCAACTGGTCCAGAACCTTGACCGAACGCAGCG
GTGGTAACGGCGCAGTGGCGGTTTTCATGGCTTGTTATGACTGTTTTTTTTT
GGGGTACAGTCTATGCCTCGGGCATCCAAGCAGCAAGCGCGTTACGCCGT
GGGTCGATGTTTGATGTTATGGAGCAGCAACGATGTTACGCAGCAGGGCA
GTCGCCCTAAAACAAAGTTAAACATCATGAGGGAAGCGGTGATCGCCGAA
GTATCGACTCAACTATCAGAGGTAGTTGGCGTCATCGAGCGCCATCTCGA
ACCGACGTTGCTGGCCGTACATTTGTACGGCTCCGCAGTGGATGGCGGCC
TGAAGCCACACAGCGATATTGATTTGCTGGTTACGGTGACCGTAAGGCTT
GATGAAACAACGCGGCGAGCTTTGATCAACGACCTTTTGGAAACTTCGGC
TTCCCCTGGAGAGAGCGAGATTCTCCGCGCTGTAGAAGTCACCATTGTTG
TGCACGACGACATCATTCCGTGGCGTTATCCAGCTAAGCGCGAACTGCAA
TTTGGAGAATGGCAGCGCAATGACATTCTTGCAGGTATCTTCGAGCCAGC
CACGATCGACATTGATCTGGCTATCTTGCTGACAAANGCAAGAGARCATA
GCGTTGCCTTGGTAGGTCCAGCGGCGGAGGAACTCTTTGATCCGGTTCCT
GRAACAGGATCTATTTGAGGCGCTAAATGAARCCTTAACGCTATGGARACTC
GCCGCCCGACTGGGCTGGCGATGAGCGAAATGTAGTGCTTACGTTGTCCC
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ES 2979391 T3

GCATTTGGTACAGCGCAGTAACCGGCAAAATCGCGCCGAAGGATGTCGCT
GCCGACTGGGCAATGGAGCGCCTGCCGGCCCAGTATCAGCCCGTCATACT
TGAAGCTAGACAGGCTTATCTTGGACAAGAAGAAGATCGCTTGGCCTCGC
GCGCAGATCAGTTGGAAGAATTTGTCCATTACGTAAAAGGCGAGATCACC
AAGGTAGTCGGCAAATAAGAGCCTGTTTAATAAGATGATCTTCTTGAGAT
CGTTTTGGTCTGCGCGTAATCTCTTGCTCTGAAAACGAAAAAACCGCCTT
GCAGGGCGGTTTTTCGAAGGTTCTCTGAGCTACCAACTCTTTGAACCGAG
GTAACTGGCTTGGAGGAGCGCAGTCACCARAACTTGTCCTTTCAGTTTAG
CCTTAACCGGCGCATGACTTCAAGACTAACTCCTCTAAATCAATTACCAG
TGGCTGCTGCCAGTGGTGCTTTTGCATGTCTTTCCGGGTTGGACTCAAGA
CGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGACTGAACGGGGGGTTCGTG
CATACAGTCCAGCTTGGAGCGAACTGCCTACCCGGAACTGAGTGTCAGGC
GTGGAATGAGACAAACGCGGCCATAACAGCGGAATGACACCGGTAAACCG
AAAGGCAGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCCGCCAGGGGGAAACGCCT
GGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCACTGATTTGAGCGTCAG
ATTTCGTGATGCTTGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGGCTTTGC
CGCGGCCCTCTCACTTCCCTGTTAAGTATCTTCCTGGCATCTTCCAGGAA
ATCTCCGCCCCGTTCGTAAGCCATTTCCGCTCGCCGCAGTCGAACGACCG
AGCGTAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAATATATCCTGTATCACATA
TTCTGCTGACGCACCGGTGCAGCCTTTTTTCTCCTGCCACATGAAGCACT
TCACTGACACCCTCATCAGTGCCAACATAGTAAGCCAGTATACACTCCGC
TAGCGCGCAAGCGGCCGCA

>pMZLS_VR (SEQ ID NO: 39)
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ES 2979391 T3

CACTCTGT |GAAGCTCT TCC TGAAGAGC
GGTCAGACCAAGTTTACTCAT
ATATACTTTAGATTGATTTAAARACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAG
GTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTT
TTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAARGGATCTTCTT
GAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAANCCA
CCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTT
TCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTC
TAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCT
ACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGA
TAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGG
CGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGEGGEGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAG
CGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAG
CGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCA
GGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGG
TATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATT
TTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACG
CGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTC
TTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGA
GTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAG
TGAGCGAGGAAGCGGATGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCG
CGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAA
AGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGG
CACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATT
GTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGC
CAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCGGGTACCGAGC
TCGAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAMAACCCTGG
CGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGC
GTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGC
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ES 2979391 T3

CTGAATGGCGAATGGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTG
CGGTATTTCACACCGCATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATG
CCGCATAGTTAAGCCAGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCC
TGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGACC
GCTCTTCA CGA TGAAGAGCTTC| ACGAAGTG TGCGGCCGCCTTCG
TGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTAT
CCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAARARAAG
GAAGAGTATGCGCTCACGCAACTGGTCCAGAACCTTGACCGAACGCAGCG
GTGGTAACGGCGCAGTGGCGGTTTTCATGGCTTGTTATGACTGTTTTTTTTT
GGGGTACAGTCTATGCCTCGGGCATCCAAGCAGCAAGCGCGTTACGCCGT
GGGTCGATGTTTGATGTTATGGAGCAGCAACGATGTTACGCAGCAGGGCA
GTCGCCCTAARACAAAGTTARACATCATGAGGGAAGCGGTGATCGCCGAA
GTATCGACTCAACTATCAGAGGTAGTTGGCGTCATCGAGCGCCATCTCGA
ACCGACGTTGCTGGCCGTACATTTGTACGGCTCCGCAGTGGATGGCGGCC
TGAAGCCACACAGCGATATTGATTTGCTGGTTACGGTGACCGTAAGGCTT
GATGAAACAACGCGGCGAGCTTTGATCAACGACCTTTTGGAAACTTCGGC
TTCCCCTGGAGAGAGCGAGATTCTCCGCGCTGTAGAAGTCACCATTGTTG
TGCACGACGACATCATTCCGTGGCGTTATCCAGCTAAGCGCGAACTGCAA
TTTGGAGAATGGCAGCGCAATGACATTCTTGCAGGTATCTTCGAGCCAGC
CRACGATCGACATTGATCTGGCTATCTTGCTGACAAAAGCAAGAGARCATA
GCGTTGCCTTGGTAGGTCCAGCGGCGGAGGAACTCTTTGATCCGGTTCCT
GAACAGGATCTATTTGAGGCGCTAAATGARACCTTAACGCTATGGAACTC
GCCGCCCGACTGGGCTGGCGATGAGCGAAATGTAGTGCTTACGTTGTCCC
GCATTTGGTACAGCGCAGTAACCGGCAAAATCGCGCCGAAGGATGTCGCT
GCCGACTGGGCAATGGAGCGCCTGCCGGCCCAGTATCAGCCCGTCATACT
TGAAGCTAGACAGGCTTATCTTGGACAAGAAGAAGATCGCTTGGCCTCGC
GCGCAGATCAGTTGGAAGAATTTGTCCATTACGTAAAAGGCGAGATCACC
ANAGGTAGTCGGCAAATAAGAGCCTGTTTAATAAGATGATCTTCTTGAGAT
CGTTTTGGTCTGCGCGTAATCTCTTGCTCTGAAAACGAARAAAACCGCCTT
GCAGGGCGGTTTTTCGAAGGTTCTCTGAGCTACCAACTCTTTGAACCGAG
GTAACTGGCTTGGAGGAGCGCAGTCACCAARNCTTGTCCTTTCAGTTTAG
CCTTAACCGGCGCATGACTTCAAGACTAACTCCTCTAAATCAATTACCAG
TGGCTGCTGCCAGTGGTGCTTTTGCATGTCTTTCCGGGTTGGACTCAAGA
CGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGACTGAACGGGGGGTTCGTG
CATACAGTCCAGCTTGGAGCGAACTGCCTACCCGGAACTGAGTGTCAGGC
GTGGAATGAGACAAACGCGGCCATAACAGCGGAATGACACCGGTAAACCG
ARAGGCAGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCCGCCAGGGGGAAACGCCT
GGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCACTGATTTGAGCGTCAG
ATTTCGTGATGCTTGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGGCTTTGC
CGCGGCCCTCTCACTTCCCTGTTAAGTATCTTCCTGGCATCTTCCAGGAA
ATCTCCGCCCCGTTCGTAAGCCATTTCCGCTCGCCGCAGTCGAACGACCG
AGCGTAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAATATATCCTGTATCACATA
TTCTGCTGACGCACCGGTGCAGCCTTTTTTCTCCTGCCACATGAAGCACT
TCACTGACACCCTCATCAGTGCCAACATAGTAAGCCAGTATACACTCCGC
TAGCGCGCAAGCGGCCGCA

>pMXP A4E (SEQ ID NO: 40)
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CACTCTGT |GACTTGGTCTCA TGCC TGAGACC| GCAGCTGGCACGACAGG
TTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTA
GCTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTA
TGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGARACAGCTAT
GACCATGATTACGCCAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATC
CCCGGGTACCGAGCTCGAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGAC
TGGGAAANACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCC
TTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCC
AACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGCGCCTGATGCGGTATTTTCTC
CTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATATGGTGCACTCTCAGTAC
AATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGCCCCGACACCCGCCAACAC
CCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGA
CAAGCTGTGAC |GGTCTCA CAGA TGAGACCAAGTC|] ACGAAGTGGTTTAA
ACTATCAGTGTTTGACAGGATATATTGGCGGGTAAACCTAAGAGAAAAGA
GCGTTTATTAGAATAATCGGATATTTAAAAGGGCGTGAARAGGTTTATCC
GTTCGTCCATTTGTATGTGCATGCCAACCACAGGGTTCCCCAGATCAGGC
GCTGGCTGCTGAACCCCCAGCCGGAACTGACCCCACAAGGCCCTAGCGTT
TGCAATGCACCAGGTCATCATTGACCCAGGCGTGTTCCACCAGGCCGCTG
CCTCGCAACTCTTCGCAGGCTTCGCCGACCTGCTCGCGCCACTTCTTCAC
GCGGGTGGAATCCGATCCGCACATGAGGCGGAAGGTTTCCAGCTTGAGCG
GGTACGGCTCCCGGTGCGAGCTGAAATAGTCGAACATCCGTCGGGCCGTC
GGCGACAGCTTGCGGTACTTCTCCCATATGAATTTCGTGTAGTGGTCGCC
AGCAAACAGCACGACGATTTCCTCGTCGATCAGGACCTGGCAACGGGACG
TTTTCTTGCCACGGTCCAGGACGCGGAAGCGGTGCAGCAGCGACACCGAT
TCCAGGTGCCCAACGCGGTCGGACGTGAAGCCCATCGCCGTCGCCTGTAG
GCGCGACAGGCATTCCTCGGCCTTCGTGTAATACCGGCCATTGATCGACC
AGCCCAGGTCCTGGCAAAGCTCGTAGAACGTGAAGGTGATCGGCTCGCCG
ATAGGGGTGCGCTTCGCGTACTCCAACACCTGCTGCCACACCAGTTCGTC
ATCGTCGGCCCGCAGCTCGACGCCGGTGTAGGTGATCTTCACGTCCTTGT
TGACGTGGAAAATGACCTTGTTTTGCAGCGCCTCGCGCGGGATTTTCTTG
TTGCGCGTGGTGAACAGGGCAGAGCGGGCCGTGTCGTTTGGCATCGCTCG
CATCGTGTCCGGCCACGGCGCAATATCGAACARGGARAGCTGCATTTCCT
TGATCTGCTGCTTCGTGTGTTTCAGCAACGCGGCCTGCTTGGCCTCGCTG
ACCTGTTTTGCCAGGTCCTCGCCGGCGGTTTTTCGCTTCTTGGTCGTCAT
AGTTCCTCGCGTGTCGATGGTCATCGACTTCGCCAAACCTGCCGCCTCCT
GTTCAAGACGACGCGAACGCTCCACGGCGGCCGATGGCGCGGGCAGGGCA
GGGGGAGCCAGTTGCACGCTGTCGCGCTCGATCTTGGCCGTAGCTTGCTG
GACCATCGAGCCGACGGACTGGAAGGTTTCGCGGGGCGCACGCATGACGG
TGCGGCTTGCGATGGTTTCGGCATCCTCGGCGGAAAACCCCGCGTCGATC
AGTTCTTGCCTGTATGCCTTCCGGTCARACGTCCGATTCATTCACCCTCC
TTGCGGGATTGCCCCGACTCACGCCGGGGCAATGTGCCCTTATTCCTGAT
TTGACCCGCCTGGTGCCTTGGTGTCCAGATAATCCACCTTATCGGCAATG
AAGTCGGTCCCGTAGACCGTCTGGCCGTCCTTCTCGTACTTGGTATTCCG
AATCTTGCCCTGCACGAATACCAGCGACCCCTTGCCCAAATACTTGCCGT
GGGCCTCGGCCTGAGAGCCAAAACACTTGATGCGGAAGAAGTCGGTGCGC
TCCTGCTTGTCGCCGGCATCGTTGCGCCACATCTAGGATCTGCCAGGAAC
CGTAAANANAGGCCGCGTTGCTGGCGTTITTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGA
CGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAG
GACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGARAGCTCCCTCGTGCGCTCT
CCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTC
GGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGG
TGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAG
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ES 2979391 T3

CCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCARACCCGGT
AAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCA
GAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGARAGTGGTGGCCTAAC
TACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCC
AGTTACCTTCGGAAARAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACANNCCA
CCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGA
AAAARAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGC
TCAGTGGAACGAARACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAA
ARAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTARAAATGAAGTTTTARATCA
ATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAAT
CAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTG
CCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCT
GGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGAACCACGCTCACCGGCTCCAGA
TTTATCAGCAATAARACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTC
CTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCT
AGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGC
TACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCT
CCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCARAA
AAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGC
CGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTG
TCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAG
TCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTC
AATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTARAAGTGCTCATCA
TTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGARAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTG
AGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATC
TTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATG
CCGCAAARAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTC
TTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAG
CGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGC
GCACGAATTGGCCAGCGCTGCCATTTTTGGGGTGAGGCCGTTCGCGGCCG
AGGGGCGCAGCCCCTGGGGGGATGGGAGGCCCGCGTTAGCGGGCCGGGAG
GGTTCGAGAAGGGGGGGCACCCCCCTTCGGCGTGCGCGGTCACGCGCACA
GGGCGCAGCCCTGGTTAAAAACAAGGTTTATAAATATTGGTTTAAAAGCA
GGTTAARAGACAGGTTAGCGGTGGCCGARAAACGGGCGGAAACCCTTGCA
AATGCTGGATTTTCTGCCTGTGGACAGCCCCTCAAATGTCAATAGGTGCG
CCCCTCATCTGTCAGCACTCTGCCCCTCAAGTGTCAAGGATCGCGCCCCT
CATCTGTCAGTAGTCGCGCCCCTCAAGTGTCAATACCGCAGGGCACTTAT
CCCCAGGCTTGTCCACATCATCTGTGGGARACTCGCGTAAAATCAGGCGT
TTTCGCCGATTTGCGAGGCTGGCCAGCTCCACGTCGCCGGCCGAAATCGA
GCCTGCCCCTCATCTGTCAACGCCGCGCCGGGTGAGTCGGCCCCTCAAGT
GTCAACGTCCGCCCCTCATCTGTCAGTGAGGGCCAAGTTTTCCGCGAGGT
ATCCACAACGCCGGCGGCCGCGGTGTCTCGCACACGGCTTCGACGGCGTT
TCTGGCGCGTTTGCAGGGCCATAGACGGCCGCCAGCCCAGCGGCGAGGGT
AACCAGCCCGGTGAGCGTCGCAAAGGAGATCCTGATCTGACTGATGGGCT
GCCTGTATCGAGTGGTGATTTTGTGCCGAGCTGCCGGTCGGGGAGCTGTT
GGCTGGCTGGTGGCAGGATATATTGTGGTGTAAACAAATTGACGCTTAGA
CAACTTAATAACACATTGCGGACGTTTTTAATGTACTGGGGTGGATGCAG
TGGGCCC

