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DESCRIPCION

Enzimas que tienen actividad de alfa-amilasa y métodos de uso de las mismas
Campo de la Invencion

[0001] Esta invencién se refiere en general a las enzimas, a los polinucledtidos que codifican las enzimas, al uso de
tales polinucledtidos y polipéptidos, y mas especificamente, a las enzimas que tienen actividad de alfa-amilasa.

Antecedentes de la Invencion

[0002] EI almidon es un carbohidrato complejo que se encuentra a menudo en la dieta humana. La estructura del
almidon es polimeros de glucosa enlazados por enlaces a-1,4 y a-1,6 glucosidicos. La amilasa es una enzima que
cataliza la hidrodlisis de los almidones para su transformacion en azucares. Las amilasas hidrolizan enlaces a-1,4-
glucosidicos internos en el almidén, en gran medida aleatoriamente, para asi producir maltodextrinas de menor peso
molecular. La descomposicion del almidon es importante en el sistema digestivo y comercialmente. Las amilasas son de
considerable valor comercial, siendo usadas en las etapas iniciales (licuefaccion) del procesamiento de almidén; en la
molienda de maiz en humedo; en la produccion de alcohol; como agentes limpiadores en matrices de detergente; en la
industria textil para el desalmidonado; en aplicaciones de horneo; en la industria de las bebidas; en campos petroliferos
en procesos de perforacion; en el entintado de papel reciclado y en piensos para animales. Las amilasas son también
utiles en el desencolado textil, en procesos de fermentacion, en la modificacién del almidon en la industria del papel y de
la pasta papelera y en otros procesos descritos en la técnica.

[0003] Las amilasas son producidas por una amplia variedad de microorganismos entre los que se incluyen los Bacillus
y los Aspergillus, siendo las de la mayoria de las amilasas comerciales producidas a partir de fuentes bacterianas tales
como Bacillus licheniformis, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus subtilis o Bacillus stearothermophilus. En los ultimos
afios, las enzimas que han venido siendo usadas comercialmente han venido siendo las obtenidas de Bacillus
licheniformis debido a su estabilidad térmica y a su actuacion, al menos a pHs neutros y moderadamente alcalinos.

[0004] La FR 2 778 412 A1 y Lévéque et al., FEMS Microbiol Lett. 1 mayo 2000; 186(1):67-71 describen un proceso
para producir a-amilasa termofilica que comprende la expresién del gen de a-amilasa de Thermococcus hydrothermalis
en E. coli.

[0005] En general, el procesamiento del almidon para su conversion en fructosa consta de cuatro pasos: licuefaccion del
almidén granular, sacarificacién del almidén licuado para su conversidon en dextrosa, purificacion e isomerizacion a
fructosa. El objeto de un proceso de licuefaccion de almidon es el de convertir una suspensién concentrada de granulos
de polimero de almidén en una solucién de dextrinas solubles de baja viscosidad y de menor longitud de cadena. Este
paso es esencial para la comoda manipulacion con equipos estandar y para una eficiente conversion en glucosa u otros
azucares. Para licuar el almidon granular es necesario gelatinizar los granulos aumentando la temperatura del almidon
granular hasta mas de aproximadamente 72°C. El proceso de calentamiento rompe instantaneamente los granulos de
almidoén insolubles para asi producir una soluciéon de almidén hidrosoluble. La solucion de almidén solubilizada es luego
licuada por amilasa. Un granulo de almidon se compone de: un 69-74% de amilopectina, un 26-31% de amilosa, un 11-
14% de agua, un 0,2-0,4% de proteina, un 0,5-0,9% de lipido, un 0,05-0,1% de ceniza, un 0,02-0,03% de fésforo y un
0,1% de pentosan. Aproximadamente un 70% de un granulo es amorfo y un 30% es cristalino.

[0006] Un proceso de licuefaccién enzimatica comin supone ajustar el pH de una lechada de almidén granular a un
valor situado entre 6,0 y 6,5, que es el 6ptimo valor pH de la alfa-amilasa derivada de Bacillus licheniformis, con adicion
de hidréxido de calcio, hidroxido sédico o carbonato sddico. La adicion de hidroxido de calcio tiene la ventaja de
proporcionar también iones de calcio, que se sabe que estabilizan a la alfa-amilasa contra la inactivacion. Tras la adicion
de alfa-amilasa, la suspension es bombeada a través de un chorro de vapor para aumentar instantaneamente la
temperatura hasta un valor situado entre 80 grados y 115 grados C. El almidén es inmediatamente gelatinizado v,
debido a la presencia de la alfa-amilasa, despolimerizado por la alfa-amilasa mediante hidrélisis aleatoria de enlaces
glicosidicos a-(1-4), siendo asi convertido en una masa fluida que se bombea facilmente.

[0007] En una segunda variacién del proceso de licuefaccion, la alfa-amilasa es afiadida a la suspensién de almidon, la
suspensién es mantenida a una temperatura de 80-100 grados C para hidrolizar parcialmente los granulos de almidon, y
la suspension de almiddn parcialmente hidrolizado es bombeada a través de un chorro que esta a temperaturas de mas
de aproximadamente 105 grados C para asi gelatinizar a fondo toda estructura granular restante. Tras haber enfriado el
almidon gelatinizado, puede hacerse una segunda adicién de alfa-amilasa para hidrolizar adicionalmente el almidén.

[0008] Una tercera variacion de este proceso es el llamado proceso de molienda en seco. En la molienda en seco se
muele grano entero y se le combina con agua. El germen es opcionalmente eliminado mediante separacién por flotaciéon
o bien mediante técnicas equivalentes. La mezcla resultante, que contiene almidon, fibra, proteina y otros componentes
del grano, es licuada usando alfa-amilasa. La practica general en la técnica es la de realizar la licuefaccion enzimatica a
una temperatura mas baja cuando se usa el proceso de molienda en seco. En general se cree que la licuefaccion a baja
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temperatura es menos eficiente que la licuefaccion a alta temperatura para la conversién de almidon en dextrinas
solubles.

[0009] Tipicamente, tras la gelatinizacion la solucion de almidén es mantenida a una temperatura elevada en presencia
de alfa-amilasa hasta ser alcanzado un DE de 10-20, lo cual representa habitualmente un periodo de tiempo de 1-3
horas. El equivalente de dextrosa (DE) es el estandar industrial para medir la concentracion de azucares reductores
totales, calculada como D-glucosa sobre la base del peso en seco. El almidén granular no hidrolizado tiene un DE de
virtualmente cero, mientras que el DE de la D-glucosa es por definicion de 100.

[0010] La molienda de maiz en hiumedo es un proceso que produce aceite de maiz, harina de gluten, pienso de gluten y
almidén. A menudo se usa amilasa alcalina en la licuefaccion de almidon y se usa glucoamilasa en la sacarificacion,
produciendo glucosa. El maiz, que es un grano que consta de un revestimiento exterior de la semilla (fibra), almidon,
una combinacién de almidén y glucosa y el germen interior, es sometido a un proceso que se desarrolla en cuatro pasos
y redunda en la produccion de almidén. El maiz es puesto en remojo, desgerminado y desfibrado, y finalmente se
separa el gluten. En el proceso de maceracion se quitan los solubles. El producto que queda tras haber quitado los
solubles es desgerminado, lo cual redunda en una produccién de aceite de maiz y una produccion de una torta de aceite
que es afadida a los solubles del paso de maceracién. El producto que queda es desfibrado y los sélidos de fibra son
afnadidos a la mezcla de torta de aceite y solubles. La mezcla de sdlidos de fibra, torta de aceite y solubles forma un
pienso de gluten. Tras el desfibrado, el producto que queda es sometido a separacion del gluten. Esta separacion
redunda en harina de gluten y almidén. El almidén es luego sometido a licuefaccidon y sacarificacion para producir
glucosa.

[0011] El enranciamiento de los productos horneados (tal como el pan) ha sido reconocido como un problema que se
agrava en la medida en que media un mayor espacio de tiempo entre el momento de preparacién del producto de
panificacién y el momento de su consumo. El vocablo “enranciamiento” se usa para describir cambios indeseables para
el consumidor en las propiedades del producto de panificacion tras haber salido el mismo del horno, tales como un
incremento de la firmeza de la miga, una disminucion de la elasticidad de la miga y cambios en la costra, que deviene
dura y correosa. La firmeza de la miga del pan sigue aumentando durante el almacenamiento hasta llegar a alcanzar un
nivel que se considera negativo. El incremento de la firmeza de la miga, que es considerado como el aspecto mas
importante del enranciamiento, es reconocido por el consumidor mucho tiempo antes de que el producto de panificacion
haya llegado a ser de otra manera inadecuado para el consumo.

[0012] El proceso de preparacion de jarabe contiene proporciones de polimeros con grados de polimerizacion (DP) de 4
0 mas, lo cual podria ser perjudicial. La patente U.S. N° 5.141.859 propuso un proceso para la preparacion de un jarabe
con alto contenido de maltosa en el que se emplean dos pasos de sacarificacion sucesivos. Este documento propugna
de hecho un proceso que comprende un primer paso de sacarificacion en presencia de una beta-amilasa y un
subsiguiente paso de sacarificacién en presencia de una alfa-amilasa maltogénica. Segun este documento, la alfa-
amilasa maltogénica se usa después del primer paso de sacarificacion con beta-amilasa para hidrolizar los
oligosacaridos (de DP 3 a DP 7) y en esencia la maltotriosa (trisacarido) para su conversién en maltosa y glucosa.

[0013] Hay por consiguiente necesidad en la industria de una identificacion y optimizacion de amilasas acidas que sean
utiles para procesos comerciales de licuefaccién de almidén de maiz. Estas amilasas acidas de segunda generacion
ofreceran unas caracteristicas de fabricaciéon y/o actuacion mejoradas en comparacion con las de las enzimas estandar
que se usan en la industria.

[0014] Las publicaciones sobre las que aqui se trata se indican solamente en atenciéon a su publicacién antes de la
fecha de presentacion de la presente solicitud. Nada de lo aqui expuesto debera interpretarse como una admisién de
que la invencion no tenga derecho a anticiparse a tal publicacién en virtud de una invencién anterior.

Breve Exposicién de la Invencion

[0015] La invencion aporta un acido nucleico aislado que tiene una secuencia como la expuesta en la ID SEC N° 1y
codifica polipéptidos que tienen actividad de alfa-amilasa.

[0016] Un aspecto de la invencién es un acido nucleico aislado que tiene una secuencia como la expuesta en la ID SEC
N°: 1, secuencias practicamente idénticas a la misma, y secuencias complementarias de la misma.

[0017] Otro aspecto de la invenciéon es un acido nucleico aislado que codifica un polipéptido o un fragmento funcional
del mismo que tiene una secuencia como la que se expone en la ID SEC N° 2 y secuencias practicamente idénticas a
la misma.

[0018] En aun otro aspecto, la invencidn aporta un polipéptido purificado que tienen una secuencia como la que se
expone en las secuencias de aminoacidos de la ID SEC N° 2, y secuencias practicamente idénticas a la misma.
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[0019] Otro aspecto de la invencion es un anticuerpo aislado o purificado que se une especificamente a un polipéptido
que tiene una secuencia como la que se expone en las secuencias de aminoacidos de la ID SEC N°: 2, y secuencias
practicamente idénticas a la misma.

[0020] Otro aspecto de la invencion es un método para hacer un polipéptido que tiene una secuencia como la que se
expone en las secuencias de aminoacidos de la ID SEC N°: 2, y secuencias practicamente idénticas a la misma. El
método incluye el paso de introducir un acido nucleico que codifica al polipéptido en una célula huésped, en donde el
acido nucleico esta operativamente ligado a un promotor, y el paso de cultivar la célula huésped bajo condiciones que
permitan la expresion del &cido nucleico.

[0021] El método incluye los pasos de introducir un acido nucleico que codifica al polipéptido en una célula huésped, en
donde el acido nucleico esta operativamente ligado a un promotor, y cultivar la célula huésped bajo condiciones que
permitan la expresion del acido nucleico, produciendo con ello el polipéptido.

[0022] Otro aspecto de la invencién es un método que es para generar una variante e incluye los pasos de obtener un
acido nucleico que tenga una secuencia como la que se expone en las secuencias de acido nucleico de la ID SEC N°: 1,
secuencias practicamente idénticas a la misma, secuencias complementarias de las secuencias de acido nucleico de la
ID SEC N°: 1 y cambiar uno o varios nucleotidos en la secuencia por otro nucleétido, delecionar uno o varios nucleétidos
en la secuencia, o afiadir uno o varios nucleétidos a la secuencia.

[0023] Otro aspecto de la invencion es un ensayo para identificar fragmentos o variantes de secuencias de aminoacidos
de la ID SEC N° 2 y secuencias practicamente idénticas a la misma que conservan la funcion enzimatica de los
polipéptidos de las secuencias de aminoacidos de la ID SEC N°: 2 y secuencias practicamente idénticas a las mismas.
El ensayo incluye los pasos de poner al polipéptido de las secuencias de aminoacidos de la ID SEC N°: 2, a secuencias
practicamente idénticas a las mismas o a un fragmento o una variante del polipéptido en contacto con una molécula de
sustrato bajo condiciones que le permitan funcionar al fragmento o a la variante del polipéptido, y detectar ya sea una
disminucion del nivel de sustrato o bien un incremento del nivel del especifico producto de reaccion de la reaccién entre
el polipéptido y el sustrato, identificando con ello un fragmento o una variante de tales secuencias.

[0024] La invencidn también aporta un proceso que es para preparar una masa o un producto horneado preparado a
partir de la masa y comprende el paso de afiadir una amilasa de la invencién a la masa en una cantidad que sea eficaz
para retardar el enranciamiento del pan. La invencion también aporta una masa que comprende dicha amilasa y una
premezcla que comprende harina junto con dicha amilasa. Finalmente, la invencién aporta un aditivo enzimatico de
horneo que contiene dicha amilasa.

[0025] El uso de la amilasa segun la presente invencion proporciona un mejorado efecto anti-enranciamiento, medido p.
ej. en forma de una menor afirmacion de la miga, del mantenimiento de la elasticidad de la miga, de una rebanabilidad
mejorada (p. ej. con menor formacién de migajas y con una miga no gomosa) y de un sabor o una apetibilidad
mejorados.

Breve Descripcion de los Dibujos

[0026] Los siguientes dibujos son ilustrativos de realizaciones de la invencion y no pretenden limitar el alcance de la
invencion, que es el abarcado por las reivindicaciones.

La Figura 1 es un diagrama de bloques de un sistema informatico.

La Figura 2 es un diagrama de flujo que ilustra una realizaciéon de un proceso para comparar una nueva secuencia
nucleotidica o proteinica con una base de datos de secuencias a fin de determinar los niveles de homologia entre la
nueva secuencia y las secuencias de la base de datos.

La Figura 3 es un diagrama de flujo que ilustra una realizacién de un proceso ejecutado en un ordenador para
determinar si dos secuencias son homologas.

La Figura 4 es un diagrama de flujo que ilustra una realizacién de un proceso identificador 300 para detectar la
presencia de una caracteristica en una secuencia.

La Figura 5 ilustra una Curva Estandar de muestra del ensayo del Ejemplo 2.

Las Figuras 6a y 6b muestran los fragmentos de peso molecular en jarabes que usan enzimas de la invencion y
enzimas comerciales.

La Figura 7 es las secuencias de la invencion.

La Figura 8 muestra una comparacion de perfiles de oligosacaridos para la ID SEC N°: 2 y amilasas comerciales.

Descripcion Detallada de la Invenciéon

[0027] La presente invencidn se refiere a las alfa-amilasas y a los polinucleétidos que las codifican. En el sentido en el
que se la utiliza en la presente, la expresion “alfa-amilasa” incluye a las enzimas que tienen actividad de alfa-amilasa,
como son por ejemplo las enzimas que son capaces de hidrolizar almidén para su conversion en azucares. A diferencia
de muchas amilasas conocidas, la amilasa del ejemplo de la invencién, que se expone en la ID SEC N°: 2, no es una
enzima calcio-dependiente.
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[0028] Es altamente deseable poder hacer que disminuya la dependencia del Ca2+ de una alfa-amilasa. En
consecuencia, un aspecto de la invencion aporta una enzima amilasa que tiene una reducida dependencia del Ca2+ en
comparacion con las amilasas comerciales o progenitoras. La reducida dependencia del Ca2+ tendra en general la
consecuencia funcional de que la variante presenta una satisfactoria actividad amilolitica en presencia de una
concentracién de iones de calcio en el medio extrafio mas baja que la que es necesaria para una enzima comercial o
progenitora. Dicha reducida dependencia del Ca2+ tendra ademas a menudo la consecuencia de que la variante es
menos sensible a las condiciones de deplecién de los iones de calcio tales como las que se dan en medios que
contienen agentes formadores de complejos de calcio (tales como ciertos formadores de detergente).