>pMYP_A5E (SEQ ID NO: 41)
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ES 2979391 T3

CACTCTGT [GAAGACGC TGCC TTGTCTTC| GCAGCTGGCACGACAGGTTT
CCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCT
CACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGT
TGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGAC
CATGATTACGCCAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCC
GGGTACCGAGCTCGAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGG
GAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTT
CGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAAC
AGTTGCGCAGCCTGARATGGCGAATGGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTT
ACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATATGGTGCACTCTCAGTACAAT
CTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGCCCCGACACCCGCCAACACCCG
CTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAR
GCTGTGAC @AAGACAA CAGA GCGTCTTC|ACGAAGTGGTTTAAACTATC
AGTGTTTGACAGGATATATTGGCGGGTAAACCTAAGAGARAAGAGCGTTT
ATTAGAATAATCGGATATTTAAAAGGGCGTGAAAAGGTTTATCCGTTCGT
CCATTTGTATGTGCATGCCAACCACAGGGTTCCCCAGATCAGGCGCTGGC
TGCTGAACCCCCAGCCGGAACTGACCCCACAAGGCCCTAGCGTTTGCAAT
GCACCAGGTCATCATTGACCCAGGCGTGTTCCACCAGGCCGCTGCCTCGC
AACTCTTCGCAGGCTTCGCCGACCTGCTCGCGCCACTTCTTCACGCGGGT
GGAATCCGATCCGCACATGAGGCGGAAGGTTTCCAGCTTGAGCGGGTACG
GCTCCCGGTGCCAGCTGAAATAGTCGAACATCCGTCGGEGCCGTCGGCGAC
AGCTTGCGGTACTTCTCCCATATGAATTTCGTGTAGTGGTCGCCAGCARA
CAGCACGACGATTTCCTCGTCGATCAGGACCTGGCAACGGGACGTTTTCT
TGCCACGGTCCAGGACGCGGAAGCGGTGCAGCAGCGACACCGATTCCAGG
TGCCCAACGCGGTCGGACGTGAAGCCCATCGCCGTCGCCTGTAGGCGCGA
CAGGCATTCCTCGGCCTTCGTGTAATACCGGCCATTGATCGACCAGCCCA
GGTCCTGGCAAAGCTCGTAGAACGTGAAGGTGATCGGCTCGCCGATAGGG
GTGCGCTTCGCGTACTCCAACACCTGCTGCCACACCAGTTCGTCATCGTC
GGCCCGCAGCTCGACGCCGGTGTAGGTGATCTTCACGTCCTTGTTGACGT
GGAAAATGACCTTGTTTTGCAGCGCCTCGCGCGGGATTTTCTTGTTGCGC
GTGGTGAACAGGGCAGAGCGGGCCGTGTCGTTTGGCATCGCTCGCATCGT
GTCCGGCCACGGCGCAATATCGAACAAGGAAAGCTGCATTTCCTTGATCT
GCTGCTTCGTGTGTTTCAGCAACGCGGCCTGCTTGGCCTCGCTGACCTGT
TTTGCCAGGTCCTCGCCGGCGGTTTTTCGCTTCTTGGTCGTCATAGTTCC
TCGCGTGTCGATGGTCATCGACTTCGCCAAACCTGCCGCCTCCTGTTCAA
GACGACGCGAACGCTCCACGGCGGCCGATGGCGCGGGCAGGGCAGGGGGA
GCCAGTTGCACGCTGTCGCGCTCGATCTTGGCCGTAGCTTGCTGGACCAT
CGAGCCGACGGACTGGAAGGTTTCGCGGGGCGCACGCATGACGGTGCGGC
TTGCGATGGTTTCGGCATCCTCGGCGGAAAACCCCGCGTCGATCAGTTCT
TGCCTGTATGCCTTCCGGTCAAACGTCCGATTCATTCACCCTCCTTGCGG
GATTGCCCCGACTCACGCCGGGGCAATGTGCCCTTATTCCTGATTTGACC
CGCCTGGTGCCTTGGTGTCCAGATAATCCACCTTATCGGCAATGAAGTCG
GTCCCGTAGACCGTCTGGCCGTCCTTCTCGTACTTGGTATTCCGAATCTT
GCCCTGCACGAATACCAGCGACCCCTTGCCCARATACTTGCCGTGGGCCT
CGGCCTGAGAGCCAAANACACTTGATGCGGAAGAAGTCGGTGCGCTCCTGC
TTGTCGCCGGCATCGTTGCGCCACATCTAGGATCTGCCAGGAACCGTAARA
AMAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCA
TCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTAT
ARAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTT
CCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAG
CGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGG
TCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGAC

206



ES 2979391 T3

CGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACA
CGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGA
GGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGC
TACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTAC
CTTCGGAAARAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAANCAAACCACCGCTG
GTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAARARAA
GGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTG
GAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCARAARAGGA
TCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAARATGAAGTTTTAAATCAATCTAA
AGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGA
GGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGAC
TCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCC
AGTGCTGCAATGATACCGCGAGAACCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATC
AGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAA
CTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTA
AGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGG
CATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTT
CCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAARAAAGCG
GTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGT
GTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGC
CATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTC
TGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACG
GGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAA
AACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCC
AGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTAC
TTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAARCAGGAAGGCAAAATGCCGCAA
AAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTT
TTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATA
CATATTTGAATGTATTTAGAAAAANTAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACGA
ATTGGCCAGCGCTGCCATTTTTGGGGTGAGGCCGTTCGCGGCCGAGGGGC
GCAGCCCCTGGGGGGATGGGAGGCCCGCGTTAGCGGGCCGGGAGGGTTCG
AGAAGGGGGGGCACCCCCCTTCGGCGETGCGCGGTCACGCGCACAGGGCGC
AGCCCTGGTTAAAAACAAGGTTTATAAATATTGGTTTAAAAGCAGGTTAA
AAGACAGGTTAGCGGTGGCCGAAAAACGGGCGGARACCCTTGCAAATGCT
GGATTTTCTGCCTGTGGACAGCCCCTCAAATGTCAATAGGTGCGCCCCTC
ATCTGTCAGCACTCTGCCCCTCAAGTGTCAAGGATCGCGCCCCTCATCTG
TCAGTAGTCGCGCCCCTCAAGTGTCAATACCGCAGGGCACTTATCCCCAG
GCTTGTCCACATCATCTGTGGGAAACTCGCGTAAAATCAGGCGTTTTCGC
CGATTTGCGAGGCTGGCCAGCTCCACGTCGCCGGCCGAAATCGAGCCTGC
CCCTCATCTGTCAACGCCGCGCCGGGTGAGTCGGCCCCTCAAGTGTCAAC
GTCCGCCCCTCATCTGTCAGTGAGGGCCAAGTTTTCCGCGAGGTATCCAC
AACGCCGGCGGCCGCGGTGTCTCGCACACGGCTTCGACGGCGTTTCTGGC
GCGTTTGCAGGGCCATAGACGGCCGCCAGCCCAGCGGCGAGGGCARCCAG
CCCGGTGAGCGTCGCAAAGGAGATCCTGATCTGACTGATGGGCTGCCTGT
ATCGAGTGGTGATTTTGTGCCGAGCTGCCGGTCGGGGAGCTGTTGGCTGG
CTGGTGGCAGGATATATTGTGGTGTAAARCAAATTGACGCTTAGACAACTT
AATAACACATTGCGGACGTTTTTAATGTACTGGGGTGGATGCAGTGGGCC
C

>pMZP_P6T (SEQ ID NO: 42)
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CACTCTGT [GAAGCTCTTCA GCG TGAAGAGC| GCAGCTGGCACGACAGGT
TTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAG
CTCACTCATTAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTAT
GTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGARACAGCTATG
ACCATGATTACGCCAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCC
CCGGGTACCGAGCTCGAATTCACTGGCCGTCGTTTTACARCGTCGTGACT
GGGAAANCCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCT
TTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCA
ACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCC
TTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATATGGTGCACTCTCAGTACA
ATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGCCCCGACACCCGCCAACACC
CGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGAC
AAGCTGTGAC @CTCTTCA TAG TGAAGAGCTTC|ACGAAGTGGTTTAAAC
TATCAGTGTTTGACAGGATATATTGGCGGGTARACCTAAGAGAAAAGAGC
GTTTATTAGAATAATCGGATATTTAAAAGGGCGTGAAAAGGTTTATCCGT
TCGTCCATTTGTATGTGCATGCCAARCCACAGGGTTCCCCAGATCAGGCGC
TGGCTGCTGAACCCCCAGCCGGAACTGACCCCACAAGGCCCTAGCGTTTG
CAATGCACCAGGTCATCATTGACCCAGGCGTGTTCCACCAGGCCGCTGCC
TCGCAACTCTTCGCAGGCTTCGCCGACCTGCTCGCGCCACTTCTTCACGC
GGGTGGAATCCGATCCGCACATGAGGCGGAAGGTTTCCAGCTTGAGCGGG
TACGGCTCCCGGETGCGAGCTGAAATAGTCGAACATCCGTCGGGCCGTCGE
CGACAGCTTGCGGTACTTCTCCCATATGAATTTCGTGTAGTGGTCGCCAG
CAAACAGCACGACGATTTCCTCGTCGATCAGGACCTGGCAACGGGACGTT
TTCTTGCCACGGTCCAGGACGCGGAAGCGGTGCAGCAGCGACACCGATTC
CAGGTGCCCAACGCGGTCGGACGTGAAGCCCATCGCCGTCGCCTGTAGGC
GCGACAGGCATTCCTCGGCCTTCGTGTAATACCGGCCATTGATCGACCAG
CCCAGGTCCTGGCAAAGCTCGTAGAACGTGAAGGTGATCGGCTCGCCGAT
AGGGGTGCGCTTCGCGTACTCCAACACCTGCTGCCACACCAGTTCGTCAT
CGTCGGCCCGCAGCTCGACGCCGGTGTAGGTGATCTTCACGTCCTTGTTG
ACGTGGARAAATGACCTTGTTTTGCAGCGCCTCGCGCGGGATTTTCTTGTT
GCGCGTGGTGAACAGGGCAGAGCGGGCCGTGTCGTTTGGCATCGCTCGCA
TCGTGTCCGGCCACGGCGCAATATCGAACAAGGAAAGCTGCATTTCCTTG
ATCTGCTGCTTCGTGTGTTTCAGCAACGCGGCCTGCTTGGCCTCGCTGAC
CTGTTTTGCCAGGTCCTCGCCGGCGGTTTTTCGCTTCTTGGTCGTCATAG
TTCCTCGCGTGTCGATGGTCATCGACTTCGCCARACCTGCCGCCTCCTGT
TCAAGACGACGCGAACGCTCCACGGCGGCCGATGGCGCGGGCAGGGCAGG
GGGAGCCAGTTGCACGCTGTCGCGCTCGATCTTGGCCGTAGCTTGCTGGA
CCATCGAGCCGACGGACTGGAAGGTTTCGCGGGGCGCACGCATGACGGTG
CGGCTTGCGATGGTTTCGGCATCCTCGGCGGARAACCCCGCGTCGATCAG
TTCTTGCCTGTATGCCTTCCGGTCAAACGTCCGATTCATTCACCCTCCTT
GCGGGATTGCCCCGACTCACGCCGGGGCAATGTGCCCTTATTCCTGATTT
GACCCGCCTGGTGCCTTGGTGTCCAGATAATCCACCTTATCGGCAATGARA
GTCGGTCCCGTAGACCGTCTGGCCGTCCTTCTCGTACTTGGTATTCCGAA
TCTTGCCCTGCACGAATACCAGCGACCCCTTGCCCARATACTTGCCGTGG
GCCTCGGCCTGAGAGCCANAACACTTGATGCGGAAGAAGTCGGTGCGLCTC
CTGCTTGTCGCCGGCATCGTTGCGCCACATCTAGGATCTGCCAGGAACCG
TAAAMAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACG
AGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGA
CTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCC
TGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGG
GAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTG
TAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCC
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CGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAA
GACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGA
GCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTA
CGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAG
TTACCTTCGGAAARARAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCARACARACCACC
GCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAA
AAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTC
AGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAA
AGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAARATGAAGTTTTAAATCAAT
CTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCA
GTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCC
TGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGG
CCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGAACCACGCTCACCGGCTCCAGATT
TATCAGCAATARACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCT
GCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAG
AGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTA
CAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCC
GGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAARARN
AGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCG
CAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTC
ATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTC
ATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCARA
TACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATT
GGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAG
ATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTT
TTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAARAACAGGAAGGCAAAATGCC
GCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTT
CCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCG
GATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATARACAAATAGGGGTTCCGCGC
ACGAATTGGCCAGCGCTGCCATTTTTGGGGETGAGGCCGTTCGCGEGCCGAG
GGGCGCAGCCCCTGGGGGEGEATGGGAGGCCCGCGTTAGCGGGCCGGGAGGG
TTCGAGAAGGGGGGGCACCCCCCTTCGGCGTGCGCGGTCACGCGCACAGG
GCGCAGCCCTGGTTAAARACAAGGTTTATAAATATTGGTTTAAAAGCAGG
TTAAAAGACAGGTTAGCGGTGGCCGAAAAACGGGCGGAAACCCTTGCAAR
TGCTGGATTTTCTGCCTGTGGACAGCCCCTCAAATGTCAATAGGTGCGCC
CCTCATCTGTCAGCACTCTGCCCCTCAAGTGTCAAGGATCGCGCCCCTCA
TCTGTCAGTAGTCGCGCCCCTCAAGTGTCAATACCGCAGGGCACTTATCC
CCAGGCTTGTCCACATCATCTGTGGGAAACTCGCGTAAAATCAGGCGTTT
TCGCCGATTTGCGAGGCTGGCCAGCTCCACGTCGCCGGCCGARATCGAGC
CTGCCCCTCATCTGTCAACGCCGCGCCGGGTGAGTCGGCCCCTCAAGTGT
CAACGTCCGCCCCTCATCTGTCAGTGAGGGCCAAGTTTTCCGCGAGGTAT
CCACAACGCCGGCGGCCGCGGTGTCTCGCACACGGCTTCGACGGCGTTTC
TGGCGCGTTTGCAGGGCCATAGACGGCCGCCAGCCCAGCGGCGAGGGCAA
CCAGCCCGGTGAGCGTCGCARAGGAGATCCTGATCTGACTGATGGGCTGC
CTGTATCGAGTGGTGATTTTGTGCCGAGCTGCCGGTCGGGGAGCTGTT GG
CTGGCTGGTGGCAGGATATATTGTGGTGTAAACARATTGACGCTTAGACA
ACTTAATAACACATTGCGGACGTTTTTAATGTACTGGGGTGGATGCAGTG
GGCCC

>pMXBG_A7! (SEQ ID NO: 43)

209



ES 2979391 T3

CACTCTGT [GACTTGGTCTCA TGCC TGAGACC| GTCAGACCAAGTTTACT
CATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATC
TAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGA
GTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCARAGGATCTT
CTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACARAAARAR
CCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCT
TTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCC
TTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCG
CCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGG
CGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATA
AGGCGCAGCGGTCGGEGCTGAACGGGGGETTCGTGCACACAGCCCAGCTTG
GAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGA
AAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCG
GCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAALCGCC
TGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCG
ATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCA
ACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATG
TTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTT
TGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGT
CAGTGAGCGAGGAAGCGGATGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCC
GCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTG
GAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATT
AGGCACCCCAGGCTTITACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGA
ATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTA
CGCCAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCGGGTACCG
AGCTCGAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCC
TGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCT
GGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCRAACAGTTGCGC
AGCCTGAATGGCGAATGGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCT
GTGCGGTATTTCACACCGCATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTG
ATGCCGCATAGTTAAGCCAGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCG
CCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGAC
GGTCTCA CTTC TGAGACCAAGTC| ACGAAGTGTGCGGCCGCCTTCAGCG
GCCGCACGAATCCATGTGGGAGTTTATTCTTGACACAGATATTTATGATA
TAATAACTGAGTAAGCTTAACATAAGGAGGAAARACATATGTTACGCAGC
AGCAACGATGTTACGCAGCAGGGCAGTCGCCCTAAAACARAGTTAGGTGG
CTCAAGTATGGGCATCATTCGCACATGTAGGCTCGGCCCTGACCAAGTCA
AATCCATGCGGGCTGCTCTTGATCTTTTCGGTCGTGAGTTCGGAGACGTA
GCCACCTACTCCCAACATCAGCCGGACTCCGATTACCTCGGGAACTTGCT
CCGTAGTAAGACATTCATCGCGCTTGCTGCCTTCGACCAAGAAGCGGTTG
TTGGCGCTCTCGCGGCTTACGTTCTGCCCAAGTTTGAGCAGCCGCGTAGT
GAGATCTATATCTATGATCTCGCAGTCTCCGGCGAGCACCGGAGGCAGGEG
CATTGCCACCGCGCTCATCAATCTCCTCAAGCATGAGGCCAACGCGCTTG
GTGCTTATGTGATCTACGTGCAAGCAGATTACGGTGACGATCCCGCAGTG
GCTCTCTATACAAAGTTGGGCATACGGGAAGAAGTGATGCACTTTGATAT
CGACCCAAGTACCGCCACCTAAGAGCTGGAGCGGCGTAACCGTCGCACAG
GAAGGACAGAGAAAGCGCGGATCTGGGAAGTGACGGACAGAACGGTCAGG
ACCTGGATTGGGGAGGCGGTTGCCGCCGCTGCTGCTGACGGTGTGACGTT
CTCTGTTCCGGTCACACCACATACGTTCCGCCATTCCTATGCGATGCACA
TGCTGTATGCCGGTATACCGCTGAAAGTTCTGCAAAGCCTGATGGGACAT
AAGTCCATCAGTTCARCGGAAGTCTACACGAAGGTTTTTGCGCTGGATGT
GGCTGCCCGGCTCCGGGTGCAGTTTGCGATGCCGGAGTCTGATGCGGTTG
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CGATGCTGAAACARATTATCCTGAGAATAAATGCCTTGGCCTTTATATGGA
AATGTGGAACTGAGTGGATATGCTGTTTTTGTCTGT TAAACAGAGAAGCT
GGCTGTTATCCACTGAGAAGCGAACGAAACAGTCGGGAAAATCTCCCATT
ATCGTAGAGATCCGCATTATTAATCTCAGGAGCCTGTGTAGCGTTTATAG
GAAGTAGTGTTCTGTCATGATGCCTGCAAGCGGTAACGAAAACGATTTGA
ATATGCCTTCAGGAACAATAGAAATCTTCGTGCGGTGTTACGTTGAAGTG
GAGCGGATTATGTCAGCAATGGACAGAACAACCTAATGAACACAGAACCA
TGATGTGGTCTGTCCTTTTACAGCCAGTAGTGCTCGCCGCAGTCGAGCGA
CAGGGCGAAGCCCTCGAGTGAGCGAGGAAGCACCAGGGAACAGCACTTAT
ATATTCTGCTTACACACGATGCCTGAAAAAACTTCCCTTGGGGTTATCCA
CTTATCCACGGGGATATTTTTATAATTATTTTTTTTATAGTTTTTAGATC
TTCTTTTTTAGAGCGCCTTGTAGGCCTTTATCCATGCTGGTTCTAGAGAA
GGTGTTGTGACAAATTGCCCTTTCAGTGTGACAAATCACCCTCAAATGAC
AGTCCTGTCTGTGACAAATTGCCCTTAACCCTGTGACAAATTGCCCTCAG
AAGAAGCTGTTTTTTCACAAAGTTATCCCTGCTTATTGACTCTTTTTTAT
TTAGTGTGACAATCTAAAAACTTGTCACACTTCACATGGATCTGTCATGG
CGGAAACAGCGGTTATCAATCACAAGAAACGTAAAARATAGCCCGCGAATC
GTCCAGTCAAACGACCTCACTGAGGCGGCATATAGTCTCTCCCGGGATCA
AAAACGTATGCTGTATCTGTTCGTTGACCAGATCAGAAAATCTGATGGCA
CCCTACAGGAACATGACGGTATCTGCGAGATCCATGTTGCTAAATATGCT
GAAATATTCGGATTGACCTCTGCGGAAGCCAGTAAGGATATACGGCAGGC
ATTGAAGAGTTTCGCGGGGAAGGAAGTGGTTTTTTATCGCCCTGAAGAGG
ATGCCGGCGATGAAAAAGGCTATGAATCTTTTCCTTGGTTTATCARACGT
GCGCACAGTCCATCCAGAGGGCTTTACAGTGTACATATCAACCCATATCT
CATTCCCTTCTTTATCGGGTTACAGAACCGGTTTACGCAGTTTCGGCTTA
GTGAAACAAAAGAAATCACCAATCCGTATGCCATGCGTTTATACGAATCC

ralnfalunfainiel,Walnlinfalfal nlkW.Valfalalalalk Y naralalnial.Vararal W faFals ol Fals sl Fal W W .. Nl
LCluoluoloenuolianalluolAvLoUoohAlgoolonuouolnAaleuololoelvliUnaninl

CGACTGGATCATAGAGCGTTACCAGCTGCCTCAARAAGTTACCAGCGTATGC
CTGACTTCCGCCGCCGCTTCCTGCAGGTCTGTGTTAATGAGATCAACAGC
AGAACTCCAATGCGCCTCTCATACATTGAGAAAAAGAANAGGCCGCCAGAC
GACTCATATCGTATTTTCCTTCCGCGATATCACTTCCATGACGACAGGAT
AGTCTGAGGGTTATCTGTCACAGATTTGAGGGTGGTTCGTCACATTTGTT
CTGACCTACTGAGGGTAATTTGTCACAGTTTTGCTGTTTCCTTCAGCCTG
CATGGATTTTCTCATACTTTTTGAACTGTAATTTTTAAGGAAGCCAAATT
TGAGGGCAGTTTGTCACAGTTGATTTCCTTCTCTTTCCCTTCGTCATGTG
ACCTGATATCGGGGGTTAGTTCGTCATCATTGATGAGGGTTGATTATCAC
AGTTTATTACTCTGAATTGGCTATCCGCGTGTGTACCTCTACCTGGAGTT
TTTCCCACGGTGGATATTTCTTCTTGCGCTGAGCGTAAGAGCTATCTGAC
AGAACAGTTCTTCTTTGCTTCCTCGCCAGTTCGCTCGCTATGCTCGGTTA
CACGGCTGCGGCCAGCGCTAGTGATAATAAGTGACTGAGCGTATGTGGTGT
TCTTATCTCCTTTTGTAGTGTTGCTCTTATTTTAAACAACTTTGCGGTTT
TTTGATGACTTTGCGATTTTGTTGTTGCTTTGCAGTAAATTGCAAGATTT
AATAAARAAACGCAAAGCAATGATTAAAGGATGTTCAGAATGAAACTCAT
GGAAACACTTAACCAGTGCATARAACGCTGGTCATGARATGACGAAGGCTA
TCGCCATTGCACAGTTTAATGATGACAGCCCGGAAGCGAGGARRRATANCC
CGGCGCTGGAGAATAGGTGAAGCAGCGGATTTAGTTGGGGTTTCTTCTCA
GGCTATCAGAGATGCCGAGAAAGCAGGGCGACTACCGCACCCGGATATGG
ARATTCGAGGACGGGTTGAGCAACGTGTTGGTTATACAATTGAACARAATT
AATCATATGCGTGATGTGTTTGGTACGCGATTGCGACGTGCTGAGGACGT
ATTTCCACCGGTGATCGGGGTTGCTGCCCATARAAGGTGGCGTTTACAAAA
CCTCAGTTTCTGTTCATCTTGCTCAGGATCTGGCTCTGAAGGGGCTACGT
GTTTTGCTCGTGGAAGGTAACGACCCCCAGGGAACAGCCTCAATGTATCA
CGGATGGGTACCAGATCTTCATATTCATGCAGAAGATACTCTCCTGCCTT
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TCTATCTTGGGGARARAGGACGATGTCACTTATGCAATARAGCCCACTTGC
TGGCCGGGGCTTGACATTATTCCTTCCTGTCTGGCTCTGCACCGTATTGA
AACTGAGTTAATGGGCAAATTTGATGAAGGTAAACTGCCCACCGATCCAC
ACCTGATGCTCCGACTGGCCATTGAAACTGTTGCTCATGACTATGATGTC
ATAGTTATTGACAGCGCGCCTAACCTGGGTATCGGCACGATTAATGTCGT
ATGTGCTGCTGATGTGCTGATTGTTCCCACGCCTGCTGAGTTGTTTGACT
ACACCTCCGCACTGCAGTTTTTCGATATGCTTCGTGATCTGCTCARAGAAC
GTTGATCTTAAAGGGTTCGAGCCTGATGTACGTATTTTGCTTACCAAATA
CAGCAATAGTAATGGCTCTCAGTCCCCCTGGATGGAGGAGCAARATTCGGG
ATGCCTGGGGAAGCATGGTTCTAAAAAATGTTGTACGTGAAACGGATGAA
GTTGGTAAAGGTCAGATCCGGATGAGAACTGTTTTTGAACAGGCCATTGA
TCAACGCAGTTCAACTGGTGCCTGGAGARATGCTCTTTCTATTTGGGAAC
CTGTCTGCAATGAAATTTTCGATCGTCTGATTAAACCACGCTGGGAGATT
AGATAATGAAGCGTGCGCCTGTTATTCCAARACATACGCTCAATACTCAA
CCGGTTGAAGATACTTCGTTATCGACACCAGCTGCCCCGATGGTGGATTC
GTTAATTGCGCGCGTAGGAGTAATGGCTCGCGGTAATGCCATTACTTTGC
CTGTATGTGGTCGGGATGTGAAGTTTACTCTTGAAGTGCTCCGGGGTGAT
AGTGTTGAGAAAACCTCTCGGGTATGGTCAGGTAATGARACGTGACCAGGA
GCTGCTTACTGAGGACGCACTGGATGATCTCATCCCTTCTTTTCTACTGA
CTGGTCAACAGACACCGGCGTTCGGTCGAAGAGTATCTGGTGTCATAGAA
ATTGCCGATGGGAGTCGCCGTCGTARAGCTGCTGCACTTACCGAARGTGA
TTATCGTGTTCTGGTTGGCGAGCTGGATGATGAGCAGATGGCTGCATTAT
CCAGATTGGGTAACGATTATCGCCCAACAAGTGCTTATGAACGTGGTCAG
CGTTATGCAAGCCGATTGCAGAATGAATTTGCTGGAAATATTTCTGCGCT

COOMO DM A DN DN RAMAMMMAA N CMA N CAMMAMMA N OAMOM AT D AN
oo loAalgooonnAaAAlAlll Aol AAoAal LAl LA OCl ol Al iAo n

CCGCCAAATTGCCTARAATCAGTTGTTGCTCTTTTTTCTCACCCCGGTGAA
CTATCTGCCCGGTCAGGTGATGCACTTCAARRAGCCTTTACAGATARAGA
GGAATTACTTAAGCAGCAGGCATCTAACCTTCATGAGCAGAAAAANGCTG
GGGTGATATTTGAAGCTGAAGAAGTTATCACTCTTTTAACTTCTGTGCTT
ARAAACGTCATCTGCATCAAGAACTAGTTTAAGCTCACGACATCAGTTTGC
TCCTGGAGCGACAGTATTGTATAAGGGCGATAAAATGGTGCTTAACCTGG
ACAGGTCACGTGTTCCAACTGAGTGTATAGAGAARATTGAGGCCATTCTT
AAGGAACTTGAAAAGCCAGCACCCTGATGCGACCACGTTTTAGTCTACGT
TTATCTGTCTTTACTTAATGTCCTTTGTTACAGGCCAGAAAGCATAACTG
GCCTGAATATTCTCTCTGGGCCCACTGTTCCACTTGTATCGTCGGTCTGA
TAATCAGACTGGGACCACGGTCCCACTCGTATCGTCGGTCTGATTATTAG
TCTGGGACCACGGTCCCACTCGTATCGTCGGTCTGATTATTAGTCTGGGA
CCACGGTCCCACTCGTATCGTCGGTCTGATAATCAGACTGGGACCACGGT
CCCACTCGTATCGTCGGTCTGATTATTAGTCTGGGACCATGGTCCCACTC
GTATCGTCGGTCTGATTATTAGTCTGGGACCACGGTCCCACTCGTATCGT
CGGTCTGATTATTAGTCTGGAACCACGGTCCCACTCGTATCGTCGGTCTG
ATTATTAGTCTGGGACCACGGTCCCACTCGTATCGTCGGTCTGATTATTA
GTCTGGGACCACGATCCCACTCGTGTTGTCGGTCTGATTATCGGTCTGGG
ACCACGGTCCCACTTGTATTGTCGATCAGACTATCAGCGTGAGACTACGA
TTCCATCAATGCCTGTCAAGGGCAAGTATTGACATGTCGTCGTAACCTGT
AGAACGGAGTAACCTCGGTGTGCGGTTGTATGCCTGCTGTGGATTGCTGC
TGTGTCCTGCTTATCCACAACATTTTGCGCACGGTTATGTGGACAAAATA
CCTGGTTACCCAGGCCGTGCCGGCACGTTAACCGGGCTGCATCCGATGCA
AGTGTGTCGCTGTCGACGCAAGCGGCCGCA