[0029] Los polinucledtidos de la invencion han sido identificados como aquéllos que codifican polipéptidos que tienen
actividad de alfa-amilasa. Un ejemplo de enzima alfa-amilasa de la invencién se presenta en la ID SEC N°: 2, y a dicha
enzima se la denomina también aqui ID SEC N° 2. Tales amilasas de la invencidon son particularmente utiles en
procesos de molienda de maiz en humedo, detergentes, procesos de horneo, bebidas y campos petroliferos (etanol
combustible).

[0030] Las alteraciones de las propiedades que pueden lograrse en variantes de la invencion son alteraciones p. ej. de
la especificidad para el sustrato, de la fijacion al sustrato, del modelo de disociacion del sustrato, de la estabilidad
térmica, del perfil de pH/actividad, del perfil de pH/estabilidad, tal como una incrementada estabilidad a bajos valores pH
(como p. €j. a un pH < 6, y en particular a un pH < 5) o a altos valores pH (como p. €j. a un pH > 9), de la estabilidad
frente a la oxidacion, de la dependencia del Ca2+, de la actividad especifica y de otras propiedades de interés. Por
ejemplo, la alteracion puede redundar en una variante que en comparacion con la amilasa progenitora tenga una
reducida dependencia del Ca2+ y/o un perfil de pH/actividad alterado.

[0031] La molienda de maiz en humedo es un proceso que produce aceite de maiz, harina de gluten, pienso de gluten y
almidon. Las amilasas de la invencién, incluyendo la ID SEC N° 2, se usan en la licuefaccion de almidon y se usa
glucoamilasa en la sacarificacion, produciendo glucosa. Las propiedades de las amilasas de la presente invencién son
singulares por cuanto que permiten la produccion de jarabes licuados que pueden ser convertidos para presentar
niveles de dextrosa mas altos que los de un jarabe licuado por amilasa de Bacillus convencional. Como puede verse en
las Figuras 6a-6b y en los Ejemplos, el perfil del peso molecular del almidén licuado producido por amilasas comerciales
derivadas de Bacillus licheniformis y Bacillus stearothermophilus presenta una distribuciéon bimodal con un pico primario
al nivel de un MW (MW = peso molecular) de 1000-2000, que representa aproximadamente un 60% de la masa, y con
un pico secundario al nivel de un MW de 30.000-40.000. Ademas, hay una considerable fraccion al nivel de un MW de
mas de 100.000. Las amilasas de la invencion presentan una homogénea distribucion del peso molecular centrada al
nivel de un peso molecular de 1000-2000, con menos de un 10% de la masa con un peso molecular de mas de 25.000.
Los oligosacaridos de peso molecular mas alto no son totalmente convertidos en glucosa durante la sacarificacion. En
consecuencia, las amilasas comerciales contendran menos dextrosa que los jarabes sacarificados del proceso de
licuefaccion realizado por las enzimas amilasa de la presente invencién, tales como la representada en la ID SEC N°: 2
y equivalentes funcionales de la misma.

[0032] Las maltodextrinas se utilizan en una amplia variedad de aplicaciones alimentarias y de recubrimiento. Las
amilasas de fuentes archaeanas generan una extremadamente uniforme composicion de maltodextrina (véase también
Leveque et al., Enzyme and Microbial Technology 26:3-14, 2000). El uso de las amilasas de la invencion para licuar
almidén de maiz redunda en una uniforme composicion de maltodextrina. La licuefaccion puede ser llevada a cabo a un
pH de aproximadamente 4,5-6,5, y preferiblemente a un pH de alrededor de 5,0, y a temperaturas de hasta 105 grados
C o mas.

[0033] Ademas de los beneficios demostrados en la sacarificacion, los jarabes licuados pueden ser tratados con carbén,
secados por pulverizacion y utilizados como aditivos alimentarios, espesantes, ingredientes de carga poco caldricos,
agentes peliculigenos, etc. Se prevé (pero no ha sido aun probado) que las maltodextrinas con un homogéneo perfil del
peso molecular presentaran ventajas de actuacién en comparacion con las maltodextrinas con una distribucion bimodal
producidas por las enzimas de Baccillus convencionales.

[0034] Los vocablos “licuefaccion” o “licuar” significan un proceso por medio del cual el almidén es convertido en
dextrinas de cadena mas corta y menos viscosas. En general, este proceso supone una gelatinizacién del almidén que
se lleva a cabo simultdneamente a o bien va seguida por la adicion de alfa-amilasa. En los procesos comerciales se
prefiere que el almidon granular se derive de una fuente que comprende a los miembros del grupo que consta de maiz,
trigo, milo, sorgo, centeno o bulgur. Sin embargo, la presente invencion se aplica a toda fuente de almidén de cereal que
sea Uutil en licuefaccion, como p. ej. cualquier otra fuente cereal o vegetal de la que se sepa que produce almidon
adecuado para la licuefaccion.

[0035] Las expresiones “almidén granular” o “granulos de almidén” significan un componente hidroinsoluble de granos
comestibles que queda después de la eliminacidn de la cascara, de la fibra, de la proteina, de la grasa, del germen y de
los solubles mediante los pasos de maceracion, quebrantamiento mecanico, separacion, tamizado, enjuague en
contracorriente y centrifugacion que son tipicos del proceso de molienda de cereales en humedo. El almidén granular
comprende granulos de almidén intactos que contienen casi exclusivamente moléculas de almidon empacadas (es
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decir, amilopectina y amilosa). En el maiz, el componente de almidén granular comprende aproximadamente un 99% de
almidon; constando el 1% restante de proteina, grasa, ceniza, fibora y componentes presentes a nivel de trazas y
estrechamente asociados a los granulos. La estructura de empaquetamiento del almidén granular retarda severamente
la capacidad de la alfa-amilasa para hidrolizar el almidén. La gelatinizacion del almidén es utilizada para romper los
granulos para asi formar una solucién de almidén soluble y facilitar la hidrélisis enzimatica.

[0036] La expresidn “solucion de almidén” significa el almidon gelatinizado hidrosoluble que se obtiene como resultado
de calentar almidén granular. Tras un calentamiento de los granulos hasta una temperatura de mas de
aproximadamente 72 grados C, el almidén granular se disocia para asi formar una mezcla acuosa de moléculas de
almidon sueltas. Esta mezcla, que comprende por ejemplo aproximadamente un 75% de amilopectina y un 25% de
amilosa en el maiz dentado amarillo, forma una solucion viscosa en agua. En procesos comerciales para formar glucosa
o fructosa, es la solucion de almidén la que es licuada para formar una solucidon de dextrina soluble. La expresion
“actividad de alfa-amilasa” significa una actividad enzimatica que parte o hidroliza el enlace glicosidico alfa-(1-4), como
p. €]. el de los polimeros de almidén, amilopectina o amilosa. Son adecuadas alfa-amilasas las alfa-amilasas que se dan
de manera natural, asi como las amilasas recombinantes o mutantes que son Utiles en la licuefaccién de almidén. Se
incluyen en la presente técnicas para producir amilasas variantes que tienen actividad a un pH o a una temperatura que
son por ejemplo distintos de los que corresponden a la amilasa de tipo salvaje.

[0037] La gama de temperaturas de licuefaccion es en general toda temperatura de licuefaccion de la que se sepa que
es eficaz en la licuefaccion del almidén. Preferiblemente, la temperatura del almidéon es de entre aproximadamente 80
grados C y aproximadamente 115 grados C, con mayor preferencia es de aproximadamente 100 grados C a
aproximadamente 110 grados C, y con la maxima preferencia es de aproximadamente 105 grados C a
aproximadamente 108 grados C.

[0038] En una realizacién, las secuencias sefial de la invencién son identificadas a continuacién de la identificaciéon de
nuevos polipéptidos de amilasa. Las rutas por las cuales las proteinas son clasificadas y transportadas a su correcta
ubicaciéon celular se denominan a menudo rutas de direccionamiento de proteinas. Uno de los elementos mas
importantes en todos estos sistemas de direccionamiento es una corta secuencia de aminoacidos en el terminal amino
de un polipéptido de nueva sintesis llamado la secuencia sefal. Esta secuencia sefal dirige a una proteina a su
ubicacién apropiada en la célula y es eliminada durante el transporte o cuando la proteina llega a su destino final. Las
de la mayoria de las proteinas lisosomales, de membrana o secretadas tienen una secuencia sefial amino-terminal que
las marca para su translocacion al lumen del reticulo endoplasmico. Se han determinado mas de 100 secuencias sefial
para proteinas de este grupo. Las secuencias varian en longitud de 13 a 36 residuos de aminoacidos. Son conocidos
para los expertos en la materia varios métodos de reconocimiento de secuencias sefial. En una realizacién, los péptidos
son identificados por un método denominado SignalP. El método SignalP usa una red neural combinada que reconoce
tanto a los péptidos sefial como a sus sitios de corte. (Nielsen, H., Engelbrecht, J. Brunalk, S., von Heijne, G.,
“Identification of prokaryotic and eukaryotic signal peptides and prediction of their cleavage sites”, Protein Engineering,
vol. 10, N° 1, pp. 1-6 (1997)). Debe entenderse que algunas de las amilasas de la invencidén pueden no tener secuencias
sefial. Puede ser deseable incluir una secuencia de acido nucleico que codifique una secuencia sefial de una amilasa
operativamente ligada a una secuencia de acido nucleico de una amilasa distinta, o bien opcionalmente puede desearse
una secuencia sefial de una proteina no amilasa.

[0039] En el sentido en el que se las utiliza en la presente, las frases “acido nucleico” o “secuencia de acido nucleico” se
refieren a un oligonucledtido, un nucledtido, un polinucleétido o un fragmento de cualquiera de éstos, a DNA o RNA de
origen gendmico o sintético que puede ser de una sola hebra o de doble hebra y puede representar una hebra sentido o
antisentido, a acido nucleico peptidico (PNA), o bien a cualquier material tipo DNA o tipo RNA, de origen natural o
sintético.

[0040] Una “secuencia codificadora de” o una “secuencia nucleotidica que codifica” un particular polipéptido o proteina
es una secuencia de acido nucleico que es transcrita y traducida a un polipéptido o proteina al ser puesta bajo el control
de apropiadas secuencias reguladoras.

[0041] El vocablo “gen” significa el segmento de DNA implicado en la produccién de una cadena polipeptidica; e incluye
a regiones que preceden y siguen a la region codificadora (conductora y remolque), asi como, donde sea aplicable,
secuencias interventoras (intrones) entre segmentos codificadores individuales (exones).

[0042] En el sentido en el que se las utiliza en la presente, las expresiones “aminoacido” o “secuencia de aminoacidos”
se refieren a un oligopéptido, un péptido, un polipéptido o una secuencia proteica, o a un fragmento, una porcién o una
subunidad de cualquiera de éstos, y a moléculas sintéticas o que se dan de manera natural.

[0043] En el sentido en el que se le utiliza en la presente, el vocablo “polipéptido” se refiere a aminoacidos unidos entre
si por enlaces peptidicos o enlaces peptidicos modificados, es decir, isoésteres peptidicos, y pueden contener
aminoacidos modificados distintos de los 20 aminoacidos codificados por genes. Los polipéptidos pueden ser
modificados ya sea mediante procesos naturales, tales como el procesamiento postraslacional, o bien mediante técnicas
de modificaciéon quimica que son perfectamente conocidas en la técnica. Las modificaciones pueden producirse en
cualquier sitio en el polipéptido, incluyendo la cadena principal peptidica, las cadenas laterales de aminoacidos y los
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terminales amino o carboxilo. Se apreciara que el mismo tipo de modificacion puede estar presente en iguales o
variables grados en varios sitios en un polipéptido dado. También un polipéptido dado puede tener muchos tipos de
modificaciones. Las modificaciones incluyen a los miembros del grupo que consta de acetilizacion, acilacion, ribosilacion
de ADP, amidacion, unién covalente de flavina, uniéon covalente de una mitad heme, unién covalente de un nucleétido o
derivado nucleotidico, unién covalente de un lipido o derivado lipidico, unién covalente de un fosfitidilinositol, ciclizacion
reticulante, formacién de enlaces disulfuro, desmetilizacion, formacion de enlaces intermoleculares covalentes,
formacion de cisteina, formacion de piroglutamato, formilacion, gamma-carboxilacion, glicosilacién, formacion de
anclajes GPI, hidroxilacion, yodacién, metilaciéon, miristoilacion, oxidacion, pegilacion, procesamiento proteolitico,
fosforilacion, prenilacion, racemizacién, selenoilacion, sulfatacién y adicion mediada por RNA de transferencia de
aminoacidos a proteina tal como arginilacion. (Véanse Creighton, T.E., Proteins - Structure and Molecular Properties 22
Ed., W.H. Freeman and Company, Nueva York (1993); Posttranslational Covalent Modification of Proteins, B.C.
Johnson, redactor en jefe., Academic Press, Nueva York, pp. 1-12 (1983)).

[0044] En el sentido en el que se le utiliza en la presente, el vocablo “aislado” significa que el material es retirado de su
ambiente original (como p. €j. el ambiente natural si se da de manera natural). Por ejemplo, un polinucleétido o
polipéptido que se da de manera natural y esta presente en un animal viviente no estd aislado, pero el mismo
polinucledtido o polipéptido separado de algunos de los materiales que coexisten en el sistema natural, o de todos ellos,
esta aislado. Tales polinucleétidos podrian ser parte de un vector y/o tales polinucleétidos o polipéptidos podrian ser
parte de una composicion, y seguirian estando aislados si tal vector o composicion no es parte de su ambiente natural.

[0045] En el sentido en el que se le utiliza en la presente, el vocablo “purificado” no requiere una pureza absoluta; sino
gue mas bien pretende ser una definicion relativa. Los acidos nucleicos individuales obtenidos de una biblioteca han
sido purificados convencionalmente hasta una homogeneidad electroforética. Las secuencias obtenidas de estos clones
no podrian ser obtenidas directamente ya sea de la biblioteca o bien de DNA humano total. Los acidos nucleicos
purificados de la invencion han sido purificados a partir del resto del DNA gendmico en el organismo al menos 104-106
veces. Sin embargo, el vocablo “purificado” también incluye a acidos nucleicos que han sido purificados a partir del resto
del DNA gendmico o de ofras secuencias en una biblioteca u otro ambiente en al menos un orden de magnitud,
tipicamente en dos o tres 6rdenes, y mas tipicamente en cuatro o cinco 6érdenes de magnitud.

[0046] En el sentido en el que se le utiliza en la presente, el vocablo “recombinante” significa que el acido nucleico es
adyacente a un &cido nucleico de “cadena principal” al cual no es adyacente en su ambiente natural. Adicionalmente,
para estar “enriquecidos”, los acidos nucleicos representaran un 5% o mas del nimero de insertos de acido nucleico en
una poblacion de moléculas de cadena principal de acido nucleico. Las moléculas de cadena principal segun la
invencién incluyen a acidos nucleicos tales como vectores de expresioén, acidos nucleicos autorreplicantes, virus, acidos
nucleicos integrantes y otros vectores o acidos nucleicos usados para mantener o manipular un inserto de acido
nucleico de interés. Tipicamente, los acidos nucleicos enriquecidos representan un 15% o mas del nimero de insertos
de acido nucleico en la poblacién de moléculas de cadena principal recombinante. Mas tipicamente, los acidos nucleicos
enriquecidos representan un 50% o mas del niumero de insertos de acido nucleico en la poblaciéon de moléculas de
cadena principal recombinante. En una realizacion, los acidos nucleicos enriquecidos representan un 90% o mas del
numero de insertos de acido nucleico en la poblacién de moléculas de cadena principal recombinante.

[0047] Las expresiones polipéptidos o proteinas “recombinantes” se refieren a polipéptidos o proteinas producidos por
técnicas de DNA recombinante; es decir, producidos a partir de células transformadas por un constructo de DNA
exogeno que codifica el polipéptido o la proteina deseado(a). Son polipéptidos o proteinas “sintéticos” los preparados
mediante sintesis quimica. Pueden también usarse métodos de sintesis quimica de péptidos en fase sélida para
sintetizar el polipéptido o los fragmentos de la invencion. Tales métodos han sido conocidos en la técnica desde los
comienzos de la década de 1960 (Merrifield, R. B., J. Am. Chem. Soc., 85:2149-2154, 1963) (véase también Stewart, J.
J. y Young, J. D., Solid Phase Peptide Synthesis, 22 Ed., Pierce Chemical Co., Rockford, Ill., pp. 11-12)) y han sido
recientemente empleados en kits de disefio y sintesis de péptidos en laboratorio que estan disponibles comercialmente
(Cambridge Research Biochemicals). Tales kits de laboratorio que estan comercialmente disponibles han utilizado en
general las ensefianzas de H. M. Geysen et al.,, Proc. Natl. Acad. Sci., EE.UU., 81:3998 (1984) y permiten la
sintetizacion de péptidos en las puntas de una multitud de “varillas” o “puias” que estan todas ellas unidas a un Unico
plato. Cuando se utiliza un sistema de este tipo, un plato de varillas o puas es invertido e insertado en un segundo plato
de correspondientes pocillos o depdsitos que contienen soluciones para unir o anclar un apropiado aminoacido a las
puntas de las varillas o puas. Repitiendo un paso de proceso de este tipo, es decir, invirtiendo e insertando las puntas
de las varillas y puas en apropiadas soluciones, los aminoacidos son incorporados a los péptidos deseados. Ademas
esta disponible una serie de sistemas de sintesis de péptidos FMOC con los que se cuenta. Por ejemplo, el ensamblaje
de un polipéptido o fragmento puede ser realizado sobre un soporte sélido usando un sintetizador de péptidos
automatizado Modelo 431 A de la Applied Biosystems, Inc. Tal equipo proporciona un facil acceso a los péptidos de la
invencién, ya sea mediante sintesis directa o bien mediante sintesis de una serie de fragmentos que pueden ser
acoplados usando otras técnicas conocidas.

[0048] Una secuencia promotora es “ligada operativamente a” una secuencia codificadora cuando la RNA polimerasa
que inicia la transcripcion en el promotor transcriba la secuencia codificadora en mRNA.
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[0049] Los “plasmidos” se designan mediante una “p” minuscula precedida y/o seguida por letras mayusculas y/o
numeros. Los plasmidos de partida de los que aqui se trata estan ya sea comercialmente disponibles, a disposicion del
publico sin limitaciones, o bien pueden construirse a partir de plasmidos disponibles segun procedimientos publicados.
Ademas, plasmidos equivalentes a los aqui descritos son conocidos en la técnica y seran obvios para el experto en la
materia.

[0050] La expresion “digestion” de DNA se refiere a la fragmentacion catalitica del DNA con una enzima de restriccion
que actua tan soélo en ciertas secuencias en el DNA. Las distintas enzimas de restriccion que aqui se usan estan
disponibles comercialmente y sus condiciones de reaccién, cofactores y otros requisitos fueron usados como seria
sabido para el experto en la materia. A efectos analiticos, tipicamente se usa 1 ug de plasmido o fragmento de DNA con
aproximadamente 2 unidades de enzima en aproximadamente 20 yl de solucion tampén. A efectos de aislar los
fragmentos de DNA para la construccion de plasmidos, tipicamente se digieren de 5 a 50 ug de DNA con 20 a 250
unidades de enzima en un mayor volumen. Los apropiados tampones y las apropiadas cantidades de sustrato para las
determinadas enzimas de restricciéon en particular estan especificados por el fabricante. Se usan de ordinario unos
tiempos de incubacion de aproximadamente 1 hora a 37°C, pero los mismos pueden variar segun las instrucciones del
proveedor. Tras la digestion, puede llevarse a cabo electroforesis en gel para aislar el fragmento deseado.

[0051] El vocablo “oligonucledtido” se refiere ya sea a un polidesoxinucleétido de una sola hebra o bien a dos hebras de
polidesoxinucledtido complementarias que pueden ser sintetizadas quimicamente. Tales oligonucleétidos sintéticos no
tienen fosfato del lado 5’, y por consiguiente no se ligaran a otro oligonucleétido sin afiadir un fosfato con un ATP (ATP =
trifosfato de adenosina) en presencia de una quinasa. Un oligonucleétido sintético se ligara a un fragmento que no haya
sido desfosforilado.

[0052] La frase “sustancialmente idénticos” en el contexto de dos acidos nucleicos o polipéptidos se refiere a dos 0 mas
secuencias que tienen al menos una identidad de nucleétidos o de residuos de aminoacidos de un 90-95%, al ser
comparados y alineados para una maxima correspondencia, segun mediciéon efectuada usando uno de los algoritmos de
comparacion de secuencias conocidos o bien mediante inspeccioén visual. En algunas realizaciones, las secuencias son
sustancialmente idénticas dentro de toda la longitud de las regiones codificantes.

[0053] Adicionalmente, una secuencia de aminoacidos “sustancialmente idéntica” es una secuencia que se diferencia de
una secuencia de referencia en una o varias sustituciones, deleciones o inserciones conservadoras o no conservadoras
de aminoécidos, particularmente cuando tal sustitucion se produce en un sitio que no es el sitio activo de la molécula, y
siempre que el polipéptido conserve esencialmente sus propiedades funcionales. Una sustitucion de aminoacido
conservadora, por ejemplo, sustituye un aminoacido por otro de la misma clase (como p. ej. la sustitucion de un
aminoacido hidrofébico tal como isoleucina, valina, leucina o metionina por otro, o la sustituciéon de un aminoacido polar
por otro, tal como la sustitucion de arginina por lisina, de acido glutamico por acido aspartico o de glutamina por
asparagina). Por ejemplo pueden eliminarse uno o varios aminoacidos de un polipéptido alfa-amilasa, lo cual redundara
en la modificacién de la estructura del polipéptido sin alterar significativamente su actividad biolégica. Por ejemplo
pueden eliminarse aminoacidos amino- o carboxilo-terminales que no se requieran para la actividad biologica de alfa-
amilasa. Las secuencias polipeptidicas modificadas de la invenciéon pueden ser sometidas a ensayo para la
determinacion de su actividad bioldgica de alfa-amilasa por una serie de métodos, entre los que se incluye el de poner a
la secuencia polipeptidica modificada en contacto con un sustrato para alfa-amilasa y determinar si el polipéptido
modificado hace que disminuya la cantidad de sustrato especifico en el ensayo o incrementa los bioproductos de la
reaccion enzimatica de un polipéptido alfa-amilasa funcional con el sustrato.

[0054] En el sentido en el que el vocablo es utilizado en la presente, los “fragmentos” son una parte de una proteina que
se da de manera natural y puede existir en al menos dos distintas conformaciones. Los fragmentos pueden tener la
misma o sustancialmente la misma secuencia de aminoacidos como la proteina que se da de manera natural. La
expresion “sustancialmente la misma” significa que una secuencia de aminoacidos es en gran medida pero no
enteramente la misma, pero conserva al menos una actividad funcional de la secuencia a la cual es afin. Estan también
incluidos los fragmentos que tienen estructuras tridimensionales distintas de la de la proteina que se da de manera
natural. Es un ejemplo de esto una molécula “proforma”, tal como una proproteina de baja actividad que pueda ser
modificada por fragmentacién para producir una enzima madura con una actividad significantemente mas alta.

[0055] El vocablo “hibridacién” se refiere al proceso por medio del cual una hebra de acido nucleico se une a una hebra
complementaria mediante apareamiento de bases. Las reacciones de hibridacién pueden ser sensibles y selectivas, de
tal manera que una determinada secuencia de interés puede ser identificada incluso en muestras en las cuales esté
presente a bajas concentraciones. Pueden definirse condiciones adecuadamente rigurosas por ejemplo por medio de
las concentraciones de sal o formamida en las soluciones de prehibridacién y de hibridacién, o bien por medio de la
temperatura de hibridacion, y dichas condiciones son perfectamente conocidas en la técnica. La rigurosidad puede ser
en particular incrementada reduciendo la concentracion de sal, incrementando la concentracion de formamida o
incrementando la temperatura de hibridacion.

[0056] Por ejemplo, la hibridacion bajo condiciones de alta rigurosidad podria producirse en formamida
aproximadamente al 50% a una temperatura de aproximadamente 37°C a 42°C. La hibridaciéon podria producirse bajo
condiciones de reducida rigurosidad en formamida a aproximadamente una concentracion de un 35% a un 254% a una
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temperatura de aproximadamente 30°C a 35°C. En particular, la hibridacién podria producirse bajo condiciones de alta
rigurosidad a 42°C en formamida al 50%, 5 x SSPE, SDS al 0,3% y 200 n/ml de DNA de esperma de salmén cizallado y
desnaturalizado. La hibridacién podria producirse bajo condiciones de reducida rigurosidad como las descritas
anteriormente, pero en formamida al 35% y a una temperatura reducida de 35°C. La gama de temperaturas que
corresponda a un determinado nivel de rigurosidad puede estrecharse adicionalmente calculando la relacion de purina a
pirimidina del acido nucleico de interés y ajustando en consecuencia la temperatura. Son perfectamente conocidas en la
técnica variaciones de las gamas de valores y de las condiciones anteriormente mencionadas.

[0057] EIl vocablo “variante” se refiere a polinucleétidos o polipéptidos de la invencién modificados en uno o varios pares
de bases, codones, intrones, exones o residuos de aminoacidos (respectivamente), pero que sigan aun conservando la
actividad biolégica de una alfa-amilasa de la invencidon. Pueden producirse variantes por cualquier nimero de medios
entre los que se incluyen métodos tales como, por ejemplo, la PCR (PCR = reaccién en cadena de la polimerasa) sujeta
a error, el reordenamiento, la mutagénesis dirigida por oligonucledétidos, la PCR de ensamblaje, la mutagénesis por PCR
sexual, la mutagénesis in vivo, la mutagénesis en casete, la mutagénesis de ensamblaje recursivo, la mutagénesis de
ensamblaje exponencial, la mutagénesis especifica de sitio, el reensamblaje de genes, la GSSM (GSSM = mutagénesis
a saturacion en sitio génico) y cualquier combinaciéon de dichos métodos. Se incluyen en la presente técnicas para
producir amilasas variantes que tienen actividad a un pH o a una temperatura que es por ejemplo distinto(a) de los de la
amilasa de tipo salvaje.

[0058] Las enzimas son catalizadores altamente selectivos. Su sello distintivo es su capacidad para catalizar reacciones
con exquisitas estereo-, regio- y quimio-selectividades que no tienen paralelo en la quimica sintética convencional.
Ademas, las enzimas son notablemente versatiles. Pueden ser adaptadas a medida para funcionar en solventes
organicos, para operar a pHs extremos (como por ejemplo a altos pHs y a bajos pHs), a temperaturas extremas (como
por ejemplo a altas temperaturas y a bajas temperaturas) y a extremos niveles de salinidad (como por ejemplo a alto
nivel de salinidad y a bajo nivel de salinidad), y para catalizar reacciones con compuestos que no son estructuralmente
afines a sus sustratos fisioldgicos naturales.

[0059] Las enzimas son reactivas frente a una amplia gama de sustratos naturales y no naturales, permitiendo asi la
modificacién de virtualmente cualquier compuesto organico favorito. Ademas, a diferencia de lo que sucede en el caso
de los tradicionales catalizadores quimicos, las enzimas son altamente enantioselectivas y regioselectivas. El alto grado
de especificidad para grupos funcionales que presentan las enzimas permite hacer un seguimiento de cada reaccién en
una secuencia sintética que conduce a la obtencion de un compuesto con nueva actividad. Las enzimas son también
capaces de catalizar muchas reacciones diversas no relacionadas con su funcion fisiolégica en la naturaleza. Por
ejemplo, las peroxidasas catalizan la oxidacién de fenoles por peroxido de hidrégeno. Las peroxidasas pueden también
catalizar reacciones de hidroxilacion que no estan relacionadas con la funcion nativa de la enzima. Son otros ejemplos
las proteasas que catalizan la descomposicion de polipéptidos. En solucién organica algunas proteasas pueden también
acilar azucares, la cual es una funcion que esta relacionada con la funcién nativa de estas enzimas.

[0060] En un aspecto, la invencién incluye un método que es para licuar una composicién con contenido de almidén y
comprende el paso de poner al almidén en contacto con un polipéptido de la invencién (como p. ej. un polipéptido
purificado seleccionado de entre los miembros del grupo que consta de polipéptidos que tienen una secuencia de
aminoacidos seleccionada de entre los miembros del grupo que consta de la ID SEC N° 2 y secuencias
complementarias de la ID SEC N°: 2). En una realizacion preferida, el polipéptido esta expuesto en la ID SEC N°: 2. El
almidén puede ser de un material seleccionado de entre los miembros del grupo que consta de arroz, arroz germinado,
maiz, cebada, trigo, legumbres y batata. Se incluye en la presente y se describe en los ejemplos un jarabe de glucosa
producido por el método de la invencién. Un jarabe de este tipo puede ser un jarabe de maltosa, un jarabe de glucosa, o
bien una combinacién de los mismos. En particular, en los jarabes producidos usando las amilasas de la invencion hay
un mas alto nivel de fraccién de DP2 y un mas alto nivel de DP3 (maltotriosa y/o panosa) y menor cantidad de los
fragmentos mayores que DP7 en comparacion con los jarabes producidos por enzimas comerciales (véase el Ejemplo
5). Esto es consistente con el perfil de licuefaccidén puesto que hay menor cantidad de los fragmentos grandes en los
jarabes licuados segun la invencion (véase el Ejemplo 5).

[0061] La invencion también aporta un método que es para eliminar de un material manchas con contenido de almidén y
comprende el paso de poner al material en contacto con un polipéptido de la invencién. En un aspecto, la invencion
aporta un método que es para lavar un objeto y comprende el paso de poner al objeto en contacto con un polipéptido de
la invencion bajo condiciones suficientes para el lavado. Un polipéptido de la invencion puede incluirse como aditivo
detergente, por ejemplo. La invencion también incluye un método que es para el desencolado textil y comprende el paso
de poner al textil en contacto con un polipéptido de la invencion bajo condiciones suficientes para el desencolado.

[0062] La invencién también aporta un método que es para reducir el enranciamiento de productos de panaderia y
comprende la adicion de un polipéptido de la invencién al producto de panaderia, antes del horneo.

[0063] La invencion también aporta un método para el tratamiento de fibras lignocelulésicas, en donde las fibras son
tratadas con un polipéptido de la invencién en una cantidad que es eficaz para mejorar la propiedades de las fibras. La
invencioén incluye un método para el desentintado enzimatico de pasta papelera reciclada, en donde el polipéptido es
aplicado en una cantidad que es eficaz para un efectivo desentintado de la superficie de las fibras.
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[0064] Cualesquiera de los métodos aqui descritos incluyen la posibilidad de adicién de una segunda alfa-amilasa o de
una beta-amilasa o de una combinacién de las mismas. Son conocidas para los expertos en la materia amilasas
comerciales u otras enzimas adecuadas para ser usadas en combinacién con una enzima de la invencion.

[0065] La invencion también incluye a un método para incrementar el flujo de fluidos de producciéon de una formacién
subterranea eliminando un fluido perjudicial viscoso con contenido de almidon formado durante las operaciones de
produccién y que se encuentra dentro de la formacién subterrdnea que rodea a una perforacién de pozo completada,
comprendiendo dicho método los pasos permitir que los fluidos de produccién fluyan desde la perforacién del pozo;
reducir el flujo de fluidos de produccién de la formacion a niveles inferiores a los caudales previstos; preparar un fluido
de tratamiento enzimatico mezclando juntamente un fluido acuoso y un polipéptido de la invencién; bombear el fluido de
tratamiento enzimatico a un punto deseado en el interior de la perforacion del pozo; permitir que el tratamiento
enzimatico degrade el fluido perjudicial viscoso con contenido de almidén, con lo cual el fluido puede ser retirado de la
formacion subterranea y llevado a la superficie del pozo; y en donde el tratamiento enzimatico es eficaz para atacar los
enlaces alfa-glucosidicos del fluido con contenido de almidén.

[0066] La presente invencion explota las singulares propiedades cataliticas de las enzimas. Mientras que el uso de
biocatalizadores (es decir, enzimas purificadas o crudas y células no vivientes o vivientes) en las transformaciones
quimicas normalmente requiere la identificacion de un determinado biocatalizador que reaccione con un especifico
compuesto de partida, la presente invencidon usa biocatalizadores seleccionados y condiciones de reacciéon que son
especificos para grupos funcionales que estan presentes en muchos compuestos de partida.

[0067] Cada biocatalizador es especifico para un grupo funcional o para varios grupos funcionales afines, y puede
reaccionar con muchos compuestos de partida que contengan este grupo funcional.

[0068] Las reacciones biocataliticas producen una poblacion de derivados de un Unico compuesto de partida. Estos
derivados pueden ser sometidos a otra serie de reacciones biocataliticas para asi producir una segunda poblacién de
compuestos derivados. Pueden producirse miles de variaciones del compuesto original con cada iteracion de
derivatizacion biocatalitica.