>pMXBG_I7G (SEQ ID NO: 44)
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CACTCTGT [GACTTGGTCTCA CTTC TGAGACC| GTCAGACCAAGTTTACT
CATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATC
TAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGA
GTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTT
CTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCARACAAARRARR
CCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCT
TTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCC
TTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCG
CCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGG
CGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATA
AGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGEGGGEGETTCGTGCACACAGCCCAGCTTG
GAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGA
AAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGARAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCG
GCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCC
TGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCG
ATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCA
ACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATG
TTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTT
TGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGT
CAGTGAGCGAGGAAGCGGATGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCC
GCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTG
GAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATT
AGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGA
ATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTA
CGCCAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCGGGTALCCG
AGCTCGAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCC
TGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCT
GGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCRACAGTTGCGC
AGCCTGAATGGCGAATGGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCT
GTGCGGTATTTCACACCGCATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTG
ATGCCGCATAGTTAAGCCAGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCG
CCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGAC
GGTCTCA GAGC TGAGACCAAGTC| ACGAAGTGTGCGGCCGCCTTCAGCG
GCCGCACGAATCCATGTGGGAGTTTATTCTTGACACAGATATTTATGATA
TAATAACTGAGTAAGCTTAACATAAGGAGGAAARACATATGTTACGCAGC
AGCAACGATGTTACGCAGCAGGGCAGTCGCCCTAAAACARAGTTAGGTGG
CTCAAGTATGGGCATCATTCGCACATGTAGGCTCGGCCCTGACCAAGTCA
AATCCATGCGGGCTGCTCTTGATCTTTTCGGTCGTGAGTTCGGAGACGTA
GCCACCTACTCCCAACATCAGCCGGACTCCGATTACCTCGGGAACTTGCT
CCGTAGTAAGACATTCATCGCGCTTGCTGCCTTCGACCAAGAAGCGGTTG
TTGGCGCTCTCGCGGCTTACGTTCTGCCCAAGTTTGAGCAGCCGCGTAGT
GAGATCTATATCTATGATCTCGCAGTCTCCGGCGAGCACCGGAGGCAGGG
CATTGCCACCGCGCTCATCAATCTCCTCAAGCATGAGGCCAACGCGCTTG
GTGCTTATGTGATCTACGTGCAAGCAGATTACGGTGACGATCCCGCAGTG
GCTCTCTATACAAAGTTGGGCATACGGGAAGAAGTGATGCACTTTGATAT
CGACCCAAGTACCGCCACCTAAGAGCTGGAGCGGCGTAACCGTCGCACAG
GAAGGACAGAGAANGCGCGGATCTGGGAAGTGACGGACAGAACGGTCAGG
ACCTGGATTGGGGAGGCGGTTGCCGCCGCTGCTGCTGACGGTGTGACGTT
CTCTGTTCCGGTCACACCACATACGTTCCGCCATTCCTATGCGATGCACA
TGCTGTATGCCGGTATACCGCTGAAAGTTCTGCAAAGCCTGATGGGACAT
AAGTCCATCAGTTCARCGGAAGTCTACACGAAGGTTTTTGCGCTGGATGT
GGCTGCCCGGCTCCGGGTGCAGTTTGCGATGCCGGAGTCTGATGCGGTTG
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ES 2979391 T3

CGATGCTGAAACARATTATCCTGAGAATAAATGCCTTGGCCTTTATATGGA
AATGTGGAACTGAGTGGATATGCTGTTTTTGTCTGT TAAACAGAGAAGCT
GGCTGTTATCCACTGAGAAGCGAACGAAACAGTCGGGAAAATCTCCCATT
ATCGTAGAGATCCGCATTATTAATCTCAGGAGCCTGTGTAGCGTTTATAG
GAAGTAGTGTTCTGTCATGATGCCTGCAAGCGGTAACGAAAACGATTTGA
ATATGCCTTCAGGAACAATAGAAATCTTCGTGCGGTGTTACGTTGAAGTG
GAGCGGATTATGTCAGCAATGGACAGAACAACCTAATGAACACAGAACCA
TGATGTGGTCTGTCCTTTTACAGCCAGTAGTGCTCGCCGCAGTCGAGCGA
CAGGGCGAAGCCCTCGAGTGAGCGAGGAAGCACCAGGGAACAGCACTTAT
ATATTCTGCTTACACACGATGCCTGAAAAAACTTCCCTTGGGGTTATCCA
CTTATCCACGGGGATATTTTTATAATTATTTTTTTTATAGTTTTTAGATC
TTCTTTTTTAGAGCGCCTTGTAGGCCTTTATCCATGCTGGTTCTAGAGAA
GGTGTTGTGACAAATTGCCCTTTCAGTGTGACAAATCACCCTCAAATGAC
AGTCCTGTCTGTGACAAATTGCCCTTAACCCTGTGACAAATTGCCCTCAG
AAGAAGCTGTTTTTTCACAAAGTTATCCCTGCTTATTGACTCTTTTTTAT
TTAGTGTGACAATCTAAAAACTTGTCACACTTCACATGGATCTGTCATGG
CGGAAACAGCGGTTATCAATCACAAGAAACGTAAAARATAGCCCGCGAATC
GTCCAGTCAAACGACCTCACTGAGGCGGCATATAGTCTCTCCCGGGATCA
AAAACGTATGCTGTATCTGTTCGTTGACCAGATCAGAAAATCTGATGGCA
CCCTACAGGAACATGACGGTATCTGCGAGATCCATGTTGCTAAATATGCT
GAAATATTCGGATTGACCTCTGCGGAAGCCAGTAAGGATATACGGCAGGC
ATTGAAGAGTTTCGCGGGGAAGGAAGTGGTTTTTTATCGCCCTGAAGAGG
ATGCCGGCGATGAAAAAGGCTATGAATCTTTTCCTTGGTTTATCARACGT
GCGCACAGTCCATCCAGAGGGCTTTACAGTGTACATATCAACCCATATCT
CATTCCCTTCTTTATCGGGTTACAGAACCGGTTTACGCAGTTTCGGCTTA
GTGAAACAAAAGAAATCACCAATCCGTATGCCATGCGTTTATACGAATCC

ralnfalunfainiel,Walnlinfalfal nlkW.Valfalalalalk Y naralalnial.Vararal W faFals ol Fals sl Fal W W .. Nl
LCluoluoloenuolianalluolAvLoUoohAlgoolonuouolnAaleuololoelvliUnaninl

CGACTGGATCATAGAGCGTTACCAGCTGCCTCAARAAGTTACCAGCGTATGC
CTGACTTCCGCCGCCGCTTCCTGCAGGTCTGTGTTAATGAGATCAACAGC
AGAACTCCAATGCGCCTCTCATACATTGAGAAARAAGAANAGGCCGCCAGAC
GACTCATATCGTATTTTCCTTCCGCGATATCACTTCCATGACGACAGGAT
AGTCTGAGGGTTATCTGTCACAGATTTGAGGGTGGTTCGTCACATTTGTT
CTGACCTACTGAGGGTAATTTGTCACAGTTTTGCTGTTTCCTTCAGCCTG
CATGGATTTTCTCATACTTTTTGAACTGTAATTTTTAAGGAAGCCAAATT
TGAGGGCAGTTTGTCACAGTTGATTTCCTTCTCTTTCCCTTCGTCATGTG
ACCTGATATCGGGGGTTAGTTCGTCATCATTGATGAGGGTTGATTATCAC
AGTTTATTACTCTGAATTGGCTATCCGCGTGTGTACCTCTACCTGGAGTT
TTTCCCACGGTGGATATTTCTTCTTGCGCTGAGCGTAAGAGCTATCTGAC
AGAACAGTTCTTCTTTGCTTCCTCGCCAGTTCGCTCGCTATGCTCGGTTA
CACGGCTGCGEGCCGAGCGCTAGTGATAATAAGTGACTGAGCGTATGTGGTGT
TCTTATCTCCTTTTGTAGTGTTGCTCTTATTTTAAACAACTTTGCGGTTT
TTTGATGACTTTGCGATTTTGTTGTTGCTTTGCAGTAAATTGCAAGATTT
AATAAARAAACGCAAAGCAATGATTAAAGGATGTTCAGAATGAAACTCAT
GGAAACACTTAACCAGTGCATARAACGCTGGTCATGARATGACGAAGGCTA
TCGCCATTGCACAGTTTAATGATGACAGCCCGGAAGCGAGGAARRTANCC
CGGCGCTGGAGAATAGGTGAAGCAGCGGATTTAGTTGGGGTTTCTTCTCA
GGCTATCAGAGATGCCGAGAAAGCAGGGCGACTACCGCACCCGGATATGG
ARATTCGAGGACGGGTTGAGCAACGTGTTGGTTATACAATTGAACARAATT
AATCATATGCGTGATGTGTTTGGTACGCGATTGCGACGTGCTGAGGACGT
ATTTCCACCGGTGATCGGGGTTGCTGCCCATAAAGGTGGCGTTTACAAAA
CCTCAGTTTCTGTTCATCTTGCTCAGGATCTGGCTCTGAAGGGGCTACGT
GTTTTGCTCGTGGAAGGTAACGACCCCCAGGGAACAGCCTCAATGTATCA
CGGATGGGTACCAGATCTTCATATTCATGCAGAAGATACTCTCCTGCCTT
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ES 2979391 T3

TCTATCTTGGGGARARAGGACGATGTCACTTATGCAATARAGCCCACTTGC
TGGCCGGGGCTTGACATTATTCCTTCCTGTCTGGCTCTGCACCGTATTGA
AACTGAGTTAATGGGCAAATTTGATGAAGGTAAACTGCCCACCGATCCAC
ACCTGATGCTCCGACTGGCCATTGAAACTGTTGCTCATGACTATGATGTC
ATAGTTATTGACAGCGCGCCTAACCTGGGTATCGGCACGATTAATGTCGT
ATGTGCTGCTGATGTGCTGATTGTTCCCACGCCTGCTGAGTTGTTTGACT
ACACCTCCGCACTGCAGTTTTTCGATATGCTTCGTGATCTGCTCARGAAC
GTTGATCTTAAAGGGTTCGAGCCTGATGTACGTATTTTGCTTACCAAATA
CAGCAATAGTAATGGCTCTCAGTCCCCCTGGATGGAGGAGCAARATTCGGG
ATGCCTGGGGAAGCATGGTTCTAAAAAATGTTGTACGTGAAACGGATGAA
GTTGGTAAAGGTCAGATCCGGATGAGAACTGTTTTTGAACAGGCCATTGA
TCAACGCAGTTCAACTGGTGCCTGGAGAAATGCTCTTTCTATTTGGGAAC
CTGTCTGCAATGAAATTTTCGATCGTCTGATTAAACCACGCTGGGAGATT
AGATAATGAAGCGTGCGCCTGTTATTCCAARACATACGCTCAATACTCAA
CCGGTTGAAGATACTTCGTTATCGACACCAGCTGCCCCGATGGTGGATTC
GTTAATTGCGCGCGTAGGAGTAATGGCTCGCGGTAATGCCATTACTTTGC
CTGTATGTGGTCGGGATGTGAAGTTTACTCTTGAAGTGCTCCGGGGTGAT
AGTGTTGAGAAAACCTCTCGGGTATGGTCAGGTAATGARACGTGACCAGGA
GCTGCTTACTGAGGACGCACTGGATGATCTCATCCCTTCTTTTCTACTGA
CTGGTCAACAGACACCGGCGTTCGGTCGAAGAGTATCTGGTGTCATAGAA
ATTGCCGATGGGAGTCGCCGTCGTARAGCTGCTGCACTTACCGAARGTGA
TTATCGTGTTCTGGTTGGCGAGCTGGATGATGAGCAGATGGCTGCATTAT
CCAGATTGGGTAACGATTATCGCCCAACAAGTGCTTATGAACGTGGTCAG
CGTTATGCAAGCCGATTGCAGAATGAATTTGCTGGAAATATTTCTGCGCT

COOMO DM A DN DN RAMAMMMAA N CMA N CAMMAMMA N OAMOM AT D AN
oo loAalgooonnAaAAlAlll Aol AAoAal LAl LA OCl ol Al iAo n

CCGCCAAATTGCCTARAATCAGTTGTTGCTCTTTTTTCTCACCCCGGTGAA
CTATCTGCCCGGTCAGGTGATGCACTTCARRAAGCCTTTACAGATARAGA
GGAATTACTTAAGCAGCAGGCATCTAACCTTCATGAGCAGAAAAANGCTG
GGGTGATATTTGAAGCTGAAGAAGTTATCACTCTTTTAACTTCTGTGCTT
ARAAACGTCATCTGCATCAAGAACTAGTTTAAGCTCACGACATCAGTTTGC
TCCTGGAGCGACAGTATTGTATAAGGGCGATAAAATGGTGCTTAACCTGG
ACAGGTCACGTGTTCCAACTGAGTGTATAGAGAARATTGAGGCCATTCTT
AAGGAACTTGAAAAGCCAGCACCCTGATGCGACCACGTTTTAGTCTACGT
TTATCTGTCTTTACTTAATGTCCTTTGTTACAGGCCAGAAAGCATAACTG
GCCTGAATATTCTCTCTGGGCCCACTGTTCCACTTGTATCGTCGGTCTGA
TAATCAGACTGGGACCACGGTCCCACTCGTATCGTCGGTCTGATTATTAG
TCTGGGACCACGGTCCCACTCGTATCGTCGGTCTGATTATTAGTCTGGGA
CCACGGTCCCACTCGTATCGTCGGTCTGATAATCAGACTGGGACCACGGT
CCCACTCGTATCGTCGGTCTGATTATTAGTCTGGGACCATGGTCCCACTC
GTATCGTCGGTCTGATTATTAGTCTGGGACCACGGTCCCACTCGTATCGT
CGGTCTGATTATTAGTCTGGAACCACGGTCCCACTCGTATCGTCGGTCTG
ATTATTAGTCTGGGACCACGGTCCCACTCGTATCGTCGGTCTGATTATTA
GTCTGGGACCACGATCCCACTCGTGTTGTCGGTCTGATTATCGGTCTGGG
ACCACGGTCCCACTTGTATTGTCGATCAGACTATCAGCGTGAGACTACGA
TTCCATCAATGCCTGTCAAGGGCAAGTATTGACATGTCGTCGTAACCTGT
AGAACGGAGTAACCTCGGTGTGCGGTTGTATGCCTGCTGTGGATTGCTGC
TGTGTCCTGCTTATCCACAACATTTTGCGCACGGTTATGTGGACAAAATA
CCTGGTTACCCAGGCCGTGCCGGCACGTTAACCGGGCTGCATCCGATGCA
AGTGTGTCGCTGTCGACGCAAGCGGCCGCA

>pMXBG_G7F (SEQ ID NO: 45)
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ES 2979391 T3

CACTCTGT [GACTTGGTCTCA GAGC TGAGACC| GTCAGACCAAGTTTACT
CATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATC
TAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGA
GTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTT
CTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCARACAAARRARR
CCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCT
TTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCARAATACTGTCC
TTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCG
CCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGG
CGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATA
AGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGEGGGEGETTCGTGCACACAGCCCAGCTTG
GAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGA
AAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGARAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCG
GCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCC
TGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCG
ATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCA
ACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATG
TTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTT
TGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGT
CAGTGAGCGAGGAAGCGGATGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCC
GCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTG
GAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATT
AGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGA
ATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTA
CGCCAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCGGGTALCCG
AGCTCGAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCC
TGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCT
GGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCRACAGTTGCGC
AGCCTGAATGGCGAATGGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCT
GTGCGGTATTTCACACCGCATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTG
ATGCCGCATAGTTAAGCCAGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCG
CCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGAC
GGTCTCA TGTG TGAGACCAAGTC| ACGAAGTGTGCGGCCGCCTTCAGCG
GCCGCACGAATCCATGTGGGAGTTTATTCTTGACACAGATATTTATGATA
TAATAACTGAGTAAGCTTAACATAAGGAGGAAARACATATGTTACGCAGC
AGCAACGATGTTACGCAGCAGGGCAGTCGCCCTAAAACARAGTTAGGTGG
CTCAAGTATGGGCATCATTCGCACATGTAGGCTCGGCCCTGACCAAGTCA
AATCCATGCGGGCTGCTCTTGATCTTTTCGGTCGTGAGTTCGGAGACGTA
GCCACCTACTCCCAACATCAGCCGGACTCCGATTACCTCGGGAACTTGCT
CCGTAGTAAGACATTCATCGCGCTTGCTGCCTTCGACCAAGAAGCGGTTG
TTGGCGCTCTCGCGGCTTACGTTCTGCCCAAGTTTGAGCAGCCGCGTAGT
GAGATCTATATCTATGATCTCGCAGTCTCCGGCGAGCACCGGAGGCAGGG
CATTGCCACCGCGCTCATCAATCTCCTCAAGCATGAGGCCAACGCGCTTG
GTGCTTATGTGATCTACGTGCAAGCAGATTACGGTGACGATCCCGCAGTG
GCTCTCTATACAAAGTTGGGCATACGGGAAGAAGTGATGCACTTTGATAT
CGACCCAAGTACCGCCACCTAAGAGCTGGAGCGGCGTAACCGTCGCACAG
GAAGGACAGAGAAAGCGCGGATCTGGGAAGTGACGGACAGAACGGTCAGG
ACCTGGATTGGGGAGGCGGTTGCCGCCGCTGCTGCTGACGGTGTGACGTT
CTCTGTTCCGGTCACACCACATACGTTCCGCCATTCCTATGCGATGCACA
TGCTGTATGCCGGTATACCGCTGAAAGTTCTGCAAAGCCTGATGGGACAT
AAGTCCATCAGTTCARCGGAAGTCTACACGAAGGTTTTTGCGCTGGATGT
GGCTGCCCGGCTCCGGGTGCAGTTTGCGATGCCGGAGTCTGATGCGGTTG
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ES 2979391 T3

CGATGCTGAAACARATTATCCTGAGAATAAATGCCTTGGCCTTTATATGGA
AATGTGGAACTGAGTGGATATGCTGTTTTTGTCTGT TAAACAGAGAAGCT
GGCTGTTATCCACTGAGAAGCGAACGAAACAGTCGGGAAAATCTCCCATT
ATCGTAGAGATCCGCATTATTAATCTCAGGAGCCTGTGTAGCGTTTATAG
GAAGTAGTGTTCTGTCATGATGCCTGCAAGCGGTAACGAAAACGATTTGA
ATATGCCTTCAGGAACAATAGAAATCTTCGTGCGGTGTTACGTTGAAGTG
GAGCGGATTATGTCAGCAATGGACAGAACAACCTAATGAACACAGAACCA
TGATGTGGTCTGTCCTTTTACAGCCAGTAGTGCTCGCCGCAGTCGAGCGA
CAGGGCGAAGCCCTCGAGTGAGCGAGGAAGCACCAGGGAACAGCACTTAT
ATATTCTGCTTACACACGATGCCTGAAAAAACTTCCCTTGGGGTTATCCA
CTTATCCACGGGGATATTTTTATAATTATTTTTTTTATAGTTTTTAGATC
TTCTTTTTTAGAGCGCCTTGTAGGCCTTTATCCATGCTGGTTCTAGAGAA
GGTGTTGTGACAAATTGCCCTTTCAGTGTGACAAATCACCCTCAAATGAC
AGTCCTGTCTGTGACAAATTGCCCTTAACCCTGTGACAAATTGCCCTCAG
AAGAAGCTGTTTTTTCACAAAGTTATCCCTGCTTATTGACTCTTTTTTAT
TTAGTGTGACAATCTAAAAACTTGTCACACTTCACATGGATCTGTCATGG
CGGAAACAGCGGTTATCAATCACAAGAAACGTAAAARATAGCCCGCGAATC
GTCCAGTCAAACGACCTCACTGAGGCGGCATATAGTCTCTCCCGGGATCA
AAAACGTATGCTGTATCTGTTCGTTGACCAGATCAGAAAATCTGATGGCA
CCCTACAGGAACATGACGGTATCTGCGAGATCCATGTTGCTAAATATGCT
GAAATATTCGGATTGACCTCTGCGGAAGCCAGTAAGGATATACGGCAGGC
ATTGAAGAGTTTCGCGGGGAAGGAAGTGGTTTTTTATCGCCCTGAAGAGG
ATGCCGGCGATGAAAAAGGCTATGAATCTTTTCCTTGGTTTATCARACGT
GCGCACAGTCCATCCAGAGGGCTTTACAGTGTACATATCAACCCATATCT
CATTCCCTTCTTTATCGGGTTACAGAACCGGTTTACGCAGTTTCGGCTTA
GTGAAACAAAAGAAATCACCAATCCGTATGCCATGCGTTTATACGAATCC

ralnfalunfainiel,Walnlinfalfal nlkW.Valfalalalalk Y naralalnial.Vararal W faFals ol Fals sl Fal W W .. Nl
LCluoluoloenuolianalluolAvLoUoohAlgoolonuouolnAaleuololoelvliUnaninl

CGACTGGATCATAGAGCGTTACCAGCTGCCTCAARAAGTTACCAGCGTATGC
CTGACTTCCGCCGCCGCTTCCTGCAGGTCTGTGTTAATGAGATCAACAGC
AGAACTCCAATGCGCCTCTCATACATTGAGAAARAAGAANAGGCCGCCAGAC
GACTCATATCGTATTTTCCTTCCGCGATATCACTTCCATGACGACAGGAT
AGTCTGAGGGTTATCTGTCACAGATTTGAGGGTGGTTCGTCACATTTGTT
CTGACCTACTGAGGGTAATTTGTCACAGTTTTGCTGTTTCCTTCAGCCTG
CATGGATTTTCTCATACTTTTTGAACTGTAATTTTTAAGGAAGCCAAATT
TGAGGGCAGTTTGTCACAGTTGATTTCCTTCTCTTTCCCTTCGTCATGTG
ACCTGATATCGGGGGTTAGTTCGTCATCATTGATGAGGGTTGATTATCAC
AGTTTATTACTCTGAATTGGCTATCCGCGTGTGTACCTCTACCTGGAGTT
TTTCCCACGGTGGATATTTCTTCTTGCGCTGAGCGTAAGAGCTATCTGAC
AGAACAGTTCTTCTTTGCTTCCTCGCCAGTTCGCTCGCTATGCTCGGTTA
CACGGCTGCGGCGAGCGCTAGTGATAATAAGTGACTCGAGCGTATGTGGTGT
TCTTATCTCCTTTTGTAGTGTTGCTCTTATTTTAAACAACTTTGCGGTTT
TTTGATGACTTTGCGATTTTGTTGTTGCTTTGCAGTAAATTGCAAGATTT
AATAAARAAACGCAAAGCAATGATTAAAGGATGTTCAGAATGAAACTCAT
GGAAACACTTAACCAGTGCATARAACGCTGGTCATGARATGACGAAGGCTA
TCGCCATTGCACAGTTTAATGATGACAGCCCGGAAGCGAGGAARRTAACC
CGGCGCTGGAGAATAGGTGAAGCAGCGGATTTAGTTGGGGTTTCTTCTCA
GGCTATCAGAGATGCCGAGAAAGCAGGGCGACTACCGCACCCGGATATGG
ARATTCGAGGACGGGTTGAGCAACGTGTTGGTTATACAATTGAACARAATT
AATCATATGCGTGATGTGTTTGGTACGCGATTGCGACGTGCTGAGGACGT
ATTTCCACCGGTGATCGGGGTTGCTGCCCATARAAGGTGGCGTTTACAAAA
CCTCAGTTTCTGTTCATCTTGCTCAGGATCTGGCTCTGAAGGGGCTACGT
GTTTTGCTCGTGGAAGGTAACGACCCCCAGGGAACAGCCTCAATGTATCA
CGGATGGGTACCAGATCTTCATATTCATGCAGAAGATACTCTCCTGCCTT
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ES 2979391 T3

TCTATCTTGGGGARARAGGACGATGTCACTTATGCAATARAGCCCACTTGC
TGGCCGGGGCTTGACATTATTCCTTCCTGTCTGGCTCTGCACCGTATTGA
AACTGAGTTAATGGGCAAATTTGATGAAGGTAAACTGCCCACCGATCCAC
ACCTGATGCTCCGACTGGCCATTGAAACTGTTGCTCATGACTATGATGTC
ATAGTTATTGACAGCGCGCCTAACCTGGGTATCGGCACGATTAATGTCGT
ATGTGCTGCTGATGTGCTGATTGTTCCCACGCCTGCTGAGTTGTTTGACT
ACACCTCCGCACTGCAGTTTTTCGATATGCTTCGTGATCTGCTCARGAAC
GTTGATCTTAAAGGGTTCGAGCCTGATGTACGTATTTTGCTTACCAAATA
CAGCAATAGTAATGGCTCTCAGTCCCCCTGGATGGAGGAGCAARATTCGGG
ATGCCTGGGGAAGCATGGTTCTAAAAAATGTTGTACGTGAAACGGATGAA
GTTGGTAAAGGTCAGATCCGGATGAGAACTGTTTTTGAACAGGCCATTGA
TCAACGCAGTTCAACTGGTGCCTGGAGAAATGCTCTTTCTATTTGGGAAC
CTGTCTGCAATGAAATTTTCGATCGTCTGATTAAACCACGCTGGGAGATT
AGATAATGAAGCGTGCGCCTGTTATTCCAARACATACGCTCAATACTCAA
CCGGTTGAAGATACTTCGTTATCGACACCAGCTGCCCCGATGGTGGATTC
GTTAATTGCGCGCGTAGGAGTAATGGCTCGCGGTAATGCCATTACTTTGC
CTGTATGTGGTCGGGATGTGAAGTTTACTCTTGAAGTGCTCCGGGGTGAT
AGTGTTGAGAAAACCTCTCGGGTATGGTCAGGTAATGARACGTGACCAGGA
GCTGCTTACTGAGGACGCACTGGATGATCTCATCCCTTCTTTTCTACTGA
CTGGTCAACAGACACCGGCGTTCGGTCGAAGAGTATCTGGTGTCATAGAA
ATTGCCGATGGGAGTCGCCGTCGTARAGCTGCTGCACTTACCGAARGTGA
TTATCGTGTTCTGGTTGGCGAGCTGGATGATGAGCAGATGGCTGCATTAT
CCAGATTGGGTAACGATTATCGCCCAACAAGTGCTTATGAACGTGGTCAG
CGTTATGCAAGCCGATTGCAGAATGAATTTGCTGGAAATATTTCTGCGCT

COOMO DM A DN DN RAMAMMMAA N CMA N CAMMAMMA N OAMOM AT D AN
oo loAalgooonnAaAAlAlll Aol AAoAal LAl LA OCl ol Al iAo n

CCGCCAAATTGCCTARAATCAGTTGTTGCTCTTTTTTCTCACCCCGGTGAA
CTATCTGCCCGGTCAGGTGATGCACTTCAARRAGCCTTTACAGATARAGA
GGAATTACTTAAGCAGCAGGCATCTAACCTTCATGAGCAGAAAAANGCTG
GGGTGATATTTGAAGCTGAAGAAGTTATCACTCTTTTAACTTCTGTGCTT
ARAAACGTCATCTGCATCAAGAACTAGTTTAAGCTCACGACATCAGTTTGC
TCCTGGAGCGACAGTATTGTATAAGGGCGATAAAATGGTGCTTAACCTGG
ACAGGTCACGTGTTCCAACTGAGTGTATAGAGAARATTGAGGCCATTCTT
AAGGAACTTGAAAAGCCAGCACCCTGATGCGACCACGTTTTAGTCTACGT
TTATCTGTCTTTACTTAATGTCCTTTGTTACAGGCCAGAAAGCATAACTG
GCCTGAATATTCTCTCTGGGCCCACTGTTCCACTTGTATCGTCGGTCTGA
TAATCAGACTGGGACCACGGTCCCACTCGTATCGTCGGTCTGATTATTAG
TCTGGGACCACGGTCCCACTCGTATCGTCGGTCTGATTATTAGTCTGGGA
CCACGGTCCCACTCGTATCGTCGGTCTGATAATCAGACTGGGACCACGGT
CCCACTCGTATCGTCGGTCTGATTATTAGTCTGGGACCATGGTCCCACTC
GTATCGTCGGTCTGATTATTAGTCTGGGACCACGGTCCCACTCGTATCGT
CGGTCTGATTATTAGTCTGGAACCACGGTCCCACTCGTATCGTCGGTCTG
ATTATTAGTCTGGGACCACGGTCCCACTCGTATCGTCGGTCTGATTATTA
GTCTGGGACCACGATCCCACTCGTGTTGTCGGTCTGATTATCGGTCTGGG
ACCACGGTCCCACTTGTATTGTCGATCAGACTATCAGCGTGAGACTACGA
TTCCATCAATGCCTGTCAAGGGCAAGTATTGACATGTCGTCGTAACCTGT
AGAACGGAGTAACCTCGGTGTGCGGTTGTATGCCTGCTGTGGATTGCTGC
TGTGTCCTGCTTATCCACAACATTTTGCGCACGGTTATGTGGACAAAATA
CCTGGTTACCCAGGCCGTGCCGGCACGTTAACCGGGCTGCATCCGATGCA
AGTGTGTCGCTGTCGACGCAAGCGGCCGCA

>pMXBG_F7E (SEQ ID NO: 46)
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ES 2979391 T3

CACTCTGT [GACTTGGTCTCA TGTG TGAGACC| GTCAGACCAAGTTTACT
CATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATC
TAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGA
GTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCARAGGATCTT
CTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACARAAARAR
CCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCT
TTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCC
TTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCG
CCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGG
CGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATA
AGGCGCAGCGGTCGGEGCTGAACGGGGGETTCGTGCACACAGCCCAGCTTG
GAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGA
AAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCG
GCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAALCGCC
TGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCG
ATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCA
ACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATG
TTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTT
TGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGT
CAGTGAGCGAGGAAGCGGATGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCC
GCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTG
GAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATT
AGGCACCCCAGGCTTITACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGA
ATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTA
CGCCAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCGGGTACCG
AGCTCGAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCC
TGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCT
GGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCRAACAGTTGCGC
AGCCTGAATGGCGAATGGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCT
GTGCGGTATTTCACACCGCATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTG
ATGCCGCATAGTTAAGCCAGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCG
CCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGAC
GGTCTCA CAGA TGAGACCAAGTC| ACGAAGTGTGCGGCCGCCTTCAGCG
GCCGCACGAATCCATGTGGGAGTTTATTCTTGACACAGATATTTATGATA
TAATAACTGAGTAAGCTTAACATAAGGAGGAAARACATATGTTACGCAGC
AGCAACGATGTTACGCAGCAGGGCAGTCGCCCTAAAACARAGTTAGGTGG
CTCAAGTATGGGCATCATTCGCACATGTAGGCTCGGCCCTGACCAAGTCA
AATCCATGCGGGCTGCTCTTGATCTTTTCGGTCGTGAGTTCGGAGACGTA
GCCACCTACTCCCAACATCAGCCGGACTCCGATTACCTCGGGAACTTGCT
CCGTAGTAAGACATTCATCGCGCTTGCTGCCTTCGACCAAGAAGCGGTTG
TTGGCGCTCTCGCGGCTTACGTTCTGCCCAAGTTTGAGCAGCCGCGTAGT
GAGATCTATATCTATGATCTCGCAGTCTCCGGCGAGCACCGGAGGCAGGEG
CATTGCCACCGCGCTCATCAATCTCCTCAAGCATGAGGCCAACGCGCTTG
GTGCTTATGTGATCTACGTGCAAGCAGATTACGGTGACGATCCCGCAGTG
GCTCTCTATACAAAGTTGGGCATACGGGAAGAAGTGATGCACTTTGATAT
CGACCCAAGTACCGCCACCTAAGAGCTGGAGCGGCGTAACCGTCGCACAG
GAAGGACAGAGAAAGCGCGGATCTGGGAAGTGACGGACAGAACGGTCAGG
ACCTGGATTGGGGAGGCGGTTGCCGCCGCTGCTGCTGACGGTGTGACGTT
CTCTGTTCCGGTCACACCACATACGTTCCGCCATTCCTATGCGATGCACA
TGCTGTATGCCGGTATACCGCTGAAAGTTCTGCAAAGCCTGATGGGACAT
AAGTCCATCAGTTCARCGGAAGTCTACACGAAGGTTTTTGCGCTGGATGT
GGCTGCCCGGCTCCGGGTGCAGTTTGCGATGCCGGAGTCTGATGCGGTTG
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CGATGCTGAAACARATTATCCTGAGAATAAATGCCTTGGCCTTTATATGGA
AATGTGGAACTGAGTGGATATGCTGTTTTTGTCTGT TAAACAGAGAAGCT
GGCTGTTATCCACTGAGAAGCGAACGAAACAGTCGGGAAAATCTCCCATT
ATCGTAGAGATCCGCATTATTAATCTCAGGAGCCTGTGTAGCGTTTATAG
GAAGTAGTGTTCTGTCATGATGCCTGCAAGCGGTAACGAAAACGATTTGA
ATATGCCTTCAGGAACAATAGAAATCTTCGTGCGGTGTTACGTTGAAGTG
GAGCGGATTATGTCAGCAATGGACAGAACAACCTAATGAACACAGAACCA
TGATGTGGTCTGTCCTTTTACAGCCAGTAGTGCTCGCCGCAGTCGAGCGA
CAGGGCGAAGCCCTCGAGTGAGCGAGGAAGCACCAGGGAACAGCACTTAT
ATATTCTGCTTACACACGATGCCTGAAAAAACTTCCCTTGGGGTTATCCA
CTTATCCACGGGGATATTTTTATAATTATTTTTTTTATAGTTTTTAGATC
TTCTTTTTTAGAGCGCCTTGTAGGCCTTTATCCATGCTGGTTCTAGAGAA
GGTGTTGTGACAAATTGCCCTTTCAGTGTGACAAATCACCCTCAAATGAC
AGTCCTGTCTGTGACAAATTGCCCTTAACCCTGTGACAAATTGCCCTCAG
AAGAAGCTGTTTTTTCACAAAGTTATCCCTGCTTATTGACTCTTTTTTAT
TTAGTGTGACAATCTAAAAACTTGTCACACTTCACATGGATCTGTCATGG
CGGAAACAGCGGTTATCAATCACAAGAAACGTAAAARATAGCCCGCGAATC
GTCCAGTCAAACGACCTCACTGAGGCGGCATATAGTCTCTCCCGGGATCA
AAAACGTATGCTGTATCTGTTCGTTGACCAGATCAGAAAATCTGATGGCA
CCCTACAGGAACATGACGGTATCTGCGAGATCCATGTTGCTAAATATGCT
GAAATATTCGGATTGACCTCTGCGGAAGCCAGTAAGGATATACGGCAGGC
ATTGAAGAGTTTCGCGGGGAAGGAAGTGGTTTTTTATCGCCCTGAAGAGG
ATGCCGGCGATGAAAAAGGCTATGAATCTTTTCCTTGGTTTATCARACGT
GCGCACAGTCCATCCAGAGGGCTTTACAGTGTACATATCAACCCATATCT
CATTCCCTTCTTTATCGGGTTACAGAACCGGTTTACGCAGTTTCGGCTTA
GTGAAACAAAAGAAATCACCAATCCGTATGCCATGCGTTTATACGAATCC