[0069] Las enzimas reaccionan en sitios especificos de un compuesto de partida sin afectar al resto de la molécula, el
cual es un proceso que es muy dificil de lograr usando métodos quimicos tradicionales. Este alto grado de especificidad
biocatalitica proporciona los medios para identificar un compuesto activo individual dentro de la biblioteca. La biblioteca
esta caracterizada por la serie de reacciones biocataliticas usadas para producirla, lo cual constituye el llamado “historial
biosintético”. Cribando la biblioteca con respecto a las actividades bioldgicas y haciendo un seguimiento del historial
biosintético se identifica la especifica secuencia de reacciones que produce el compuesto activo. Se repite la secuencia
de reacciones y se determina la estructura del compuesto sintetizado. Este modo de identificacion, a diferencia de otros
enfoques de sintesis y de cribaje, no requiere tecnologias de inmovilizacion, y los compuestos pueden ser sintetizados y
sometidos a ensayo libremente en solucidon usando virtualmente cualquier tipo de ensayo de cribaje. Es importante
sefialar que el alto grado de especificidad de las reacciones enzimaticas sobre grupos funcionales permite el
“seguimiento” de las especificas reacciones enzimaticas que constituyen la biblioteca producida biocataliticamente.

[0070] Muchos de los pasos procesales son llevados a cabo usando automatizacion robética que permite la ejecucion
de muchos miles de reacciones biocataliticas y ensayos de cribaje por dia, ademas de asegurar un alto nivel de
precision y reproducibilidad. Como resultado de ello, puede producirse en cuestion de semanas una biblioteca de
compuestos derivados que llevaria afios producir usando métodos quimicos corrientes. (Véase la PCT/US 94/09174
para adicionales ensefianzas sobre la modificacion de moléculas, incluyendo a las pequefias moléculas).

[0071] Puede usarse en el contexto de la invencién un método no estocastico llamado reensamblaje de genes sintéticos
que esta algo relacionado con el reordenamiento estocastico, excepto que los bloques formadores de acido nucleico no
son reordenados o concatenados o quimerizados aleatoriamente, sino que son ensamblados no estocasticamente.

[0072] El método de reensamblaje de genes sintéticos no depende de la presencia de un alto nivel de homologia entre
los polinucledtidos a reordenar. EI método puede usarse para generar no estocasticamente bibliotecas (o0 conjuntos) de
moléculas de progenie que constan de mas de 10" distintas quimeras. Concebiblemente, el reensamblaje de genes
sintéticos puede incluso usarse para generar bibliotecas que consten de mas de 10" gistintas quimeras de progenie.

[0073] Puede usarse en el contexto de la invencién un método no estocastico para producir un conjunto de moléculas
de acido nucleico quimérico finalizado que tengan un orden de ensamblaje total que se elige por disefio, constando
dicho método de los pasos de generar por disefio una pluralidad de especificos bloques constructores de acido nucleico
que tengan terminales ligables utiles y mutuamente compatibles, y ensamblar estos bloques constructores de acido
nucleico de forma tal que se logre el deseado orden de ensamblaje total.

[0074] Se considera que los terminales ligables mutuamente compatibles de los bloques constructores de acido nucleico
a ensamblar son “Utiles” para este tipo de ensamblaje ordenado si permiten que los bloques constructores sean
acoplados en 6rdenes predeterminados. Asi, en un ejemplo, el orden de ensamblaje total en el cual los bloques
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constructores de acido nucleico pueden ser acoplados viene especificado por el disefio de los terminales ligables vy, si
debe usarse mas de un paso de ensamblaje, entonces el orden de ensamblaje total en el cual pueden acoplarse los
bloques constructores de acido nucleico viene también especificado por el orden secuencial del (de los) paso(s) de
ensamblaje. En un ejemplo, las unidades constructoras hibridadas son tratadas con una enzima, tal como una ligasa
(como p. €j. la T4 DNA ligasa), para lograr el enlace covalente de las unidades constructoras.

[0075] En otro ejemplo, el disefio de bloques constructores de acido nucleico se obtiene tras analisis de las secuencias
de un conjunto de plantillas de acido nucleico progenitor que sirven de base para producir un conjunto de progenie de
moléculas de acido nucleico quimérico finalizado. Estas plantillas de acido nucleico progenitor sirven asi de fuente de
informaciéon secuencial que ayuda en el disefio de los bloques constructores de acido nucleico que deben ser
mutagenizados, es decir, quimerizados o reordenados.

[0076] En una ejemplificacidn, la invencion usa la quimerizacion de una familia de genes afines y su familia codificada
de productos afines. En una ejemplificacion particular, los productos codificados son enzimas. Las alfa-amilasas de la
presente invencion pueden ser mutagenizadas segun los métodos que aqui se describen.

[0077] Las secuencias de una pluralidad de plantillas de acido nucleico progenitor (como p. €j. los polinucleétidos de las
secuencias de acido nucleico de la ID SEC N°: 1) pueden ser alineadas a fin de seleccionar uno o varios puntos de
demarcacién, cuyos puntos de demarcacion pueden estar situados en una zona de homologia. Los puntos de
demarcacién pueden ser usados para delinear los limites de los bloques constructores de acido nucleico a generar. Asi,
los puntos de demarcacion identificados y seleccionados en las moléculas progenitoras sirven de potenciales puntos de
quimerizacion en el ensamblaje de las moléculas de progenie.

[0078] Tipicamente, un punto de demarcacion util es una zona de homologia (que consta de al menos una base
nucleotidica homologa) compartida por al menos dos plantillas progenitoras, pero el punto de demarcacion puede ser
una zona de homologia que sea compartida por al menos la mitad de las plantillas progenitoras, al menos dos tercios de
las plantillas progenitoras, al menos tres cuartos de las plantillas progenitoras, y preferiblemente casi todas las plantillas
progenitoras. Aun mas preferiblemente, un punto de demarcacion util es una zona de homologia que es compartida por
todas las plantillas progenitoras.

[0079] En una realizacion, el proceso de reensamblaje de genes es ejecutado exhaustivamente a fin de generar una
biblioteca exhaustiva. En otras palabras, en el conjunto de moléculas de acido nucleico quimérico finalizado estan
representadas todas las posibles combinaciones ordenadas de los bloques constructores de acido nucleico. Al mismo
tiempo, es por disefio (0 no estocastico) el orden de ensamblaje (es decir, el orden de ensamblaje de cada bloque
constructor en la secuencia de 5’ a 3 de cada acido nucleico quimérico finalizado). Debido a la naturaleza no estocastica
del método, queda reducida en gran medida la posibilidad de productos secundarios indeseados.

[0080] En otra realizacion, el método prevé que el proceso de reensamblaje de genes sea ejecutado sistematicamente,
por ejemplo para generar una biblioteca sistematicamente compartimentalizada, con compartimentos que pueden ser
cribados sistematicamente, como p. ej. uno a uno. En otras palabras, el método prevé que, por medio del uso selectivo y
juicioso de especificos bloques constructores de acido nucleico, combinado con el uso selectivo y juicioso de reacciones
de ensamblaje secuencialmente escalonadas, puede lograrse un disefio experimental donde se hagan especificos
conjuntos de productos de progenie en cada uno de varios recipientes de reaccion. Esto permite llevar a cabo un
procedimiento de examen y cribaje sistematico. Asi, esto permite examinar sistematicamente en grupos mas pequefios
un numero potencialmente muy grande de moléculas de progenie.

[0081] Debido a su capacidad para realizar quimerizaciones de una manera que es altamente flexible pero asimismo
exhaustiva y sisteméatica, particularmente cuando hay un bajo nivel de homologia entre las moléculas progenitoras, el
método permite la generacion de una biblioteca (o de un conjunto) que consta de un gran niumero de moléculas de
progenie. Debido a la naturaleza no estocastica del presente método de reensamblaje de genes, las moléculas de
progenie generadas preferiblemente comprenden una biblioteca de moléculas de acido nucleico quimérico finalizado
que tienen un orden de ensamblaje total que es elegido por disefio. En una realizacion en particular, una biblioteca
generada de este tipo consta de un niumero de distintas especies moleculares de progenie que va desde mas de 10°
hasta mas de 10'°%.

[0082] En un ejemplo, un conjunto de moléculas de acido nucleico quimérico finalizado producidas como se ha descrito
consta de un polinucleétido que codifica un polipéptido. Segun una realizacién, este polinucleétido es un gen que puede
ser un gen artificial. Segun otra realizacion, este polinucledtido es una ruta génica, que puede ser una ruta génica
artificial. Uno o varios genes artificiales generados puede(n) ser incorporado(s) a una ruta génica artificial, tal como una
ruta susceptible de operar en un organismo eucariotico (incluyendo una planta).

[0083] En otra ejemplificacién, la naturaleza sintética del paso en el cual son generados los bloques constructores
permite el disefio y la introduccién de nucledtidos (como p. €j. uno o varios nucleétidos que pueden ser, por ejemplo,
codones o intrones o secuencias reguladoras) que pueden mas tarde ser opcionalmente eliminados en un proceso in
vitro (p. ej. por mutagénesis) o en un proceso in vivo (p. €j. utilizando la capacidad de corte y empalme de genes de un
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organismo huésped). Se aprecia que en muchos casos la introduccién de estos nucledtidos puede también ser deseable
por muchas otras razones ademas del potencial beneficio de crear un punto de demarcacion util.

[0084] Asi, segun otro ejemplo, puede usarse un bloque constructor de acido nucleico para introducir un intrén. Asi,
pueden introducirse intrones funcionales en un gen artificial de la invencion. La invencién también prevé que puedan ser
introducidos intrones funcionales en una ruta génica artificial de la invencion. En consecuencia, puede generarse un
polinucledtido quimérico que sea un gen artificial que contenga uno o varios intrones introducidos artificialmente.

[0085] En consecuencia, puede generarse un polinucleétido quimérico que sea una ruta génica artificial que contenga
uno o varios de los intrones introducidos artificialmente. Preferiblemente, el (los) intron (intrones) que se introduce(n)
artificialmente es (son) funcional(es) en una o varias células huésped para el corte y empalme de genes muy de la
misma manera como los intrones que se dan de manera natural sirven funcionalmente en el corte y empalme de genes.
Puede usarse en el contexto de la invencidén un proceso para producir polinucleétidos artificiales con contenido de
intrones a introducir en organismos huésped para recombinacion y/o corte y empalme.

[0086] Un gen artificial producido en el contexto de la invencién puede también servir de sustrato para su recombinacion
con otro acido nucleico. Analogamente, una ruta génica artificial producida en el contexto de la invencién puede también
servir de sustrato para su recombinacion con otro acido nucleico. En un caso preferido, la recombinacién se ve facilitada
por o se produce en zonas de homologia entre el gen artificial con contenido de intrones y un acido nucleico, que sirve
de contraparte de recombinacion. En un caso particularmente preferido, la contraparte de recombinacién puede también
ser un acido nucleico generado mediante la invencion, incluyendo a un gen artificial o una ruta génica artificial. La
recombinacion puede ser facilitada por o producirse en zonas de homologia que existan en el intrén o en los varios
intrones introducidos artificialmente en el gen artificial.

[0087] El método de reensamblaje de genes sintéticos que es util en el contexto de la invencién utiliza una pluralidad de
bloques constructores de acido nucleico, cada uno de los cuales preferiblemente tiene dos terminales ligables. Los dos
terminales ligables de cada bloque constructor de acido nucleico pueden ser dos terminales romos (es decir, que tengan
cada uno un saliente de cero nucleétidos), o bien preferiblemente un terminal romo y un saliente, o aun mas
preferiblemente dos salientes.

[0088] Un saliente util con esta finalidad puede ser un saliente del lado 3’ o un saliente del lado 5. Asi, un bloque
constructor de acido nucleico puede tener un saliente del lado 3’ o bien y como alternativa un saliente del lado 5’ o bien
y como alternativa dos salientes del lado 3’ o bien y como alternativa dos salientes del lado 5'. El orden total en el cual
los bloques constructores de acido nucleico se ensamblan para formar una molécula de acido nucleico quimérico
finalizado se determina mediante disefio experimental a propdsito y no es aleatorio.

[0089] Segun un ejemplo preferido, un bloque constructor de acido nucleico es generado mediante sintesis quimica de
dos acidos nucleicos de una sola hebra (también denominados oligos de una sola hebra) y poniéndolos en contacto
para asi permitirles hibridarse para formar un blogue constructor de acido nucleico de doble hebra.

[0090] Un bloque constructor de acido nucleico de doble hebra puede ser de tamafio variable. Los tamafos de estos
bloques constructores pueden ser pequefios o grandes. Los tamafios preferidos para el bloque constructor van desde 1
par de bases (sin incluir salientes de tipo alguno) hasta 100.000 pares de bases (sin incluir salientes de tipo alguno). Se
prevén también otras preferidas gamas de tamafios que tienen limites inferiores que van desde 1 bp (bp = par(es) de
bases) hasta 10.000 bp (incluyendo todo valor entero entre ambos) y limites superiores que van desde 2 bp hasta
100.000 bp (incluyendo todo valor entero entre ambos).

[0091] Existen muchos métodos por medio de los cuales puede generarse un bloque constructor de acido nucleico de
doble hebra que sea util para la invencion; y dichos métodos son conocidos en la técnica y pueden ser facilmente
ejecutados por el experto en la materia.

[0092] Segun un ejemplo, se genera un bloque constructor de acido nucleico de doble hebra generando en primer lugar
dos acidos nucleicos de una sola hebra y permitiéndoles hibridarse para asi formar un bloque constructor de acido
nucleico de doble hebra. Las dos hebras de un bloque constructor de acido nucleico de doble hebra pueden ser
complementarias en cada nucleétido aparte de cualesquiera que formen un saliente; no conteniendo asi
emparejamientos incorrectos, aparte de cualesquiera salientes. Segun otro ejemplo, las dos hebras de un bloque
constructor de acido nucleico de doble hebra son complementarias en menos sitios que en cada nucleétido aparte de
cualesquiera que formen un saliente. Asi, segun este ejemplo, un bloque constructor de &cido nucleico de doble hebra
puede ser usado para introducir degeneracion de codones. Preferiblemente, la degeneracion de codones se introduce
usando la mutagénesis a saturacién en sitio que aqui se describe, usando uno o varios casetes N,N,G/T o bien y como
alternativa usando uno o varios casetes N,N,N.

[0093] EI método de recombinacién in vivo que es util en el contexto de la invencidn puede ser ejecutado a ciegas en un

conjunto de hibridos desconocidos o alelos de un polinucleétido o de una secuencia especifico(a). Sin embargo, no es
necesario conocer la secuencia real de DNA o de RNA del polinucleétido especifico.
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[0094] El enfoque de usar recombinacién dentro de una poblacion mixta de genes puede ser Util para la generacion de
cualesquiera proteinas utiles, como por ejemplo interleuquina |, anticuerpos, tPA y hormona del crecimiento. Este
enfoque puede usarse para generar proteinas que tengan una especificidad o actividad alterada. El enfoque puede
también ser util para la generacion de secuencias de acido nucleico hibrido, tales como por ejemplo regiones
promotoras, intrones, exones, secuencias potenciadoras, regiones no traducidas 31 o regiones no traducidas 51 de
genes. Asi, este enfoque puede ser usado para generar genes que tengan incrementadas tasas de expresion. Este
enfoque puede también ser Util en el estudio de secuencias de DNA repetitivo. Finalmente, este enfoque puede ser util
para mutar ribozimas o aptameros.

[0095] En un ejemplo la invencidon que aqui se describe estd dirigida al uso de ciclos repetidos de seleccion,
recombinacion y redistribucion reductiva que permiten el desarrollo molecular dirigido de secuencias lineales altamente
complejas, tales como DNA, RNA o proteinas mediante recombinacion.

[0096] EI reordenamiento in vivo de moléculas es Util para proporcionar variantes y puede ser llevado a cabo utilizando
la propiedad natural de las células de recombinar multimeros. Mientras que la recombinacién in vivo ha proporcionado la
principal ruta natural hacia la diversidad molecular, la recombinaciéon genética sigue siendo un proceso relativamente
complejo que supone 1) el reconocimiento de homologias; 2) el corte de hebras, la invasion de hebras y pasos
metabdlicos que conducen a la produccion de quiasma recombinante; y finalmente 3) la resolucion de quiasma para su
conversion en moléculas recombinadas discretas. La formacion del quiasma requiere el reconocimiento de secuencias
homdlogas.

[0097] En otra realizacion, la invencidén usa un método para producir un polinucleétido hibrido a partir de al menos un
primer polinucledtido y un segundo polinucleétido. EI método puede usarse para producir un polinucleétido hibrido
introduciendo en una adecuada célula huésped al menos un primer polinucleétido y un segundo polinucleétido que
comparten al menos una region de homologia secuencial parcial. Las regiones de homologia secuencial parcial
promueven procesos que redundan en una reorganizaciéon secuencial que produce un polinucleétido hibrido. En el
sentido en el que se la utiliza en la presente, la expresién “polinucledtido hibrido” es toda secuencia nucleotidica que se
obtiene como resultado del método de la presente invencidon y contiene secuencia de al menos dos secuencias
polinucleotidicas originales. Tales polinucledétidos hibridos pueden resultar de eventos de recombinacién intermolecular
que promueven una integraciéon secuencial entre moléculas de DNA. Por afadidura, tales polinucleétidos hibridos
pueden resultar de procesos de redistribucion reductiva intramolecular que utilizan secuencias repetidas para alterar una
secuencia nucleotidica dentro de una molécula de DNA.

[0098] La invencion usa unos medios para generar polinucledtidos hibridos que pueden codificar polipéptidos hibridos
biolégicamente activos (como p. ej. alfa-amilasas hibridas). En un aspecto, los polinucleétidos originales codifican
polipéptidos biolégicamente activos. El método que se usa en el contexto de la invencién produce nuevos polipéptidos
hibridos utilizando procesos celulares que integran la secuencia de los polinucleétidos originales de forma tal que el
polinucledtido hibrido resultante codifica un polipéptido que presenta actividades derivadas de los polipéptidos
bioldgicamente activos originales. Por ejemplo, los polinucleétidos originales pueden codificar una enzima determinada
a partir de diferentes microorganismos. Una enzima codificada por un primer polinucleétido desde un organismo o una
variante puede por ejemplo funcionar eficazmente bajo una determinada condicion ambiental, como p. ej. la de alta
salinidad. Una enzima codificada por un segundo polinucleétido desde un distinto organismo o variante puede funcionar
eficazmente bajo una distinta condicién ambiental, tal como la de temperaturas extremadamente altas. Un polinucledétido
hibrido que contenga secuencias de los polinucleétidos originales primero y segundo puede codificar una enzima que
presente caracteristicas de ambas enzimas codificadas por los polinucleétidos originales. Asi, la enzima codificada por
el polinucledtido hibrido puede funcionar eficazmente bajo condiciones ambientales compartidas por cada una de las
enzimas codificadas por los polinucleétidos primero y segundo, tales como p. €j. las de alta salinidad y de temperaturas
extremas.

[0099] Las enzimas codificadas por los polinucleétidos de la invencion incluyen a hidrolasas, tales como alfa-amilasas.
Un polipéptido hibrido obtenido como resultado del método que se usa en el contexto de la invencion puede presentar
una actividad enzimatica especializada que no presenten las enzimas originales. Por ejemplo, a continuacion de la
recombinaciéon y/o de la redistribucion reductiva de polinucledtidos que codifiquen actividades de hidrolasa, el
polipéptido hibrido resultante codificado por un polinucleétido hibrido puede ser cribado con respecto a las actividades
de hidrolasa especializadas que se obtienen de cada una de las enzimas originales, es decir, con respecto al tipo de
enlace en el cual actia la hidrolasa y a la temperatura a la cual funciona la hidrolasa. Asi por ejemplo, la hidrolasa
puede ser cribada para determinar aquellas funcionalidades quimicas que distinguen a la hidrolasa hibrida de las
hidrolasas originales, tales como: (a) enlaces amida (enlaces peptidicos), es decir, proteasas; (b) enlaces éster, es
decir, amilasas y lipasas; (c) acetales, es decir, glicosidasas, y por ejemplo la temperatura, el pH o la concentracion
salina a los cuales funciona el polipéptido hibrido.

[0100] Pueden aislarse fuentes de los polinucleétidos originales de organismos individuales (“aislados”), de colecciones
de organismos que hayan sido cultivados en medios definidos (“cultivos de enriquecimiento”), o de organismos no
cultivados (“muestras ambientales”). El uso de un enfoque independiente del cultivo para obtener polinucleétidos que
codifiqguen nuevas bioactividades a partir de muestras ambientales es preferible en grado sumo puesto que permite
acceder a recursos de biodiversidad no explotados.
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[0101] Las “bibliotecas ambientales” se generan a partir de muestras ambientales y representan los genomas colectivos
de organismos que se dan de manera natural y estan archivados en vectores de clonacién que pueden ser propagados
en adecuados huéspedes procaritticos. Debido al hecho de que el DNA clonado es inicialmente extraido directamente
de muestras ambientales, las bibliotecas no quedan limitadas a la pequefia fraccién de procariotas que pueden
cultivarse en cultivo puro. Adicionalmente, una normalizacion del DNA ambiental presente en estas muestras podria
permitir una mas igual representacion del DNA de todas las especies presentes en la muestra original. Esto puede
incrementar espectacularmente la eficacia de la operacién de encontrar genes interesantes de entre los constituyentes
secundarios de la muestra, que pueden estar subrepresentados en varios 6rdenes de magnitud en comparacién con las
especies dominantes.

[0102] Por ejemplo, las bibliotecas de genes generadas a partir de uno o varios microorganismos no cultivados son
cribadas para determinar una actividad de interés. Las potenciales rutas que codifican moléculas bioactivas de interés
son primeramente capturadas en células procariéticas en forma de bibliotecas de expresiéon génica. Los polinucleétidos
que codifican actividades de interés son aislados de tales bibliotecas e introducidos en una célula huésped. La célula
huésped es cultivada bajo condiciones que promueven la recombinacion y/o la redistribucion reductiva creando
biomoléculas potencialmente activas con nuevas o acrecentadas actividades.

[0103] Los microorganismos a partir de los cuales puede prepararse el polinucleétido incluyen a los miembros del grupo
que consta de microorganismos procariéticos, tales como Eubacterias y Archaebacterias, y microorganismos
eucariéticos inferiores tales como hongos, algunas algas y protozoos. Los polinucleétidos pueden ser aislados de
muestras ambientales, en cuyo caso el acido nucleico puede ser recuperado sin cultivo de un organismo o recuperado a
partir de uno o varios organismos cultivados. Tales microorganismos pueden ser extremdfilos, tal como hiperterméfilos,
psicréfilos, psicrotrofos, haléfilos, bardfilos y acidofilos. Son particularmente preferidos los polinucleétidos que codifican
enzimas aisladas a partir de microorganismos extremofilicos. Tales enzimas pueden funcionar a temperaturas de mas
de 100°C en fuentes termales terrestres y en chimeneas termales en el fondo del mar, a temperaturas de menos de 0°C
en aguas articas, en el ambiente salino saturado del Mar Muerto, a valores pH de alrededor de 0 en yacimientos hulleros
y en fuentes geotermales ricas en azufre, o a valores pH de mas de 11 en lodos de aguas cloacales. Por ejemplo, varias
amilasas y lipasas clonadas y expresadas desde organismos extremofilicos presentan alta actividad dentro de toda una
amplia gama de temperaturas y valores pH.

[0104] Los polinucleétidos seleccionados y aislados como se ha descrito anteriormente son introducidos en una
adecuada célula huésped. Es una adecuada célula huésped toda célula que sea capaz de promover la recombinacion
y/o la redistribucion reductiva. Los polinucleétidos seleccionados estan ya preferiblemente en un vector que incluye
apropiadas secuencias de control. La célula huésped puede ser una célula eucarioética superior, tal como una célula de
mamifero, o bien una célula eucaridtica inferior, tal como una célula de levadura, o bien y preferiblemente la célula
huésped puede ser una célula procaridtica, tal como una célula bacteriana. La introduccién del constructo en la célula
huésped puede efectuarse mediante transfeccion por fosfato calcico o transfeccién mediada por DEAE-Dextrano (DEAE
= dietilaminoetanol), o mediante electroporacion (Davis et al., 1986).

[0105] Como ejemplos representativos de huéspedes apropiados, pueden mencionarse los siguientes: células
bacterianas, tales como E. coli, Streptomyces y Salmonella typhimurium; células fungales, tales como levadura; células
de insecto tales como Drosophila S2 y Spodoptera Sf9; células animales tales como CHO, COS o melanoma de Bowes;
adenovirus y células vegetales. Se considera que a partir de las ensefianzas que aqui se dan esta al alcance de los
expertos en la materia la seleccién de un huésped apropiado.

[0106] Con referencias particulares a varios sistemas de cultivo de células de mamifero que pueden emplearse para
expresar proteina recombinante, los ejemplos de sistemas de expresion de mamifero incluyen las lineas COS-7 de
fibroblastos de riidn de mono, que se describen en “SV40-transformed simian cells support the replication of early SV40
mutants” (Gluzman, 1981), y otras lineas celulares capaces de expresar un vector compatible, como por ejemplo las
lineas celulares C127, 3T3, CHO, HelLa y BHK. Los vectores de expresion de mamifero comprenderan un origen de
replicacion, un adecuado potenciador y promotor, y también cualesquiera necesarios sitios de union de ribosomas, sitios
de poliadenilacién, sitios dadores y aceptores de corte y empalme, secuencias de terminacion transcripcional y
secuencias no transcritas que flanquean al extremo 5’. Secuencias de DNA derivadas de los sitios de poliadenilacion y
de corte y empalme de SV40 pueden ser usadas para proporcionar los requeridos elementos genéticos no transcritos.

[0107] Células huésped que contengan los polinucledtidos de interés pueden ser cultivadas en medios nutrientes
convencionales modificados segun sea apropiado para activar promotores, seleccionar transformantes o amplificar
genes. Las condiciones de cultivo, tales como la temperaturas, el pH y cosas similares son las anteriormente usadas
con la célula huésped seleccionada para expresion, y le resultaran obvias al experto en la materia. Los clones que se
identifiquen como aquéllos que tengan la actividad enzimatica especificada pueden ser luego secuenciados para
identificar la secuencia polinucleotidica que codifique una enzima que tenga la actividad acrecentada.

[0108] Se imagina que el método usado en el contexto de la presente invencion puede ser usado para generar nuevos
polinucledtidos que codifiquen rutas bioquimicas a partir de uno o varios operones o agrupaciones de genes o partes de
los mismos. Por ejemplo, las bacterias y muchos eucariotas tienen un mecanismo coordinado para regular genes cuyos
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productos estan implicados en procesos afines. Los genes son agrupados en estructuras denominadas “agrupaciones
de genes” en un Unico cromosoma Yy son transcritos juntamente bajo el control de una Unica secuencia reguladora que
incluye un unico promotor que inicia la transcripcion de toda la agrupacion. Asi, una agrupacion de genes es un grupo
de genes adyacentes que son idénticos o afines habitualmente con respecto a su funcién. Un ejemplo de una ruta
bioquimica codificada por agrupaciones de genes son las poliquetidas. Las poliquetidas son moléculas que son una
extremadamente rica fuente de bioactividades, e incluyen a antibidticos (tales como tetraciclinas y eritromicina), agentes
anti-cancer (daunomicina), inmunosupresores (FK506 y rapamicina) y productos veterinarios (monensina). Muchas
poliquetidas (producidas por poliquétido sintasas) son valiosas como agentes terapéuticos. Las poliquétido sintasas son
enzimas multifuncionales que catalizan la biosintesis de una enorme variedad de cadenas de carbono que se
diferencian en cuanto a la longitud y a los patrones de funcionalidad y ciclizaciéon. Los genes de poliquétido sintasas
caen en agrupaciones de genes y al menos un tipo (denominado tipo |) de poliquétido sintasas tiene enzimas y genes
de gran tamaio, complicando la manipulacion genética y los estudios in vitro de estos genes/proteinas.

[0109] DNA de agrupacién génica puede ser aislado de distintos organismos y ligado en vectores, y en particular en
vectores que contengan secuencias reguladoras de expresién que puedan controlar y regular la produccién de una
proteina detectable o actividad de conjunto a fin a proteina desde las agrupaciones génicas ligadas. El uso de vectores
que tengan una excepcionalmente gran capacidad para la introduccion de DNA exdgeno es particularmente apropiado
para el uso con tales agrupaciones de genes, y los mismos se describen a modo de ejemplo en la presente para incluir
el factor F (o factor de fertilidad) de E. coli. Este factor F de E. coli es un plasmido que afecta la transferencia a alta
frecuencia de si mismo durante la conjugacion y es ideal para lograr y propagar de manera estable grandes fragmentos
de DNA, tales como agrupaciones de genes de muestras microbianas mixtas. Una realizacion particularmente preferida
es la de usar vectores de clonacion denominados “fésmidos” o vectores cromosdmicos artificiales bacterianos (BAC).
Estos se derivan del factor F de E. coli que es capaz de integrar de manera estable grandes segmentos de DNA
genomico. Cuando se efectia integracion con DNA de una muestra ambiental no cultivada mixta, esto hace que sea
posible lograr grandes fragmentos gendémicos en forma de una “biblioteca de DNA ambiental” estable. Otro tipo de
vector que es para usar en la presente invencién es un vector cosmido. Los vectores cosmidos fueron originalmente
disefiados para clonar y propagar grandes segmentos de DNA gendmico. La clonacién en vectores cdésmidos esta
descrita en detalle en Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 Ed., Cold Spring Harbor Laboratory
Press (1989). Una vez ligados en un vector apropiado, pueden introducirse en una adecuada célula huésped dos o mas
vectores que contengan distintas agrupaciones de genes de poliquétido sintasas. Las regiones de homologia secuencial
parcial compartidas por las agrupaciones de genes promoveran procesos que redundan en una reorganizacion
secuencial que redunda en una agrupacion de genes hibridos. La nueva agrupacion de genes hibridos puede luego ser
cribada para localizar actividades acrecentadas que no se encuentran en las agrupaciones de genes originales.

[0110] Son conocidos para los expertos en la materia y se exponen en toda la presente memoria descriptiva métodos de
cribaje para la localizacién de varias actividades enzimaticas. Tales métodos pueden ser empleados al aislar los
polipéptidos y polinucleétidos de la invencion.

[0111] Como ejemplos representativos de vectores de expresion que pueden ser usados, pueden mencionarse
particulas virales, baculovirus, fagos, plasmidos, fagémidos, cdsmidos, fosmidos, cromosomas artificiales bacterianos,
DNA viral (como p. ej. vacunas, adenovirus, virus de la viruela aviar, pseudorrabia y derivados de SV40), cromosomas
artificiales basados en P1, plasmidos de levadura, cromosomas artificiales de levadura y cualesquiera otros vectores
especificos de especificos huéspedes de interés (tales como bacillus, aspergillus y levadura). Asi por ejemplo, el DNA
puede estar incluido en cualquiera de los de una variedad de vectores de expresion para expresar un polipéptido. Tales
vectores incluyen secuencias de DNA cromosomal, no cromosomal y sintético. Son conocidos para los expertos en la
materia y estan disponibles comercialmente grandes cantidades de vectores adecuados. Se indican los siguientes
vectores a modo de ejemplo: bacterianos: vectores pQE (Qiagen), plasmidos pBluescript, vectores pNH, vectores
lambda-ZAP (Stratagene); ptrc99a, pKK223-3, pDR540, pRIT2T (Pharmacia); Eucarioticos: pXT1, pSEG5 (Stratagene),
pSVK3, pBPV, pMSG, pSVLSV40 (Pharmacia). Sin embargo puede usarse cualquier otro plasmido u otro vector,
siempre que los mismos sean replicables y viables en el huésped. Pueden emplearse con la presente invencion
vectores de bajo nimero de copias o de alto nimero de copias.

[0112] La secuencia de DNA del vector de expresion es ligada operativamente a una apropiada secuencia (promotor) de
control de expresiodn para dirigir la sintesis de RNA. Particulares promotores bacterianos que se nombran incluyen a los
miembros del grupo que consta de lacl, lacZ, T3, T7, gpt, lambda PR, PL y trp. Los promotores eucariéticos incluyen a
los miembros del grupo que consta de CMV inmediato temprano, HSV timidina quinasa, SV40 temprano y tardio, LTRs
de retrovirus y metalotioneina-l de raton. La seleccion del apropiado vector y promotor queda perfectamente dentro del
nivel de conocimientos de los expertos en la materia. El vector de expresion también contiene un sitio de unién de
ribosomas para la iniciacién de la traduccidon y un terminador de transcripcion. El vector puede también incluir
apropiadas secuencias para amplificar la expresion. Pueden seleccionarse regiones promotoras a partir de cualquier
gen deseado usando vectores de cloranfenicol transferasa (CAT) u otros vectores con marcadores seleccionables. Por
afnadidura, los vectores de expresion preferiblemente contienen uno o varios genes marcadores seleccionables para
proporcionar un rasgo fenotipico para la seleccion de células huésped transformadas, tal como la resistencia a la
dihidrofolato reductasa o a la neomicina para el cultivo de células eucariéticas, o tal como la resistencia a la tetraciclina
0 a la ampicilina en E. coli.
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[0113] La redistribucién in vivo se centra en procesos “intermoleculares” que se denominan colectivamente
“recombinacion”, que en las bacterias se considera en general como un fenémeno “dependiente de RecA”. La invencion
puede basarse en procesos de recombinacion de una célula huésped para recombinar y redistribuir secuencias, o en la
capacidad de la célula para mediar procesos reductivos para reducir la complejidad de secuencias cuasi repetidas en la
célula por delecion. Este proceso de “redistribucion reductiva” se produce en virtud de un proceso “intramolecular”
independiente de RecA.