ralnfalunfainiel,Walnlinfalfal nlkW.Valfalalalalk Y naralalnial.Vararal W faFals ol Fals sl Fal W W .. Nl
LCluoluoloenuolianalluolAvLoUoohAlgoolonuouolnAaleuololoelvliUnaninl

CGACTGGATCATAGAGCGTTACCAGCTGCCTCAARAAGTTACCAGCGTATGC
CTGACTTCCGCCGCCGCTTCCTGCAGGTCTGTGTTAATGAGATCAACAGC
AGAACTCCAATGCGCCTCTCATACATTGAGAARAAAGAANGGCCGCCAGAC
GACTCATATCGTATTTTCCTTCCGCGATATCACTTCCATGACGACAGGAT
AGTCTGAGGGTTATCTGTCACAGATTTGAGGGTGGTTCGTCACATTTGTT
CTGACCTACTGAGGGTAATTTGTCACAGTTTTGCTGTTTCCTTCAGCCTG
CATGGATTTTCTCATACTTTTTGAACTGTAATTTTTAAGGAAGCCAAATT
TGAGGGCAGTTTGTCACAGTTGATTTCCTTCTCTTTCCCTTCGTCATGTG
ACCTGATATCGGGGGTTAGTTCGTCATCATTGATGAGGGTTGATTATCAC
AGTTTATTACTCTGAATTGGCTATCCGCGTGTGTACCTCTACCTGGAGTT
TTTCCCACGGTGGATATTTCTTCTTGCGCTGAGCGTAAGAGCTATCTGAC
AGAACAGTTCTTCTTTGCTTCCTCGCCAGTTCGCTCGCTATGCTCGGTTA
CACGGCTGCGGCCGAGCGCTAGTGATAATAAGTGACTGAGCGTATGTGGTGT
TCTTATCTCCTTTTGTAGTGTTGCTCTTATTTTAAACAACTTTGCGGTTT
TTTGATGACTTTGCGATTTTGTTGTTGCTTTGCAGTAAATTGCAAGATTT
AATAAARAAACGCAAAGCAATGATTAAAGGATGTTCAGAATGAAACTCAT
GGAAACACTTAACCAGTGCATARAACGCTGGTCATGARATGACGAAGGCTA
TCGCCATTGCACAGTTTAATGATGACAGCCCGGAAGCGAGGARRRATANCC
CGGCGCTGGAGAATAGGTGAAGCAGCGGATTTAGTTGGGGTTTCTTCTCA
GGCTATCAGAGATGCCGAGAAAGCAGGGCGACTACCGCACCCGGATATGG
ARATTCGAGGACGGGTTGAGCAACGTGTTGGTTATACAATTGAACARAATT
AATCATATGCGTGATGTGTTTGGTACGCGATTGCGACGTGCTGAGGACGT
ATTTCCACCGGTGATCGGGGTTGCTGCCCATARAAGGTGGCGTTTACAAAA
CCTCAGTTTCTGTTCATCTTGCTCAGGATCTGGCTCTGAAGGGGCTACGT
GTTTTGCTCGTGGAAGGTAACGACCCCCAGGGAACAGCCTCAATGTATCA
CGGATGGGTACCAGATCTTCATATTCATGCAGAAGATACTCTCCTGCCTT
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TCTATCTTGGGGARARAGGACGATGTCACTTATGCAATARAGCCCACTTGC
TGGCCGGGGCTTGACATTATTCCTTCCTGTCTGGCTCTGCACCGTATTGA
AACTGAGTTAATGGGCAAATTTGATGAAGGTAAACTGCCCACCGATCCAC
ACCTGATGCTCCGACTGGCCATTGAAACTGTTGCTCATGACTATGATGTC
ATAGTTATTGACAGCGCGCCTAACCTGGGTATCGGCACGATTAATGTCGT
ATGTGCTGCTGATGTGCTGATTGTTCCCACGCCTGCTGAGTTGTTTGACT
ACACCTCCGCACTGCAGTTTTTCGATATGCTTCGTGATCTGCTCARAGAAC
GTTGATCTTAAAGGGTTCGAGCCTGATGTACGTATTTTGCTTACCAAATA
CAGCAATAGTAATGGCTCTCAGTCCCCCTGGATGGAGGAGCAARATTCGGG
ATGCCTGGGGAAGCATGGTTCTAAAAAATGTTGTACGTGAAACGGATGAA
GTTGGTAAAGGTCAGATCCGGATGAGAACTGTTTTTGAACAGGCCATTGA
TCAACGCAGTTCAACTGGTGCCTGGAGAAATGCTCTTTCTATTTGGGAAC
CTGTCTGCAATGAAATTTTCGATCGTCTGATTAAACCACGCTGGGAGATT
AGATAATGAAGCGTGCGCCTGTTATTCCAARACATACGCTCAATACTCAA
CCGGTTGAAGATACTTCGTTATCGACACCAGCTGCCCCGATGGTGGATTC
GTTAATTGCGCGCGTAGGAGTAATGGCTCGCGGTAATGCCATTACTTTGC
CTGTATGTGGTCGGGATGTGAAGTTTACTCTTGAAGTGCTCCGGGGTGAT
AGTGTTGAGAAAACCTCTCGGGTATGGTCAGGTAATGARACGTGACCAGGA
GCTGCTTACTGAGGACGCACTGGATGATCTCATCCCTTCTTTTCTACTGA
CTGGTCAACAGACACCGGCGTTCGGTCGAAGAGTATCTGGTGTCATAGAA
ATTGCCGATGGGAGTCGCCGTCGTARAGCTGCTGCACTTACCGAARGTGA
TTATCGTGTTCTGGTTGGCGAGCTGGATGATGAGCAGATGGCTGCATTAT
CCAGATTGGGTAACGATTATCGCCCAACAAGTGCTTATGAACGTGGTCAG
CGTTATGCAAGCCGATTGCAGAATGAATTTGCTGGAAATATTTCTGCGCT

COOMO DM A DN DN RAMAMMMAA N CMA N CAMMAMMA N OAMOM AT D AN
oo loAalgooonnAaAAlAlll Aol AAoAal LAl LA OCl ol Al iAo n

CCGCCAAATTGCCTARAATCAGTTGTTGCTCTTTTTTCTCACCCCGGTGAA
CTATCTGCCCGGTCAGGTGATGCACTTCAARAAGCCTTTACAGATARAGA
GGAATTACTTAAGCAGCAGGCATCTAACCTTCATGAGCAGAAAAANGCTG
GGGTGATATTTGAAGCTGAAGAAGTTATCACTCTTTTAACTTCTGTGCTT
ARAAACGTCATCTGCATCAAGAACTAGTTTAAGCTCACGACATCAGTTTGC
TCCTGGAGCGACAGTATTGTATAAGGGCGATAAAATGGTGCTTAACCTGG
ACAGGTCACGTGTTCCAACTGAGTGTATAGAGAARATTGAGGCCATTCTT
AAGGAACTTGAAAAGCCAGCACCCTGATGCGACCACGTTTTAGTCTACGT
TTATCTGTCTTTACTTAATGTCCTTTGTTACAGGCCAGAAAGCATAACTG
GCCTGAATATTCTCTCTGGGCCCACTGTTCCACTTGTATCGTCGGTCTGA
TAATCAGACTGGGACCACGGTCCCACTCGTATCGTCGGTCTGATTATTAG
TCTGGGACCACGGTCCCACTCGTATCGTCGGTCTGATTATTAGTCTGGGA
CCACGGTCCCACTCGTATCGTCGGTCTGATAATCAGACTGGGACCACGGT
CCCACTCGTATCGTCGGTCTGATTATTAGTCTGGGACCATGGTCCCACTC
GTATCGTCGGTCTGATTATTAGTCTGGGACCACGGTCCCACTCGTATCGT
CGGTCTGATTATTAGTCTGGAACCACGGTCCCACTCGTATCGTCGGTCTG
ATTATTAGTCTGGGACCACGGTCCCACTCGTATCGTCGGTCTGATTATTA
GTCTGGGACCACGATCCCACTCGTGTTGTCGGTCTGATTATCGGTCTGGG
ACCACGGTCCCACTTGTATTGTCGATCAGACTATCAGCGTGAGACTACGA
TTCCATCAATGCCTGTCAAGGGCAAGTATTGACATGTCGTCGTAACCTGT
AGAACGGAGTAACCTCGGTGTGCGGTTGTATGCCTGCTGTGGATTGCTGC
TGTGTCCTGCTTATCCACAACATTTTGCGCACGGTTATGTGGACAAAATA
CCTGGTTACCCAGGCCGTGCCGGCACGTTAACCGGGCTGCATCCGATGCA
AGTGTGTCGCTGTCGACGCAAGCGGCCGCA

>pMXBK A7E (SEQ ID NO: 47)
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CACTCTGT [GACTTGGTCTCA TGCC TGAGACC| GTCAGACCAAGTTTACT
CATATATACTTTAGATTGATTTAARAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATC
TAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGA
GTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGARAAAGATCARAGGATCTT
CTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACARAAAARL
CCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCT
TTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCARATACTGTCC
TTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCG
CCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGG
CGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATA
AGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGEGGGGETTCGTGCACACAGCCCAGCTTG
GAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGA
AAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCG
GCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGARAACGCC
TGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCG
ATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCA
ACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATG
TTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTT
TGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGT
CAGTGAGCGAGGAAGCGGATGAGCGCCCAATACGCARAACCGCCTCTCCCC
GCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCGCAGCTGCGCACGACAGGTTTCCCGACTG
GAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATT
AGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGA
ATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTA
CGCCAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCGGGTACCG
AGCTCGAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCC
TGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCT
GGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGC
AGCCTGAATGGCGAATGGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCT
GTGCGGTATTTCACACCGCATATGGTGCACTCTCAGTACRAATCTGCTCTG
ATGCCGCATAGTTAAGCCAGCCCCGACACCCGCCAACACCCGCTGACGCG
CCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGAC
GGTCTCA CAGA TGAGACCAAGTC| ACGAAGTGTGCGGCCGCCTTCGTGC
GCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTATCCG
CTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAARAGGARA
GAGTATGGCTAAAATGAGAATATCACCGGAATTGAAAAARCTGATCGAAA
AATACCGCTGCGTAARAGATACGGAAGGAATGTCTCCTGCTAAGGTATAT
AAGCTGGTGGGAGAARATGAAAACCTATATTTAAAAATGACGGACAGCCG
GTATAAAGGGACCACCTATGATGTGGAACGGGAAAAGGACATGATGCTAT
GGCTGGAAGGAAAGCTGCCTGTTCCAAAGGTCCTGCACTTTGAACGGCAT
GATGGCTGGAGCAATCTGCTCATGAGTGAGGCCGATGGCGTCCTTTGCTC
GGAAGAGTATGAAGATGAACAAAGCCCTGAARAGATTATCGAGCTGTATG
CGGAGTGCATCAGGCTCTTTCACTCCATCGACATATCGGATTGTCCCTAT
ACGAATAGCTTAGACAGCCGCTTAGCCGAATTGGATTACTTACTGAATAA
CGATCTGGCCGATGTGGATTGCGAAAACTGGGAAGAGGACACTCCATTTA
AAGATCCGCGCGAGCTGTATGATTTTTTAAAGACGGAAAAGCCCGAAGAG
GAACTTGTCTTTTCCCACGGCGACCTGGGAGACAGCAACATCTTTGTGAA
AGATGGCAAAGTAAGTGGCTTTATTGATCTTGGGAGAAGCGGCAGGGCGG
ACAAGTGGTATGACATTGCCTTCTGCGTCCGGTCGCTCAGGGAGGATATC
GGGGAAGAACAGTATGTCGAGCTATTTTTTGACTTACTGGGGATCAAGCC
TGATTGGGAGAAAATAAAMNTATTATATTTTACTGGATGAATTGTTTTAGG
AGCTGGAGCGGCGTAACCGTCGCACAGGAAGGACAGAGAAAGCGCGGATC
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TGGGAAGTGACGGACAGAACGGTCAGGACCTGGATTGGGGAGGCGGTTGC
CGCCGCTGCTGCTGACGGTGTGACGTTCTCTGTTCCGGTCACACCACATA
CGTTCCGCCATTCCTATGCGATGCACATGCTGTATGCCGGTATACCGCTG
ARAGTTCTGCAAAGCCTGATGGGACATAAGTCCATCAGTTCAACGGAAGT
CTACACGAAGGTTTTTGCGCTGGATGTGGCTGCCCGGCTCCGGGTGCAGT
TTGCGATGCCGGAGTCTGATGCGGTTGCGATGCTGARACAATTATCCTGA
GAATAAATGCCTTGGCCTTTATATGGARATGTGGAACTGAGTGGATATGC
TGTTTTTGTCTGTTARACAGAGANAGCTGGCTGTTATCCACTGAGARAGCGA
ACGAAACAGTCGGGAAAATCTCCCATTATCGTAGAGATCCGCATTATTAA
TCTCAGGAGCCTGTGTAGCGTTTATAGGAAGTAGTGTTCTGTCATGATGC
CTGCAAGCGGTAACGAAAACGATTTGAATATGCCTTCAGGAACAATAGAR
ATCTTCGTGCGGTGTTACGTTGAAGTGGAGCGGATTATGTCAGCAATGGA
CAGAACAACCTAATGAACACAGAACCATGATGTGGTCTGTCCTTTTACAG
CCAGTAGTGCTCGCCGCAGTCGAGCGACAGGGCGAAGCCCTCGAGTGAGC
GAGGAAGCACCAGGGAACAGCACTTATATATTCTGCTTACACACGATGCC
TGAAAAAACTTCCCTTGGGGTTATCCACTTATCCACGGGGATATTTTTAT
AATTATTTTTTTTATAGTTTTTAGATCTTCTTTTTTAGAGCGCCTTGTAG
GCCTTTATCCATGCTGGTTCTAGAGAAGGTGTTGTGACAAATTGCCCTTT
CAGTGTGACAAATCACCCTCAAATGACAGTCCTGTCTGTGACAAATTGCC
CTTAACCCTGTGACAAATTGCCCTCAGAAGAAGCTGTTTTTTCACAAAGT
TATCCCTGCTTATTGACTCTTTTTTATTTAGTGTGACAATCTARAAACTT
GTCACACTTCACATGGATCTGTCATGGCGGAAACAGCGGTTATCAATCAC
AAGAAACGTAAAAATAGCCCGCGAATCGTCCAGTCAARCGACCTCACTGA
GGCGGCATATAGTCTCTCCCGGGATCARARACGTATGCTGTATCTGTTCG
TTGACCAGATCAGAARATCTGATGGCACCCTACAGGAACATGACGGTATC
TGCGAGATCCATGTTGCTAAATATGCTGAAATATTCGGATTGACCTCTGC