[0114] Por consiguiente, pueden generarse por medio del proceso de redistribuciéon reductiva nuevos polinucleétidos. El
método supone la generacién de constructos que contengan secuencias consecutivas (secuencias codificadoras
originales), su insercidon en un vector apropiado, y su subsiguiente introduccion en una apropiada célula huésped. La
redistribuciéon de las identidades moleculares individuales se produce en virtud de procesos combinatorios entre las
secuencias consecutivas en el constructo que posee regiones de homologia, o entre unidades cuasi repetidas. El
proceso de redistribucién recombina y/o reduce la complejidad y la extension de las secuencias repetidas, y redunda en
la producciéon de una nueva especie molecular. Pueden aplicarse varios tratamientos para acrecentar la tasa de
redistribucion. Estos podrian incluir el tratamiento con luz ultravioleta o con sustancias quimicas dafiadoras del DNA, y/o
el uso de lineas de células huésped que presenten acrecentados niveles de “inestabilidad genética”. Asi, el proceso de
redistribucién puede suponer una recombinacion homodloga o la propiedad natural de las secuencias cuasi repetidas
para dirigir su propia evolucion.

[0115] Las secuencias repetidas o “cuasi repetidas” desempefian un papel en la estabilidad genética. En la presente
invencion, las “cuasi repeticiones” son repeticiones que no quedan limitadas a su estructura unitaria original. Las
unidades cuasi repetidas pueden presentarse como un conjunto de secuencias en un constructo; como unidades
consecutivas de secuencias similares. Una vez ligadas, las uniones entre las secuencias consecutivas devienen
esencialmente invisibles y la naturaleza cuasi repetitiva del constructo resultante es ahora continua a nivel molecular. El
proceso de delecion que la célula lleva a cabo para reducir la complejidad del constructo resultante opera entre las
secuencias cuasi repetidas. Las unidades cuasi repetidas proporcionan un practicamente ilimitado repertorio de
plantillas sobre las cuales pueden producirse eventos de deslizamiento. Los constructos que contienen las cuasi
repeticiones proporcionan asi efectivamente una elasticidad molecular suficiente como para que los eventos de delecion
(y potencialmente de insercidén) puedan producirse virtualmente en cualquier sitio dentro de las unidades cuasi
repetitivas.

[0116] Cuando las secuencias cuasi repetidas estan todas ellas ligadas en la misma orientaciéon, como por ejemplo
cabeza con cola o viceversa, la célula no puede distinguir unidades individuales. En consecuencia, el proceso reductivo
puede producirse en todas las partes de las secuencias. En contraste con ello, cuando por ejemplo las unidades son
presentadas cabeza con cabeza, en lugar de cabeza con cola, la inversion delinea los puntos finales de la unidad
adyacente, con lo cual la formacion de delecion favorecera la pérdida de unidades discretas. Asi, con el presente
método es preferible que las secuencias estén en la misma orientacion. Una orientacién aleatoria de secuencias cuasi
repetidas redundara en la pérdida de eficiencia de redistribucién, mientras que una orientaciéon consistente de las
secuencias ofrecera la mas alta eficiencia. Sin embargo, mientras que el tener una menor cantidad de las secuencias
contiguas en la misma orientacién reduce la eficiencia, ello puede seguir proporcionando elasticidad suficiente para la
efectiva recuperacion de nuevas moléculas. Pueden hacerse constructos con las secuencias cuasi repetidas en la
misma orientacion para permitir la obtencion de una mas alta eficiencia.

[0117] Pueden ensamblarse secuencias en una orientacion de cabeza con cola usando cualesquiera de los de una
variedad de métodos, entre los que se incluyen los siguientes:

a) Pueden utilizarse cebadores que incluyan una cabeza de poli-A y una cola de poli-T que al hacerse de una sola hebra
proporcionarian orientacion. Esto se lleva a cabo haciendo que las pocas primeras bases de los cebadores estén
hechas de RNA y puedan ser por consiguiente facilmente eliminadas por RNAsa H.

b) Pueden utilizarse cebadores que incluyan sitios singulares de corte de restriccion. Se requeririan sitios multiples, una
bateria de secuencias singulares y repetidos pasos de sintesis y ligacion.

c) Las pocas bases interiores del cebador podrian ser tioladas y podria usarse una exonucleasa para producir moléculas
correctamente provistas de colas.

[0118] La recuperacion de las secuencias redistribuidas se basa en la identificacion de vectores de clonacién con un
reducido indice repetitivo (RI). Las secuencias codificadoras redistribuidas pueden luego ser recuperadas por
amplificacion. Los productos son reclonados y expresados. La recuperacion de vectores de clonacion con reducido RI
puede verse afectada por:

1) El uso de vectores que se mantengan de manera estable tan sélo cuando el constructo es reducido en su
complejidad.

2) La recuperacion fisica de vectores acortados por procedimientos fisicos. En este caso, el vector de clonacion seria
recuperado usando procedimientos de aislamiento de plasmidos estandar y fraccionado en tamafio en un gel de
agarosa o en una columna con corte de bajo peso molecular utilizando procedimientos estandar.

3) La recuperacién de vectores que contengan genes interrumpidos que puedan ser seleccionados al disminuir el
tamafio del inserto.
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4) El uso de técnicas de seleccion directa con un vector de expresion y la apropiada seleccion.

[0119] Las secuencias codificadoras (como por ejemplo genes) de organismos afines pueden mostrar un alto grado de
homologia y codificar productos proteicos del todo diversos. Estos tipos de secuencias son particularmente utiles en la
presente invencién como cuasi repeticiones. Sin embargo, mientras que los ejemplos que se ilustran a continuacién
demuestran la redistribucion de secuencias codificadoras originales casi idénticas (cuasi repeticiones), este proceso no
queda limitado a tales repeticiones casi idénticas.

[0120] El ejemplo siguiente muestra un método que es Uutil para la invencidon. Se describen secuencias (cuasi
repeticiones) de acido nucleico codificante derivadas de tres (3) especies singulares. Cada secuencia codifica una
proteina con un conjunto singular de propiedades. Cada una de las secuencias se diferencia en un solo par de bases o
en unos pocos pares de bases en una posicion singular de la secuencia. Las secuencias cuasi repetidas son
amplificadas y ligadas por separado o colectivamente en forma de ensamblajes aleatorios, de forma tal que en la
poblacién de moléculas ligadas estan disponibles todas las posibles permutaciones y combinaciones. El numero de
unidades cuasi repetidas puede ser controlado por medio de las condiciones de ensamblaje. EI numero medio de
unidades cuasi repetidas en un constructo esta definido como el indice repetitivo (RI).

[0121] Una vez formados, los constructos pueden ser o pueden no ser fraccionados en tamafio en un gel de agarosa
segun protocolos publicados, insertados en un vector de clonacién y transfectados en una apropiada célula huésped.
Las células son luego propagadas y se efectua “redistribucion reductiva”. La tasa del proceso de distribucién reductiva
puede ser estimulada mediante la introduccion de dafio del DNA, si se desea. Carece de importancia el hecho de si la
reduccién del Rl es mediada por formaciéon de delecidon entre secuencias repetidas por medio de un mecanismo
“intramolecular”’, o mediada por eventos tipo recombinacion por medio de mecanismos “intermoleculares”. El resultado
final es una redistribucién de las moléculas en forma de todas las combinaciones posibles.

[0122] Opcionalmente, el método comprende el paso adicional de cribar los miembros de la biblioteca del conjunto
reordenado para identificar miembros reordenados individuales de la biblioteca que tengan la capacidad de unirse o de
otra manera interactuar o catalizar una reaccion determinada (p. ej. tal como el dominio catalitico de una enzima) con
una macromolécula predeterminada, tal como por ejemplo un receptor proteinaceo, un oligosacarido, un virén u otro
predeterminado compuesto o estructura.

[0123] Los polipéptidos que se identifican a partir de tales biblioteca pueden ser usados a efectos terapéuticos,
diagnosticos, de investigacion y afines (como p. ej. catalizadores, solutos para incrementar la osmolaridad de una
solucion acuosa, y cosas similares), y/o pueden ser sometidos a uno o varios ciclos adicionales de reordenamiento y/o
seleccion.

[0124] En otro ejemplo se contempla que antes de la recombinacién o redistribucién o durante las mismas los
polinucledtidos generados por medio del método que se usa en el contexto de la invencién pueden ser sometidos a
agentes o procesos que promuevan la introduccién de mutaciones en los polinucleétidos originales. La introduccién de
tales mutaciones incrementaria la diversidad de los polinucleétidos y polipéptidos hibridos resultantes codificados a
partir de las mismas. Los agentes o procesos que promueven la mutagénesis pueden incluir, aunque sin caracter
limitativo, a los miembros del grupo que consta de: (+)-CC-1065 o un andlogo sintético tal como (+)-CC-1065-(N3-
adenina (véase Sun y Hurley, (1992); un aducto de 4’-fluoro-4-aminobifenilo N-acetilado o desacetilado capaz de inhibir
la sintesis de DNA (véase, por ejemplo, van de Poll et al. (1992)); o un aducto de 4-aminobifenilo N-acetilado o
desacetilado capaz de inhibir la sintesis de DNA (véase también van de Poll et al. (1992), pp. 751-758); cromo trivalente,
una sal de cromo trivalente, un aducto de DNA-hidrocarburo aromatico policiclico (PAH) capaz de inhibir la replicacion
de DNA, tal como 7-bromometil-benz[a]antraceno (“BMA”), tris(2,3-dibromopropil)fosfato (“Tris-BP”), 1,2-dibromo-3-
cloropropano (“DBCP”), 2-bromoacroleina (2BA), benzo[a]pireno-7,8-dihidrodiol-9-10-epéxido (“BPDE”), una sal
halégena de platino(ll), N-hidroxi-2-amino-3-metilimidazol[4,5-f]-quinolina (“N-hidroxi-IQ”) y N-hidroxi-2-amino-1-metil-6-
fenilimidazo[4,5-f]-piridina (“N-hidroxi-PhIP”). Medios especialmente preferidos para enlentecer o detener la amplificacion
por PCR constan de los miembros del grupo que consta de luz UV, (+)-CC-1065 y (+)-CC-1065-(N3-adenina). Quedan
particularmente incluidos en éstos medios que son aductos de DNA o polinucleétidos que comprenden los aductos de
DNA de los polinucleétidos o del conjunto de polinucledtidos y pueden ser liberados o eliminados por medio de un
proceso que incluye el paso de calentar la solucién que comprende a los polinucleétidos antes de su adicional
procesamiento.

[0125] En otro ejemplo puede usarse un método para producir proteinas recombinantes que tengan actividad biolégica
tratando una muestra que comprenda polinucleétidos plantilla de doble hebra que codifiquen una proteina de tipo
salvaje bajo condiciones segun la invencion, que permiten la produccién de polinucleétidos hibridos o redistribuidos.

[0126] Es también util en el contexto de la invencion el uso de cebadores coddn especificos (que contengan una
secuencia N,N,N degenerada) para introducir mutaciones puntuales en un polinucleétido, para asi generar un conjunto
de polipéptidos de progenie en el cual esté representada toda una gama completa de sustituciones de aminoacidos
individuales en cada posicién de aminoacido (mutagénesis a saturacion en sitio génico (GSSM)). Los oligos que se usan
constan contiguamente de una primera secuencia homologa, una secuencia N,N,N degenerada, y preferible pero no
necesariamente una segunda secuencia homologa. Los productos translacionales de la progenie del lado de cola
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obtenidos mediante el uso de tales oligos incluyen a todos los posibles cambios de aminoacidos en cada sitio de
aminoacidos a lo largo del polipéptido, porque la degeneracion de la secuencia N,N,N incluye codones para todos los 20
aminoacidos.

[0127] En un ejemplo se usa un oligo degenerado de este tipo (que consta de un casete N,N,N degenerado) para
someter a cada coddn original en una plantilla polinucleotidica progenitora a toda una gama de sustituciones de
codones. En otro ejemplo se usan ya sea en el mismo oligo o no al menos dos casetes N,N,N degenerados para
someter a al menos dos codones originales en una plantilla polinucleotidica progenitora a toda una gama de
sustituciones de codones. Asi, puede estar contenida en un oligo mas de una secuencia N,N,N para introducir
mutaciones de aminoacidos en mas de un sitio. Las de esta pluralidad de secuencias N,N,N pueden ser directamente
contiguas, o bien pueden estar separadas por una o varias secuencias nucleotidicas adicionales. En otro ejemplo, los
oligos que son utiles para introducir adiciones y deleciones pueden ser usados ya sea en solitario o bien en combinacion
con los codones que contienen una secuencia N,N,N para introducir cualquier combinacién o permutaciéon de
adiciones/deleciones y/o sustituciones de aminoacidos.

[0128] En una ejemplificacién particular, es posible mutagenizar simultdneamente dos o mas posiciones de aminoacidos
contiguas usando un oligo que contenga tripletes N,N,N contiguos, es decir, una secuencia (N,N,N)n degenerada.

[0129] En otro ejemplo son Utiles en el contexto de la invencién casetes degenerados que tengan menos degeneracion
que la secuencia N,N,N. Por ejemplo, puede ser deseable en algunos casos usar (p. €j. en un oligo) una secuencia
triplete degenerada que conste de tan sélo un N, donde dicho N puede estar en la primera, en la segunda o en la tercera
posicién del triplete. En las otras dos posiciones del triplete pueden usarse cualesquiera otras bases, incluyendo
cualesquiera combinaciones y permutaciones de las mismas. Como alternativa, puede ser deseable en algunos casos
usar (p. €j. en un oligo) una secuencia triplete N,N,N degenerada, una secuencia triplete N,N,G/T o una secuencia
triplete N,N,G/C.

[0130] Se aprecia sin embargo que el uso de un triplete degenerado (tal como una secuencia triplete N,N,G/T o una
secuencia triplete N,N,G/C) como se describe en la presente invencion es ventajoso por varias razones. En un ejemplo
esta invencion usa unos medios para generar sistematicamente y con bastante facilidad sustitucion de toda la gama de
posibles aminoacidos (para un total de 20 aminoacidos) en todas y cada una de las posiciones de aminoacidos de un
polipéptido. Asi, para un polipéptido de 100 aminoacidos la invencién aporta una manera de generar sistematicamente y
con bastante facilidad 2000 especies distintas (es decir, 20 posibles aminoacidos por posicién multiplicado por 100
posiciones de aminoacidos). Se aprecia que mediante el uso de un oligo que contenga una secuencia triplete N,N,G/C o
N,N,G/T degenerada se aportan 32 secuencias individuales que codifican para 20 posibles aminoéacidos. Asi, en un
recipiente de reaccion en el cual una secuencia polinucleotidica progenitora es sometida a mutagénesis a saturacion
usando un oligo de este tipo se generan 32 distintos polinucleétidos de progenie que codifican 20 polipéptidos distintos.
En contraste con ello, el uso de un oligo no degenerado en mutagénesis dirigida por sitio conduce a tan sélo un
producto polipeptidico de progenie por cada recipiente de reaccion.

[0131] Pueden también usarse en el contexto de la invencién oligos no degenerados, que pueden ser opcionalmente
usados en combinacion con cebadores degenerados de los que se dan a conocer. Se aprecia que en algunas
situaciones es ventajoso usar oligos no degenerados para generar especificas mutaciones puntuales en un
polinucledtido de trabajo. Esto proporciona unos medios para generar especificas mutaciones de punto silencioso,
mutaciones puntuales que conduzcan a correspondientes cambios de aminoacidos y mutaciones puntuales que
ocasionen la generacion de codones de parada y la correspondiente expresion de fragmentos polipeptidicos.

[0132] Asi, cada recipiente de reaccion de mutagénesis a saturacion puede contener polinucleétidos que codifiquen al
menos 20 moléculas polipeptidicas de progenie de forma tal que todos los 20 aminoacidos estén representados en la
especifica posicién de aminoacidos que corresponde a la posicion codéon mutagenizada en el polinucleétido progenitor.
Los polipéptidos de progenie degenerados 32 veces generados a partir de cada recipiente de reaccion de mutagénesis
a saturacion pueden ser sometidos a amplificacion clonal (siendo p. e€j. clonados en un adecuado huésped E. coli
usando un vector de expresion) y sometidos a cribaje de expresion. Cuando se identifica por cribaje a un polipéptido de
progenie individual que presenta un favorable cambio de propiedad (es comparacién con el polipéptido progenitor), el
mismo puede ser secuenciado para identificar la correspondiente sustituciéon de aminoacidos favorable contenida en el
mismo.

[0133] Se aprecia que tras haber mutagenizado todas y cada una de las posiciones de aminoacidos de un polipéptido
progenitor usando mutagénesis a saturacion como aqui se describe, pueden identificarse en mas de una posicion de
aminoacidos favorables cambios de aminoacidos. Pueden ser generadas una o varias nuevas moléculas de progenie
que contengan una combinacién de la totalidad o parte de estas favorables sustituciones de aminoacidos. Por ejemplo,
si se identifican en cada una de 3 posiciones de aminoacidos en un polipéptido 2 especificos cambios favorables de
aminoacidos, las permutaciones incluyen 3 posibilidades en cada posicidén (sin cambio con respecto al aminoacido
original, y cada uno de dos cambios favorables) y 3 posiciones. Asi, hay en total 3 x 3 x 3 0 27 posibilidades, que
incluyen 7 que fueron examinadas anteriormente - 6 mutaciones puntuales individuales (es decir, 2 en cada una de tres
posiciones) y ausencia de cambio en toda posicién.
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[0134] Puede usarse mutagénesis a saturacién en sitio junto con reordenamiento, quimerizacién, recombinacién y otros
procesos de mutagénesis, ademas del cribaje. En el contexto de esta invencion pueden usarse de manera iterativa
cualesquiera procesos de mutagénesis, incluyendo la mutagénesis a saturacion. En una ejemplificacion se usa en
combinacién con el cribaje el uso iterativo de cualesquiera procesos de mutagénesis.

[0135] Asi, en una ejemplificacidon no limitativa esta invencién usa mutagénesis a saturacién en combinacién con
adicionales procesos de mutagénesis, tales como un proceso en el que dos o mas polinucleétidos afines son
introducidos en una adecuada célula huésped de forma tal que es generado un polinucleétido hibrido por recombinacién
y redistribucion reductiva.

[0136] Ademas de llevar a cabo mutagénesis a lo largo de toda la secuencia de un gen, en el contexto de la presente
invencion puede usarse mutagénesis para sustituir cada y cualquier numero de bases en una secuencia
polinucleotidica, en donde el nimero de bases a mutagenizar es preferiblemente cualquier entero de 15 a 100.000. Asi,
en lugar de mutagenizar cada posicién a lo largo de una molécula, puede someterse a mutagénesis todo numero o un
numero discreto de bases (preferiblemente un subconjunto que totalice de 15 a 100.000). Preferiblemente se usa para
mutagenizar cada posicién o grupo de posiciones a lo largo de una secuencia polinucleotidica un nucleétido aparte. Un
grupo de 3 posiciones a mutagenizar puede ser un codon. Las mutaciones son preferiblemente introducidas usando un
cebador mutagénico que contenga un casete heterélogo, que también recibe el nombre de casete mutagénico. Los
casetes preferidos pueden tener de 1 a 500 bases. Cada posicidon nucleotidica en tales casetes heterélogos puede ser
N, A, C, G, T, AC, AIG, AT, C/G, CIT. GIT, C/IGT, A/IG/T, A/IC/T, A/IC/G o E, donde E es cualquier base que no sea A, C,
G o T (puede llamarse a E oligo disefiador).

[0137] En un sentido general, la mutagénesis a saturacion consta de mutagenizar un conjunto completo de casetes
mutagénicos (en donde cada casete es de una longitud de preferiblemente poco mas o menos 1-500 bases) en la
definida secuencia polinucleotidica a mutagenizar (en donde la secuencia a mutagenizar es preferiblemente de una
longitud de aproximadamente 15 a 100.000 bases). Asi, se introduce en cada casete en mutagenizar un grupo de
mutaciones (que van de 1 a 100 mutaciones). Una agrupacion de mutaciones a introducir en un casete puede ser
distinta de o igual a una segunda agrupacién de mutaciones a introducir en un segundo casete durante la aplicacion de
un ciclo de mutagénesis a saturacion. Tales agrupaciones estan ejemplificaciones por deleciones, adiciones,
agrupamientos de codones particulares y agrupamientos de casetes nucleotidicos particulares.

[0138] Las secuencias definidas a mutagenizar incluyen a los miembros del grupo que consta de un gen completo, una
ruta, cDNA, un marco de lectura abierto entero (ORF), un represor/transactivador, potenciador o promotor entero, un
origen de replicacién, un intrén, un operador o cualquier grupo funcional polinucleotidico. Generalmente, a estos efectos
una “secuencia definida” puede ser cualquier polinucleétido que sea una secuencia polinucleotidica de 15 bases, y
secuencias polinucleotidicas de longitudes de entre 15 bases y 15.000 bases (esta invencion menciona especificamente
todo entero entre ambos numeros). Las consideraciones para elegir agrupaciones de codones incluyen los tipos de
aminoacidos codificados por un casete mutagénico degenerado.

[0139] En una ejemplificacion particularmente preferida de una agrupacién de mutaciones que pueden introducirse en
un casete mutagénico, esta invencién prevé especificamente sustituciones de codones degenerados (usando oligos
degenerados) que codifican para 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 y 20 aminoé&cidos en cada
posicion, y una biblioteca de polipéptidos codificados por los mismos.

[0140] En un aspecto, la presente invencion se refiere a un acido nucleico aislado, sintético o recombinante que
comprende una secuencia seleccionada de entre los miembros del grupo que consta de:

(a)lalD SEC N°: 1,

(b) que codifica un polipéptido que tiene una secuencia como la expuesta en la ID SEC N° 2, o un fragmento
enzimaticamente activo que tiene actividad de amilasa de la ID SEC N°: 2 de una longitud de al menos 75, 100 o 150
residuos de aminoacidos;

(c) que codifica un polipéptido que tiene actividad de amilasa de la ID SEC N°: 2 y (l) tiene al menos una identidad
secuencial de un 90% en toda la longitud de la ID SEC N°: 1, o (Il) tiene una longitud de al menos 200 nucledtidos de la
ID SEC N°: 1 y tiene una identidad secuencial de al menos un 95% con la ID SEC N°: 1, o (lll) tiene una longitud de al
menos 150 nucledtidos de la ID SEC N°: 1 y tiene una identidad secuencial de al menos un 97% con la ID SEC N° 1, o
(IV) tiene una longitud de al menos 75 nucleétidos de la ID SEC N°: 1 y tiene una identidad secuencial de al menos un
99% con la ID SEC N°: 1;

(d) que codifica un polipéptido que tiene actividad de amilasa de la ID SEC N°: 2 y (I) tiene una identidad secuencial de
al menos un 95% con la ID SEC N°: 2, o (Il) tiene un fragmento enziméticamente activo de (I) y al menos una longitud
de 150 residuos de aminoacidos y tiene una identidad secuencial de al menos un 95% con la ID SEC N° 2, o un
fragmento enzimaticamente activo de (I) una longitud de al menos 75 residuos de aminoacidos y tiene una identidad
secuencial de al menos un 98% con la ID SEC N°: 2; o bien

(e) secuencias plenamente complementarias de (a), (b), (c) o (d),

en donde la identidad secuencial se determina usando un algoritmo de comparacion de secuencias que consta del
algoritmo FASTA, version 3.0t78, con los parametros por defecto.
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[0141] Un aspecto de la invencion es un acido nucleico aislado que comprende una de las secuencias de las
secuencias de acido nucleico de la ID SEC N°: 1 y secuencias sustancialmente idénticas a la misma, las secuencias
complementarias de la misma, 75, 100, 150, 200, 300, 400 o 500 bases consecutivas de una de las secuencias de una
secuencia de acido nucleico de la ID SEC N°: 1 (o las secuencias complementarias de la misma). Los acidos nucleicos
aislados pueden comprender DNA, incluyendo cDNA, DNA genémico y DNA sintético. El DNA puede ser de doble hebra
o de una sola hebra, y si es de una sola hebra puede ser la hebra codificadora o la hebra no codificadora (antisentido).
Como alternativa, los acidos nucleicos aislados pueden comprender RNA.

[0142] Como se expone mas detalladamente mas adelante, los acidos nucleicos aislados de una de las secuencias de
acido nucleico de la ID SEC N°: 1 y secuencias sustancialmente idénticas a la misma pueden usarse para preparar uno
de los polipéptidos de una secuencia de aminoacidos de la ID SEC N° 2 y secuencias sustancialmente idénticas a la
misma, o fragmentos enzimaticamente activos que comprendan al menos 75, 100 o 150 aminoacidos consecutivos de
uno de los polipéptidos de las secuencias de aminoacidos de la ID SEC N°: 2, y secuencias sustancialmente idénticas a
las mismas.

[0143] En consecuencia, otro aspecto de la invencién es un acido nucleico aislado que codifica uno de los polipéptidos
de las secuencias de aminoacidos de la ID SEC N° 2 y secuencias sustancialmente idénticas a las mismas, o
fragmentos enzimaticamente activos que comprenden al menos 75, 100 o 150 aminoacidos consecutivos de uno de los
polipéptidos de las secuencias de aminoacidos de la ID SEC N°: 2. Las secuencias codificadoras de estos acidos
nucleicos pueden ser idénticas a una de las secuencias codificadoras de uno de los acidos nucleicos de las secuencias
de acido nucleico de la ID SEC N° 1, o un fragmento de las mismas, o bien pueden ser distintas secuencias
codificadoras que codifiquen uno de los polipéptidos de las secuencias de aminoacidos de la ID SEC N°: 2, secuencias
sustancialmente idénticas a las mismas, y fragmentos que tengan al menos 75, 100 o 150 aminoacidos consecutivos de
uno de los polipéptidos de las secuencias de aminoacidos de la ID SEC N°: 2, como resultado de la redundancia o
degeneracion del cddigo genético. El codigo genético es perfectamente conocido para los expertos en la materia y
puede obtenerse, por ejemplo, en la pagina 241 de B. Lewin, Genes VI, Oxford University Press, 1997.

[0144] EI acido nucleico aislado que codifica uno de los polipéptidos de las secuencias de aminoacidos de la ID SEC N°:
2 y secuencias sustancialmente idénticas a las mismas puede incluir, aunque sin caracter limitativo: tan soélo la
secuencia codificadora de una de las secuencias de acido nucleico de la ID SEC N° 1 y secuencias practicamente
idénticas a la misma, y adicionales secuencias codificadoras tales como secuencias conductoras o secuencias
proproteina y secuencias no codificadoras, tales como intrones o secuencias no codificadoras del lado 5’ y/o del lado 3’
de la secuencia codificadora. Asi, en el sentido en el que se la utiliza en la presente, la expresion “polinucleétido que
codifica un polipéptido” incluye a un polinucleétido que incluye tan sélo la secuencia codificadora para el polipéptido asi
como un polinucleétido que incluye una adicional secuencia codificadora y/o no codificadora.

[0145] Como alternativa, las secuencias de acido nucleico del grupo de las secuencias de acido nucleico de la ID SEC
N°: 1 y secuencias sustancialmente idénticas a las mismas pueden ser mutagenizadas usando técnicas convencionales,
tales como la mutagénesis dirigida por sitio u otras técnicas con las que estan familiarizados los expertos en la materia,
para introducir cambios silenciosos en los polinucledtidos de las secuencias de acido nucleico de la ID SEC N°: 1, y
secuencias sustancialmente idénticas a las mismas. En el sentido en el que se la utiliza en la presente, la expresion
“‘cambios silenciosos” incluye, por ejemplo, cambios que no alteran la secuencia de aminoéacidos codificada por el
polinucledtido. Tales cambios pueden ser deseables a fin de incrementar el nivel del polipéptido producido por células
huésped que contienen un vector que codifica el polipéptido introduciendo codones o pares de codones que se den
frecuentemente en el organismo huésped.

[0146] La invencidn también se refiere a polinucledtidos que tienen cambios de nucledtidos que redundan en
sustituciones, adiciones, deleciones, fusiones y truncaciones de aminoacidos en los polipéptidos de las secuencias de
aminoacidos de la ID SEC N°: 2 y en secuencias sustancialmente idénticas a las mismas. Tales cambios de nucleétidos
pueden introducirse usando técnicas tales como la mutagénesis dirigida por sitio, la mutagénesis quimica aleatoria, la
delecion por exonucleasa Ill y otras técnicas de DNA recombinante. Como alternativa, tales cambios de nucleétidos
pueden ser variantes alélicas que se den de manera natural y que se aislan identificando acidos nucleicos que se
hibriden especificamente con sondas que comprendan al menos 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 75, 100, 150, 200, 300,
400 o 500 bases consecutivas de una de las secuencias de los miembros del grupo que consta de las secuencias de
acido nucleico de la ID SEC N° 1 y secuencias sustancialmente idénticas a las mismas (o las secuencias
complementarias de las mismas) bajo condiciones de alta, moderada o baja rigurosidad como las que aqui se prevén.

[0147] Los acidos nucleicos aislados de las secuencias de acido nucleico de la ID SEC N° 1 y las secuencias
sustancialmente idénticas a las mismas, las secuencias complementarias de las mismas, o un fragmento que
comprenda al menos 75, 100, 150, 200, 300, 400 o 500 bases consecutivas de una de las secuencias del grupo de
secuencias de acido nucleico de la ID SEC N° 1 y las secuencias sustancialmente idénticas a la misma, o las
secuencias complementarias de la misma pueden también usarse como sondas para determinar si una muestra
bioldgica, tal como una muestra de tierra, contiene un organismo que tenga una secuencia de acido nucleico de la
invencién o un organismo del cual el acido nucleico fue obtenido. En tales procedimientos se obtiene una muestra
biolégica que potencialmente albergue al organismo del cual fue aislado el acido nucleico, y se obtienen acidos
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nucleicos de la muestra. Los acidos nucleicos son puestos en contacto con la muestra bajo condiciones que permitan a
la muestra hibridarse especificamente con cualesquiera secuencias complementarias de las que estan aqui presentes.

[0148] Cuando sea necesario pueden determinarse condiciones que le permitan a la sonda hibridarse especificamente
con secuencias complementarias poniendo a la sonda en contacto con secuencias complementarias de muestras de las
que se sepa contienen la secuencia complementaria, asi como con secuencias de control que no contengan la
secuencia complementaria. Las condiciones de hibridacion tales como la concentracion salina del tampon de
hibridacion, la concentracién de formamida del tampdn de hibridacién o la temperatura de hibridacion pueden variarse
para identificar condiciones que le permitan a la sonda hibridarse especificamente con acidos nucleicos
complementarios.

[0149] Si la muestra contiene el organismo del cual fue aislado el acido nucleico, se detecta entonces la hibridacion
especifica de la sonda. La hibridacion puede ser detectada etiquetando la sonda con un agente detectable tal como un
isétopo radiactivo, un colorante fluorescente o una enzima capaz de catalizar la formacion de un producto detectable.

[0150] Los expertos en la materia estan familiarizados con muchos métodos para usar las sondas etiquetadas para
detectar la presencia de &cidos nucleicos complementarios en una muestra. Estos incluyen a los miembros del grupo
que consta de Southern Blots, Northern Blots, procedimientos de hibridacion de colonias y blots de puntos. Se aportan
protocolos para cada uno de estos procedimientos en Ausubel et al. Current Protocls in Molecular Biology, John Wiley &
Sons, Inc. (1997) y en Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual 22 Ed., Cold Spring Harbor Laboratory
Press (1989).

[0151] Como alternativa, puede usarse mas de una sonda (al menos una de las que sean capaces de hibridarse
especificamente con cualesquiera secuencias complementarias de las que estén presentes en la muestra de acido
nucleico) en una reaccion de amplificacién para determinar si la muestra contiene un organismo que contenga una
secuencia de acido nucleico de la invenciéon (como p. ej. un organismo del cual fue aislado el acido nucleico).
Tipicamente, las sondas comprenden oligonucleétidos. En una realizacion, la reaccion de amplificacion puede
comprender una reaccion PCR (PCR = reaccién en cadena de la polimerasa). Se describen protocolos de PCR en
Ausubel y Sambrook, supra. Como alternativa, la amplificacion puede comprender una reaccion en cadena de la ligasa,
3SR, o0 una reaccién de desplazamiento de hebra. (Véanse Barany, F., “The Ligase Chain Reaction in a PCR World”,
PCR Methods and Applications 1:5-16, 1991; E. Fahy et al., “Self sustained Sequence Replication (3SR): An Isothermal
Transcription-based Amplification System Alternative to PCR”, PCR Methods and Applications 1:25-33, 1991; y Walker
G.T. et al.,, “Strand Displacement Amplification - an Isothermal in vitro DNA Amplification Technique”, Nucleic Acid
Research 20:1691-1696, 1992). En tales procedimientos, los acidos nucleicos de la muestra son puestos en contacto
con las sondas, se lleva a cabo la reaccién de amplificacion, y se detecta todo producto de amplificacion resultante. El
producto de amplificacion puede detectarse llevando a cabo electroforesis en gel de los productos de reaccion y
coloreando el gel con un intercalador tal como bromuro de etidio. Como alternativa, una o varias de las sondas pueden
ser etiquetadas con un isétopo radiactivo y la presencia de un producto de amplificacion radiactivo puede detectarse
mediante autorradiografia tras electroforesis en gel.