A DN AN AN AN AMA O DNCCO NT MDD DA IMMME N DD DD e
oAb ATl AAUUoALlAIAVTOLCAUTUAL LOoAATAUTL L LUVOUOUU oAl TYT

AAGTGGTTTTTTATCGCCCTGRAAGAGGATGCCGGCGATGAAARAGGCTAT
GAATCTTTTCCTTGGTTTATCAAACGTGCGCACAGTCCATCCAGAGGGCT
TTACAGTGTACATATCAACCCATATCTCATTCCCTTCTTTATCGGGTTAC
AGAACCGGTTTACGCAGTTTCGGCTTAGTGAAACAARAGAAATCACCAAT
CCGTATGCCATGCGTTTATACGAATCCCTGTGTCAGTATCGTAAGCCGGA
TGGCTCAGGCATCGTGTCTCTGAAAATCGACTGGATCATAGAGCGTTACC
AGCTGCCTCAAAGTTACCAGCGTATGCCTGACTTCCGCCGCCGCTTCCTG
CAGGTCTGTGTTAATGAGATCAACAGCAGARACTCCAATGCGCCTCTCATA
CATTGAGAAAAAGAANGGCCGCCAGACGACTCATATCGTATTTTCCTTCC
GCGATATCACTTCCATGACGACAGGATAGTCTGAGGGTTATCTGTCACAG
ATTTGAGGGTGGTTCGTCACATTTGTTCTGACCTACTGAGGGTAATTTGT
CACAGTTTTGCTGTTTCCTTCAGCCTGCATGGATTTTCTCATACTTTTTG
AACTGTAATTTTTAAGCGGAAGCCAAATTTGCGAGGGCAGTTTGTCACAGTTGA
TTTCCTTCTCTTTCCCTTCGTCATGTGACCTGATATCGGGGGTTAGTTCG
TCATCATTGATGAGGGTTGATTATCACAGTTTATTACTCTGAATTGGCTA
TCCGCGTGTGTACCTCTACCTGGAGTTTTTCCCACGGTGGATATTTCTTC
TTGCGCTGAGCGTAAGAGCTATCTGACAGAACAGTTCTTCTTTGCTTCCT
CGCCAGTTCGCTCGCTATGCTCGGTTACACGGCTGCGGCGAGCGCTAGTG
ATAATAAGTGACTGAGGTATGTGGTGTTCTTATCTCCTTTTGTAGTGTTG
CTCTTATTTTAAACAACTTTGCGGTTTTTTGATGACTTTGCGATTTTGTT
GTTGCTTTGCAGTAAATTGCAAGATTTAATARARAANCGCAAAGCAATGA
TTAAAGGATGTTCAGAATGAAACTCATGGAAACACTTAACCAGTGCATAA
ACGCTGGTCATGAAATGACGAAGGCTATCGCCATTGCACAGTTTAATGAT
GACAGCCCGGAAGCGAGGAAAATAACCCGGCGCTGGAGAATAGGTGAAGC
AGCGGATTTAGTTGGGGTTTCTTCTCAGGCTATCAGAGATGCCGAGAAAG
CAGGGCGACTACCGCACCCGGATATGGARATTCGAGGACGGGTTGAGCAA
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CGTGTTGGTTATACAATTGAACARATTAATCATATGCGTGATGTGTTTGG
TACGCGATTGCGACGTGCTGAGGACGTATTTCCACCGGTGATCGGGGTTG
CTGCCCATAAAGGTGGCGTTTACAAAACCTCAGTTTCTGTTCATCTTGCT
CAGGATCTGGCTCTGAAGGGGCTACGTGTTTTGCTCGTGGAAGGTAACGA
CCCCCAGGGAACAGCCTCAATGTATCACGGATGGGTACCAGATCTTCATA
TTCATGCAGAAGATACTCTCCTGCCTTTCTATCTTGGGGAARAGGACGAT
GTCACTTATGCAATARAGCCCACTTGCTGGCCGGGGCTTGACATTATTCC
TTCCTGTCTGGCTCTGCACCGTATTGARACTGAGTTAATGGGCAAATTTG
ATGAAGGTAAACTGCCCACCGATCCACACCTGATGCTCCGACTGGCCATT
GAAACTGTTGCTCATGACTATGATGTCATAGTTATTGACAGCGCGCCTAA
CCTGGGTATCGGCACGATTAATGTCGTATGTGCTGCTGATGTGCTGATTG
TTCCCACGCCTGCTGAGTTGTTTGACTACACCTCCGCACTGCAGTTTTITC
GATATGCTTCGTGATCTGCTCAAGAACGTTGATCTTAAAGGGTTCGAGCC
TGATGTACGTATTTTGCTTACCAAATACAGCAATAGTAATGGCTCTCAGT
CCCCGTGGATGGAGGAGCAAATTCGGGATGCCTGGGGAAGCATGGTTCTA
AAAAATGTTGTACGTGAAACGGATGAAGTTGGTAAAGGTCAGATCCGGAT
GAGAACTGTTTTTGAACAGGCCATTGATCAACGCAGTTCAACTGGTGCCT
GGAGAAATGCTCTTTCTATTTGGGAACCTGTCTGCAATGAAATTTTCGAT
CGTCTGATTAAACCACGCTGGGAGATTAGATAATGAAGCGTGCGCCTGTT
ATTCCAAAACATACGCTCAATACTCAACCGGTTGAAGATACTTCGTTATC
GACACCAGCTGCCCCGATGGTGGATTCGTTAATTGCGCGCGTAGGAGTAA
TGGCTCGCGGTAATGCCATTACTTTGCCTGTATGTGGTCGGGATGTGAAG
TTTACTCTTGAAGTGCTCCGGGGTGATAGTGTTGAGAAAACCTCTCGGGT
ATGGTCAGGTAATGAACGTGACCAGGAGCTGCTTACTGAGGACGCACTGG
ATGATCTCATCCCTTCTTTTCTACTGACTGGTCAACAGACACCGGCGTTC
GGTCGAAGAGTATCTGGTGTCATAGAAATTGCCGATGGGAGTCGCCGTCG

MADNDROMONMONACMMANNON AN DM AMMA MO AM MMM MM S D
LannuoclovloLAaclliAacveuonahigliuuonllalUolol loelool LU oillogo

TGGATGATGAGCAGATGGCTGCATTATCCAGATTGGGTAACGATTATCGC
CCAACAAGTGCTTATGAACGTGGTCAGCGTTATGCAAGCCGATTGCAGAA
TGAATTTGCTGGAAATATTTCTGCGCTGGCTGATGCGGAAAATATTTCAC
GTAAGATTATTACCCGCTGTATCAACACCGCCAAATTGCCTAAATCAGTT
GTTGCTCTTTTTTCTCACCCCGGTGAACTATCTGCCCGGTCAGGTGATGC
ACTTCAAAAAGCCTTTACAGATAAAGAGGAATTACTTAAGCAGCAGGCAT
CTAACCTTCATGAGCAGAAARRAGCTGGGGTGATATTTGAAGCTGAAGAA
GTTATCACTCTTTTAACTTCTGTGCTTRAARACGTCATCTGCATCAAGAAC
TAGTTTAAGCTCACGACATCAGTTTGCTCCTGGAGCGACAGTATTGTATA
AGGGCGATAAAATGGTGCTTAACCTGGACAGGTCACGTGTTCCAACTGAG
TGTATAGAGAAAATTGAGGCCATTCTTAAGGAACTTGAAAAGCCAGCACC
CTGATGCGACCACGTTTTAGTCTACGTTTATCTGTCTTTACTTAATGTCC
TTTGTTACAGGCCAGAAAGCATANCTGGCCTGAATATTCTCTCTGGGCCC
ACTGTTCCACTTGTATCGTCGGTCTGATAATCAGACTGGGACCACGGTCC
CACTCGTATCGTCGGTCTGATTATTAGTCTGGGACCACGGTCCCACTCGT
ATCGTCGGTCTGATTATTAGTCTGGGACCACGGTCCCACTCGTATCGTCG
GTCTGATAATCAGACTGGGACCACGGTCCCACTCGTATCGTCGGTCTGAT
TATTAGTCTGGGACCATGGTCCCACTCGTATCGTCGGTCTGATTATTAGT
CTGGGACCACGGTCCCACTCGTATCGTCGGTCTGATTATTAGTCTGGAAC
CACGGTCCCACTCGTATCGTCGGTCTGATTATTAGTCTGGGACCACGGTC
CCACTCGTATCGTCGGTCTGATTATTAGTCTGGGACCACGATCCCACTCG
TGTTGTCGGTCTGATTATCGGTCTGGGACCACGGTCCCACTTGTATTGTC
GATCAGACTATCAGCGTGAGACTACGATTCCATCAATGCCTGTCAAGGGC
AAGTATTGACATGTCGTCGTAACCTGTAGAACGGAGTAACCTCGGTGTGC
GGTTGTATGCCTGCTGTGGATTGCTGCTGTGTCCTGCTTATCCACAACAT

TTTGCGCACGGTTATGTGGACARRATACCTGGTTACCCAGGCCGTGCCGG
CACGTTAACCGGGCTGCATCCGATGCAAGTGTGTCGCTGTCGACGCAAGC

GGCCGCA
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REIVINDICACIONES

1. Un acido nucleico para su uso en el ensamblaje de ADN, en donde el acido nucleico comprende al menos un
elemento de restriccion metilable, el elemento de restriccidon metilable comprende:

- una secuencia de reconocimiento de enzimas de restriccién de tipo lIS; y
- una secuencia de reconocimiento de la metilasa del ADN,

en donde la secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccion de tipo IS y la secuencia de
reconocimiento de la ADN metilasa se solapan de tal forma que |la base metilable por la ADN metilasa se
encuentra dentro de la secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccion de tipo 1IS,

en donde la secuencia de reconocimiento de la metilasa del ADN no es idéntica ni esta rodeada por la
secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccién tipo IIS, y

en donde la secuencia de reconocimiento de la metilasa del ADN no se solapa con la secuencia que formaria
la secuencia del extremo sobresaliente generada por la enzima de restriccion de tipo IS,

en donde el acido nucleico comprende ademas una secuencia opuesta no protegible de reconocimiento de
enzima de restriccion de tipo 1S proporcionada en el lado opuesto del sitio de corte del elemento de restriccion
protegible por metilacion, formando asi un elemento compuesto truncado,

en donde la secuencia opuesta de reconocimiento de la enzima de restriccién tipo IS del elemento compuesto
truncador esté dispuesta para dirigir a la enzima de restriccion tipo 11S a cortar el acido nucleico en un sitio
que esta dentro de la secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccion tipo IS del elemento de
restriccion metilable-protegible, y/o dentro de los nuclebtidos entre el sitio de corte y la secuencia de
reconocimiento de la enzima de restriccion tipo 11S del elemento de restriccién metilable-protegible.

2. El acido nucleico segun la reivindicacion 1, en donde el acido nucleico comprende un primer y un segundo elemento
de restriccion protegibles por metilacion,

y en donde el acido nucleico comprende ademas secuencias de reconocimiento de enzimas de restriccién de tipo IS
opuestas proporcionadas en el lado opuesto del sitio de corte de cada uno de los elementos de restriccion protegibles
contra metilaciéon primero y segundo para formar:

A i) un elemento compuesto de mantenimiento o un elemento compuesto de insercién, y ii) un elemento compuesto
truncado; o

B) dos elementos compuestos truncados,

en donde el elemento compuesto de mantenimiento es una disposicién en donde la secuencia de
reconocimiento de la enzima de restriccion de tipo IS opuesta esta dispuesta para dirigir la enzima de
restriccion de tipo IIS para cortar el &cido nucleico en el mismo sitio que la secuencia de reconocimiento de la
enzima de restriccion de tipo IS del elemento de restriccion metilacion-protegible opuesto, de tal manera que
se produce el mismo voladizo,

en donde el elemento compuesto insercional es un arreglo que comprende un inserto de secuencia funcional
provisto entre el elemento de restriccion protegible contra metilacion y la secuencia opuesta de reconocimiento
de enzima de restriccion tipo IIS, y

en donde el elemento compuesto truncador es una disposicién en donde la secuencia de reconocimiento de la
enzima de restriccion de tipo IS opuesta del elemento compuesto truncador esta dispuesta para dirigir la
enzima de restriccién de tipo IS para cortar el acido nucleico en un sitio que esta dentro de la secuencia de
reconocimiento de la enzima de restriccion de tipo IS del elemento de restriccion metilable-protegible, y/o
dentro de los nucleétidos entre el sitio de corte y la secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccion
de tipo IS del elemento de restriccién metilable-protegible.

3. El &cido nucleico segun la reivindicacién 2, en donde el &cido nucleico comprende una secuencia de &cido nucleico
entre los sitios de corte de los dos elementos de restriccion protegibles por metilacién, que es una secuencia de
descarte; o

en donde el &cido nucleico es un vector linealizado que tiene un elemento de restriccion protegible contra la metilacién
en cada extremo.

4. El acido nucleico segun la reivindicacion 3, en donde la secuencia de descarte comprende un marcador
seleccionable, un gen informador 0 una etiqueta.
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5. El &cido nucleico segin cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la secuencia de reconocimiento
de la enzima de restriccion del elemento de restriccion protegible contra la metilacion es reconocida por la misma
especie de enzima de restriccidon que la secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccién opuesta no protegible;
y/o

en donde las secuencias de reconocimiento de metilasas de ADN de cada elemento de restriccién protegible contra
la metilacién son reconocidas por la misma metilasa.

6. El acido nucleico segun cualquier reivindicacion 1 anterior, en donde el elemento de restriccién protegible contra la
metilacién comprende o consiste en la secuencia GACNNGGTCTCNNNNN (Bsal/M.Osp807Il - SEQ ID NO: 1) o
GAAGACGCNNNNN (Bpil/M2.NmeMC58II - SEQ ID NO: 2) o GAAGCTTCNNNN (Lgul/M.Xmnl - SEQ ID NO: 3).

7. Un método de ensamblaje de fragmentos de ADN sin cicatriz que comprende los pasos de:

(A) proporcionar un primer acido nucleico metilado linealizado mediante corte con enzima de restriccién de un
primer acido nucleico, en donde el primer acido nucleico comprende primero y segundo elementos de restriccion
protegibles contra metilacién con una secuencia de descarte entre ellos, 0 proporcionar una version previamente
cortada con enzima de restriccidn del mismo que tiene la secuencia de descarte extirpada,

en donde el primer y segundo elementos de restriccién protegibles por metilacion del primer acido nucleico
comprenden cada uno:

- una secuencia de reconocimiento de enzima de restriccién de tipo IIS; y
- una secuencia de reconocimiento de metilasa del ADN,

en donde la secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccion de tipo 1IS y la secuencia de
reconocimiento de la metilasa del ADN se solapan de manera que la base metilable por la metilasa del ADN
se encuentra dentro de la secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccion de tipo IS,

en donde la secuencia de reconocimiento de la metilasa del ADN no es idéntica ni estd rodeada por la
secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccién tipo IIS, y

en donde la secuencia de reconocimiento de metilasa del ADN no se solapa con la secuencia que
formaria la secuencia del extremo sobresaliente generada por la enzima de restriccion de tipo I1S, y

en donde el primer y segundo elementos de restriccion protegibles por metilacién estan metilados con
la metilasa del ADN que reconoce la secuencia de reconocimiento de la metilasa del ADN; y en donde
el primer acido nucleico comprende ademas secuencias de reconocimiento de enzimas de restriccion
de tipo IS no protegibles opuestas proporcionadas en el lado opuesto del sitio de corte de cada uno de
los elementos de restriccion protegibles por metilacién primero y segundo para proporcionar i) un
elemento compuesto de mantenimiento y ii) un elemento compuesto truncado,

en donde el elemento compuesto de mantenimiento es una disposicion en donde la secuencia de
reconocimiento de la enzima de restriccién de tipo IS opuesta esta dispuesta para dirigir la enzima de
restriccion de tipo 1S para cortar el &cido nucleico en el mismo sitio que la secuencia de reconocimiento
de la enzima de restriccion de tipo 11S del elemento de restriccion opuesto protegible por metilacion, de
modo que se produzca el mismo saliente, y

en donde el elemento compuesto de truncamiento es una disposicion en donde la secuencia de
reconocimiento de la enzima de restriccién de tipo |1S opuesta del elemento compuesto de truncamiento
esta dispuesta para dirigir la enzima de restricciéon de tipo 1S para cortar el acido nucleico en un sitio
que esta dentro de la secuencia de reconocimiento de la restriccién de tipo IIS secuencia de
reconocimiento enzimatico del elemento de restriccién protegible por metilacion, o dentro de los
nucleotidos entre el sitio de corte y la secuencia de reconocimiento del elemento de restriccién protegible
por metilaciéon secuencia de reconocimiento de enzima del elemento de restriccidn protegible por
metilacién;

en donde el primer acido nucleico es una enzima de restriccion cortada por una enzima de restriccion
de tipo 1IS que reconoce las secuencias de reconocimiento de la enzima de restriccion de tipo 1IS
opuestas, formando asi el primer &cido nucleico metilado linealizado, y

en donde los elementos compuestos de mantenimiento y truncamiento estan metilados con la
metilasa del ADN; proporcionar un primer fragmento de ADN para ensamblaje que tiene extremos
salientes que estan adaptados para ligarse a los extremos salientes del primer acido nucleico
metilado linealizado;

ligar el primer fragmento de ADN para el ensamblaje y el primer acido nucleico metilado linealizado
con una ligasa para formar un primer vector intermedio metilado;
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transformar el primer vector intermedio metilado en una cepa bacteriana que no expresa la(s)
metilasa del ADN(s) que reconoce cualquiera de las secuencias de reconocimiento de metilasa del
ADN de los elementos compuestos de mantenimiento y truncamiento, formando de este modo un
primer vector intermedio que no esta metilado;

aislar el primer vector intermedio;

(B) proporcionar un segundo acido nucleico metilado linealizado mediante corte con enzimas de restriccién de un
segundo acido nucleico,

en donde el segundo acido nucleico comprende un primer y un segundo elementos de restriccién protegibles
por metilacién con una secuencia de descarte entre ellos, o proporcionando una versién previamente cortada
con enzima de restriccion del mismo que tiene la secuencia de descarte escindida,

en donde el primer y segundo elementos de restriccién protegibles por metilacion del segundo acido nucleico
comprenden cada uno:

- una secuencia de reconocimiento de enzima de restriccién de tipo IIS; y
- una secuencia de reconocimiento de metilasa del ADN,

en donde la secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccion de tipo IS y la secuencia de
reconocimiento de la metilasa del ADN se solapan de manera que la base metilable por la metilasa del
ADN se encuentra dentro de la secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccion de tipo 1S,

en donde la secuencia de reconocimiento de la metilasa del ADN no es idéntica ni esta rodeada por la
secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccion tipo IIS, y

en donde la secuencia de reconocimiento de metilasa del ADN no se solapa con la secuencia que
formaria la secuencia del extremo sobresaliente generada por la enzima de restriccion de tipo IS, y

en donde el primer y segundo elementos de restriccion protegibles por metilacion estan metilados
con la metilasa del ADN que reconoce la secuencia de reconocimiento de la metilasa del ADN; y

en donde el segundo &cido nucleico comprende ademas secuencias de reconocimiento de enzimas
de restriccion de tipo 11S no protegibles opuestas proporcionadas en el lado opuesto del sitio de corte
de cada uno de los elementos de restriccion protegibles por metilacion primero y segundo para
proporcionar i} un elemento compuesto de mantenimiento y ii) un elemento compuesto truncado,

en donde el elemento compuesto de mantenimiento es una disposicién en donde la secuencia de
reconocimiento de la enzima de restriccion de tipo IS opuesta esta dispuesta para dirigir la enzima
de restriccion de tipo IIS para cortar el acido nucleico en el mismo sitio que la secuencia de
reconocimiento de la enzima de restriccién de tipo IS de la restriccién opuesta protegible por
metilacion, de manera que se produzca el mismo saliente, y

en donde el elemento compuesto de truncamiento es una disposicion en donde la secuencia de
reconocimiento de la enzima de restriccidon de tipo IS opuesta del elemento compuesto de
truncamiento esta dispuesta para dirigir la enzima de restriccion de tipo IS para cortar el acido
nucleico en un sitio que esta dentro de la secuencia de reconocimiento de la restriccion de tipo 1S
secuencia de reconocimiento enzimatico del elemento de restriccion protegible por metilacion, y/o
dentro de los nucleétidos entre el sitio de corte y la secuencia de reconocimiento de la secuencia de
reconocimiento de enzima de restriccion tipo |IS del elemento de restriccion protegible por metilacién;

en donde el segundo acido nucleico es una enzima de restriccion cortada por una enzima de
restriccion de tipo 11S que reconoce las secuencias de reconocimiento de la enzima de restriccion de
tipo 1IS opuestas, formando asi el segundo &cido nucleico metilado linealizado; y en donde los
elementos compuestos de mantenimiento y truncamiento estan metilados con la metilasa del ADN,
y en donde el saliente proporcionado por el elemento compuesto de mantenimiento del primer acido
nucleico metilado linealizado es diferente en secuencia al saliente proporcionado por el elemento de
restriccion protegible por metilacién del segundo acido nucleico metilado linealizado;

proporcionar un segundo fragmento de ADN para ensamblaje que tiene extremos salientes que
estan adaptados para ligarse a los extremos salientes del segundo acido nucleico metilado
linealizado;

ligar el segundo fragmento de ADN para el ensamblaje y el segundo acido nucleico metilado
linealizado con una ligasa para formar un segundo vector intermedio metilado;
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transformar el segundo vector intermedio metilado en una cepa bacteriana que no expresa la(s)
metilasa del ADN(s} que reconoce(n) cualquiera de las secuencia(s) de reconocimiento de metilasa
del ADN de los elementos compuestos de mantenimiento y truncamiento, formando de este modo
un segundo vector intermedio que no esta metilado;

aislar el segundo vector intermedio;

(C) cortar el primer vector intermedio con una enzima de restriccion de tipo 1IS que reconoce la secuencia de
reconocimiento de la enzima de restriccion de tipo IS del elemento compuesto de mantenimiento y una enzima de
restriccion de tipo 1S que reconoce la secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccion de tipo IS del
elemento compuesto truncado, formando de este modo un primer inserto de fragmento de ADN adaptado que
comprende una secuencia saliente mantenida que esta determinada por el elemento compuesto de mantenimiento
y una secuencia saliente nativa opuesta que esta determinada por la secuencia nativa del primer fragmento de
ADN para el ensamblaje;

(D) cortar el segundo vector intermedio con una enzima de restriccion de tipo IS que reconoce la secuencia de
reconocimiento de la enzima de restriccion de tipo |IS del elemento compuesto de mantenimiento y una enzima de
restriccion de tipo 1S que reconoce la secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccion de tipo IS del
elemento compuesto truncado, formando asi un segundo inserto de fragmento de ADN adaptado que comprende
una secuencia saliente mantenida que esta determinada por el elemento compuesto de mantenimiento y una
secuencia saliente nativa opuesta que esta determinada por la secuencia nativa del segundo fragmento de ADN
para el ensamblaje;

en donde

(i) el primer y segundo fragmentos de ADN adaptados son fragmentos terminales en donde sus secuencias
salientes nativas son complementarias, de modo que estan dispuestas para ligarse entre si; 0

(i) se proporcionan uno o mas fragmentos de ADN medios para ensamblaje en donde el primer y segundo
fragmentos de ADN adaptados son fragmentos terminales respectivos en el ensamblaje, y el uno o mas
fragmentos de ADN medios estan dispuestos para ligarse entre el primer y segundo fragmentos de ADN
adaptados a través de secuencias nativas salientes complementarias;

que comprende ademas el paso de ligar juntos, con una ligasa, el primer y segundo fragmentos de ADN adaptados,
o el primer y segundo fragmentos de ADN adaptados y uno o mas fragmentos de ADN intermedios, para formar
un fragmento de ADN ensamblado que tiene salientes mantenidos en cada extremo.

8. El método segun la reivindicacion 7, en donde el fragmento de ADN medio comprende una primera secuencia
saliente nativa que es complementaria a la saliente nativa del primer fragmento de ADN adaptado y una segunda
secuencia saliente nativa que es complementaria a la saliente nativa del segundo fragmento de ADN adaptado.

9. El método segun la reivindicacién 7, en donde el método comprende dos o mas fragmentos de ADN medios para el
ensamblaje, los fragmentos de ADN medios comprenden secuencias salientes nativas que son complementarias al
saliente nativo de un fragmento de ADN medio vecino, de modo que puedan ligarse entre si en un orden
predeterminado; y en donde el primer y el tltimo fragmento de ADN intermedio de la secuencia estan dispuestos para
ligarse al primer fragmento de ADN adaptado y al segundo fragmento de ADN adaptado respectivos mediante
secuencias sobresalientes nativas complementarias.

10. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9, en donde un fragmento de ADN medio para el ensamblaje
es proporcionado por

proporcionar otro acido nucleico metilado linealizado mediante corte con enzima de restriccion de un acido
nucleico, en donde el &cido nucleico comprende un primer y un segundo elementos de restriccién protegibles
contra la metilacién con una secuencia de descarte entre ellos, o proporcionar una version del mismo previamente
cortada con enzima de restriccién a la que se le ha eliminado la secuencia de descarte,

en donde el primer y segundo elementos de restriccion protegibles por metilacién del acido nucleico comprenden
cada uno:

- una secuencia de reconocimiento de enzima de restriccién de tipo IIS; y
- una secuencia de reconocimiento de metilasa del ADN,

en donde la secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccion de tipo 1IS y la secuencia de
reconocimiento de la metilasa de ADN se solapan de tal manera que la base metilable por la metilasa de
ADN se encuentra dentro de la secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccion de tipo IS,

en donde la secuencia de reconocimiento de la metilasa del ADN no es idéntica ni estd rodeada por la
secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccién tipo IIS, y
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en donde la secuencia de reconocimiento de metilasa del ADN no se solapa con la secuencia que
formaria la secuencia del extremo sobresaliente generada por la enzima de restriccion de tipo IIS, y

en donde el primer y segundo elementos de restriccion protegibles por metilacion estan metilados con
la metilasa del ADN que reconoce la secuencia de reconocimiento de la metilasa del ADN; y

en donde el acido nucleico comprende ademas secuencias opuestas no protegibles de reconocimiento
de enzimas de restriccion de tipo IS proporcionadas en el lado opuesto del sitio de corte de cada uno
de los elementos de restriccion protegibles contra metilacion primero y segundo para proporcionar dos
elementos compuestos truncadores,

en donde el elemento compuesto truncador es una disposicion en donde la secuencia de reconocimiento
de la enzima de restriccion de tipo IS opuesta del elemento compuesto truncador esta dispuesta para
dirigir la enzima de restriccion de tipo |IS para cortar el acido nucleico en un sitio que esta dentro de la
secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccién de tipo IS del elemento de restriccion
metilable-protegible, y/o dentro de los nucleotidos entre el sitio de corte y la secuencia de reconocimiento
de la enzima de restriccién de tipo 1S del elemento de restriccién metilable-protegible;

en donde el acido nucleico es cortado con enzima de restriccidon por una enzima de restriccion tipo 11S
que reconoce las secuencias opuestas de reconocimiento de enzimas de restriccion tipo IS, formando
asi el acido nucleico metilado linealizado adicional;

proporcionar un fragmento de ADN medio adaptado para ensamblaje que tiene extremos salientes que
estan adaptados para ligarse a los extremos salientes del acido nucleico metilado linealizado adicional;

ligar el fragmento de ADN medio adaptado para su ensamblaje y acido nucleico metilado linealizado
adicionalmente con una ligasa para formar un vector intermedio metilado;

transformar el vector intermedio metilado en una cepa bacteriana que no expresa la metilasa del ADN
que reconoce cualquiera de las secuencias de reconocimiento de la metilasa del ADN de los elementos
de restriccion protegibles por metilaciéon, formando de ese modo un vector intermedio que no esta
metilado;

aislar el vector intermedio;

cortar el vector intermedio con enzimas de restriccién que reconocen la secuencia de reconocimiento
de la enzima de restriccion tipo IS de los elementos de restriccién protegibles por metilacion, formando
asi un inserto de fragmento de ADN medio que comprende secuencias salientes nativas en cada
extremo que estan determinadas por la secuencia nativa del fragmento de ADN medio para el
ensamblaje.

11. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 7 a 10, que comprende ademas el paso de proporcionar un
vector de destino linealizado para la insercién de los fragmentos de ADN ensamblados, opcionalmente en donde el
vector de destino linealizado se proporciona cortando un vector de destino circular con la misma(s) enzima(s) de
restriccion de tipo 1S que reconocen las secuencias de reconocimiento de la enzima de restriccion de tipo IS del
elemento compuesto de mantenimiento y/o truncamiento.

12. Una composicién que comprende el acido nucleico segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6.

13. Un kit que comprende uno o mas acidos nucleicos segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, y una enzima
de restriccién y/o una ligasa.

14. Una célula huésped que comprende el acido nucleico segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6.

15. Uso del acido nucleico segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 para ensamblar fragmentos de ADN de
interés, opcionalmente en donde el uso es in vitro.
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