[0152] Sondas derivadas de secuencias cercanas a los extremos de las secuencias del grupo de secuencias de acido
nucleico de la ID SEC N° 1 y secuencias sustancialmente idénticas a las mismas pueden también usarse en
procedimientos de desplazamiento sobre el cromosoma para identificar clones que contengan secuencias gendmicas
situadas junto a las secuencias del grupo de secuencias de acido nucleico de la ID SEC N° 1 y secuencias
sustancialmente idénticas a las mismas. Tales métodos permiten el aislamiento de genes que codifiquen proteinas
adicionales del organismo huésped.

[0153] Los acidos nucleicos aislados de las secuencias de acido nucleico de la ID SEC N° 1 y secuencias
sustancialmente idénticas a las mismas, las secuencias complementarias de las mismas, o un fragmento que
comprenda al menos 75, 100, 150, 200, 300, 400 o 500 bases consecutivas de una de las secuencias del grupo de
secuencias de acido nucleico de la ID SEC N°: 1 y secuencias sustancialmente idénticas a la misma, o las secuencias
complementarias de la misma pueden usarse como sondas para identificar y aislar acidos nucleicos afines. En algunas
realizaciones, los acidos nucleicos afines pueden ser cDNAs o bien DNAs gendmicos de organismos distintos de aquél
del cual fue aislado el acido nucleico. Por ejemplo, los otros organismos pueden ser organismos afines. En tales
procedimientos, se pone a una muestra de acido nucleico en contacto con la sonda bajo condiciones que le permitan a
la sonda hibridarse especificamente con secuencias afines. La hibridacién de la sonda con acidos nucleicos del
organismo afin es entonces detectada usando cualesquiera de los métodos que se han descrito anteriormente.

[0154] En las reacciones de hibridacion de acidos nucleicos las condiciones que se usen para alcanzar un determinado
nivel de rigurosidad variaran en dependencia de la naturaleza de los acidos nucleicos que se hibriden. Por ejemplo
pueden considerarse al seleccionar las condiciones de hibridacion la longitud, el grado de complementariedad, la
composicion de la secuencia nucleotidica (como p. €j. el contenido de GC frente al contenido de AT) y el tipo de acido
nucleico (como p. ej. RNA frente a DNA) de las regiones de hibridacién de los acidos nucleicos. Una consideracion
adicional es la de si se inmoviliza a uno de los acidos nucleicos por ejemplo sobre un filtro.
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[0155] La hibridacion puede realizarse bajo condiciones de baja rigurosidad, moderada rigurosidad o alta rigurosidad.
Como ejemplo de hibridacién de acido nucleico, una membrana de polimero que contiene acidos nucleicos
desnaturalizados inmovilizados es primeramente prehibridada por espacio de 30 minutos a 45°C en una solucién que
consta de NaCl 0,9M, NaH2PO4 50mM, pH 7,0, Na2EDTA 5,9mM, SDS al 0,5%, 10 x reactivo de Denhardt y 0,5 mg/ml
de acido polirriboadenilico. Se afiaden entonces a la solucién aproximadamente 2 x 107 cpm (actividad especifica 4-9 x
108 cpm/ pg) de sonda oligonucleotidica marcada en el extremo con 32P. Tras 12 - 16 horas de incubacion, la
membrana es lavada por espacio de 30 minutos a temperatura ambiente en 1 x SET (NaCl 150mM, Tris hidrocloruro
20mM, pH 7,8, Na2EDTA 1mM) que contiene un 0,5% de SDS, efectuandose a continuacién un lavado por espacio de
30 minutos en 1 x SET sin usar a Tm -10°C para la sonda oligonucleotidica. La membrana es entonces expuesta contra
una pelicula autorradiografica para la deteccion de sefiales de hibridacion.

[0156] Variando la rigurosidad de las condiciones de hibridacion que se usan para identificar acidos nucleicos tales
como cDNAs o DNAs gendmicos que se hibridan con la sonda detectable, pueden identificarse y aislarse acidos
nucleicos que tengan distintos niveles de homologia con la sonda. La rigurosidad puede variarse llevando a cabo la
hibridacion a temperaturas variables inferiores a las temperaturas de fusién de las sondas. La temperatura de fusién, o
Tm, es la temperatura (bajo definidas condiciones de fuerza iénica y pH) a la cual el 50% de la secuencia diana se
hibrida con una sonda perfectamente complementaria. Se seleccionan condiciones muy rigurosas de manera que sean
iguales o aproximadamente 5°C inferiores a la Tm para una sonda particular. La temperatura de fusion de la sonda
puede calcularse usando las formulas siguientes:

[0157] Para muestras de entre 14 y 70 nucledtidos de longitud la temperatura de fusién (Tm) se calcula usando la
férmula: Tm = 81,5 +16,6(log [Na+] + 0,41 (fraccion G+C) - (600/N), donde N es la longitud de la sonda.

[0158] Si la hibridacion se realiza en una soluciéon que contenga formamida, la temperatura de fusidon puede calcularse
usando la ecuacion: Tm = 81,5 + 16,6(log [Na+] + 0,41 (fraccion G+C) - (0,63% de formamida) - (600/N), donde N es la
longitud de la sonda.

[0159] La prehibridacién puede realizarse en 6 x SSC, 5 x reactivo de Denhardt, SDS al 0,5%, 100 ug de DNA de
esperma de salmon fragmentado desnaturalizado o 6 x SSC, 5 x reactivo de Denhardt, SDS al 0,5%, 100 ug de DNA de
esperma de salmon fragmentado desnaturalizado, formamida al 50%. Las férmulas para las soluciones de SSC y de
Denhardt estan enumeradas en Sambrook et al., supra.

[0160] La hibridacién se lleva a cabo afiadiendo la sonda detectable a las soluciones de prehibridacion enumeradas
anteriormente. Cuando la sonda comprenda DNA de doble hebra, se la desnaturaliza antes de la adicién a la solucion
de hibridacién. Se pone al filtro en contacto con la soluciéon de hibridacion por espacio de un periodo de tiempo
suficiente para permitir que la sonda se hibride con cDNAs o DNAs gendmicos que contengan secuencias
complementarias de la misma u homodlogas de la misma. Para sondas de una longitud de mas de 200 nucleétidos, la
hibridacion puede realizarse a temperaturas de 15 a 25°C mas bajas que la Tm. Para sondas mas cortas, tales como
sondas oligonucleotidicas, la hibridaciéon puede llevarse a cabo a temperaturas de 5 a 10°C mas bajas que la Tm.
Tipicamente, para hibridaciones en 6 x SSC, la hibridacién es llevada a cabo a aproximadamente 68°C. Habitualmente,
para hibridaciones en soluciones que contengan un 50% de formamida, la hibridacién se lleva a cabo a
aproximadamente 42°C.

[0161] Se consideraria que todas las hibridaciones anteriormente indicadas estan bajo condiciones de alta rigurosidad.

[0162] A continuacion de la hibridacion, se procede a lavar el filtro para eliminar toda sonda detectable no
especificamente fijada. La rigurosidad que se use para lavar los filtros puede también variarse en dependencia de la
naturaleza de los acidos nucleicos que se hibriden, de la longitud de los &cidos nucleicos que se hibriden, del grado de
complementariedad, de la composicién de las secuencias de nucleétidos (como p. ej. el contenido de GC frente al
contenido de AT) y del tipo de acido nucleico (como p. ej. RNA frente a DNA). Son ejemplos de lavados en condiciones
de rigurosidad progresivamente mas alta los siguientes: 2 x SSC, SDS al 0,1% a temperatura ambiente por espacio de
15 minutos (baja rigurosidad); 0,1 x SSC, SDS al 0,5% a temperatura ambiente por espacio de un periodo tiempo de 30
minutos a 1 hora (rigurosidad moderada); 0,1 x SSC, SDS al 0,5% por espacio de 15 a 30 minutos a una temperatura
situada entre la temperatura de hibridacion y 68°C (alta rigurosidad); y NaCl 0,15M por espacio de 15 minutos a 72°C
(muy alta rigurosidad). Puede llevarse a cabo un lavado final en condiciones de baja rigurosidad en 0,1 x SSC a
temperatura ambiente. Los anteriores ejemplos son meramente ilustrativos de un conjunto de condiciones que pueden
usarse para lavar los filtros. Un experto en la materia sabria que hay numerosas recetas para lavados en distintas
condiciones de rigurosidad. Se dan a continuacion algunos otros ejemplos.

[0163] Los acidos nucleicos que se han hibridado con la sonda son identificados por autorradiografia o bien mediante
otras técnicas convencionales.

[0164] El procedimiento anteriormente descrito puede ser modificado para identificar acidos nucleicos que tengan
decrecientes niveles de homologia con la secuencia de la sonda. Por ejemplo, para obtener acidos nucleicos de
decreciente homologia con la sonda detectable pueden usarse condiciones menos rigurosas. Por ejemplo, la
temperatura de hibridacion puede ser reducida en incrementos de 5°C desde 68°C hasta 42°C en un tampon de
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hibridacion que tenga una concentracion de Na+ aproximadamente 1M. A continuacion de la hibridacién, el filtro puede
ser lavado con 2 x SSC, SDS al 0,5% a la temperatura de hibridacién. Se considera que estas condiciones son
condiciones “moderadas” por encima de 50°C y condiciones “bajas” por debajo de 50°C. Un ejemplo especifico de
condiciones de hibridacion “moderadas” es el de cuando la hibridacion anteriormente descrita es llevada a cabo a 55°C.
Un ejemplo especifico de condiciones de hibridacion de “baja rigurosidad” es el de cuando la hibridacidén anteriormente
descrita es llevada a cabo a 45°C.

[0165] Como alternativa, la hibridaciéon puede realizarse en tampones tales como 6 x SSC que contengan formamida a
una temperatura de 42°C. En este caso, la concentracién de formamida en el tampén de hibridacién puede ser reducida
en incrementos de un 5% desde un 50% hasta un 0% para identificar clones que tengan decrecientes niveles de
homologia con la sonda. A continuacién de la hibridacion, el filtro puede ser lavado con 6 x SSC, SDS al 0,5% a 50°C.
Se considera que estas condiciones son condiciones “moderadas” a una concentracion de formamida de mas de un
25% y condiciones “bajas” a una concentracion de formamida de menos de un 25%. Un ejemplo especifico de
condiciones de hibridaciéon “moderadas” es el de cuando la hibridacion anteriormente descrita es llevada a cabo a una
concentracion de formamida de un 30%. Un ejemplo especifico de condiciones de hibridacién de “baja rigurosidad” es el
de cuando la hibridacion anteriormente descrita es llevada a cabo a una concentracién de formamida de un 10%.

[0166] Por ejemplo, los métodos precedentes pueden usarse para aislar acidos nucleicos que tengan una secuencia
con una homologia de al menos aproximadamente un 90%, al menos un 95%, al menos 90%, al menos un 85%, al
menos un 80%, al menos un 70%, al menos un 65%, al menos un 60%, al menos un 55% o al menos un 50% con una
secuencia de acido nucleico seleccionada de entre los miembros del grupo que consta de una de las secuencias del
grupo de secuencias de acido nucleico de la ID SEC N°: 1 y secuencias sustancialmente idénticas a la misma, o
fragmentos que comprendan al menos aproximadamente 75, 100, 150, 200, 300, 400 o 500 bases consecutivas de la
misma, y las secuencias complementarias de la misma. La homologia puede medirse usando el algoritmo de alineacion.
Por ejemplo, los polinucleétidos homdlogos pueden tener una secuencia codificadora que sea una variante alélica que
se dé de manera natural de una de las secuencias codificadoras que aqui se describen. Tales variantes alélicas pueden
tener una sustitucion, delecién o adicién de uno o varios nucleétidos en comparacion con los acidos nucleicos de las
secuencias de acido nucleico de la ID SEC N°: 1 o las secuencias complementarias de las mismas.

[0167] Adicionalmente, los procedimientos anteriormente descritos pueden usarse para aislar acidos nucleicos que
codifiquen polipéptidos que tengan una homologia de al menos aproximadamente un 99%, un 95%, al menos un 90%,
al menos un 85%, al menos un 80%, al menos un 75%, al menos un 70%, al menos un 65%, al menos un 60%, al
menos un 55% o al menos un 50% con un polipéptido que tenga la secuencia de una de las secuencias de aminoacidos
de la ID SEC N°: 2 y secuencias sustancialmente idénticas a la misma, o fragmentos que comprendan al menos 75, 100
o 150 aminoacidos consecutivos de la misma segun determinacion efectuada usando un algoritmo de alineacion de
secuencias (p. ej. tal como el algoritmo FASTA version 3.0t78 con los parametros por defecto).

[0168] En otro aspecto la presente invencion se refiere a un polipéptido aislado, sintético o recombinante seleccionado
de entre los miembros del grupo que consta de:

(a) una secuencia de aminoacidos como la expuesta en la ID SEC N°: 2 o un fragmento enzimaticamente activo de la ID
SEC N°: 2 que tenga actividad de amilasa de la ID SEC N°: 2 de una longitud de al menos 75, 100 o 150 residuos de
aminoacidos;

(b) una secuencia de aminoacidos codificada por un acido nucleico de la reivindicacion 1 (a) a 1 (d) que tenga actividad
de amilasa de la ID SEC N°: 2;

(c) una secuencia de aminoacidos (I) que tenga al menos una identidad secuencial de un 95% a todo lo largo de la ID
SEC N°: 2; o (ll) que tenga un fragmento enzimaticamente activo de (I) una longitud de al menos 150 residuos de
aminoacidos y tenga una identidad secuencial de al menos un 95% con la ID SEC N° 2, o un fragmento
enzimaticamente activo de (I) una longitud de al menos 75 residuos de aminoacidos y que tenga una identidad
secuencial de al menos un 98% con la ID SEC N°: 2, en donde el polipéptido de (1) o (Il) tiene una actividad de amilasa
de la ID SEC N°: 2;

en donde la identidad secuencial se determina usando un algoritmo de comparacion de secuencias que consta del
algoritmo FASTA, version 3.0t7, con los parametros por defecto.

[0169] Otro aspecto de la invencién es un polipéptido aislado o purificado que comprende la secuencia de una de las
secuencias de acido nucleico de la ID SEC N°: 1 y secuencias sustancialmente idénticas a la misma, o fragmentos que
comprendan al menos 75, 100 o 150 aminoacidos consecutivos de la misma. Como se ha expuesto anteriormente, tales
polipéptidos pueden ser obtenidos insertando un acido nucleico que codifique al polipéptido en un vector de forma tal
que la secuencia codificadora quede operativamente enlazada a una secuencia capaz de activar la expresion del
polipéptido codificado en una adecuada célula huésped. Por ejemplo, el vector de expresion puede comprender un
promotor, un sitio de unién de ribosomas para la iniciacion de la traduccién y un terminador de transcripcion. El vector
puede también incluir secuencias apropiadas para amplificar la expresion.

[0170] Los promotores que son adecuados para expresar el polipéptido o fragmento de mismo en bacterias incluyen a
los promotores E. coli lac o trp, al promotor lacl, al promotor laczZ, al promotor T3, al promotor T7, al promotor gpt, al
promotor lambda Pr, al promotor lambda P, promotores de operones que codifican enzimas glicoliticas tales como 3-
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fosfoglicerato quinasa (PGK), y al promotor de fosfatasa acida. Los promotores fungales incluyen al promotor de factor
V. Los promotores eucariéticos incluyen al promotor temprano inmediato del CMV, al promotor de timidina quinasa del
HSV, a promotores de shock térmico, al promotor temprano y tardio de SV40, a LTRs (LTRs = repeticiones terminales
largas) de retrovirus, y al promotor de metalotioneina-I de ratén. Pueden también usarse otros promotores de los que se
sepa que controlan la expresion de genes en células procariéticas o eucarioticas o sus virus.

[0171] Los vectores de expresion de mamifero pueden también comprender un origen de replicacién, cualesquiera
necesarios sitios de union de ribosomas, un sitio de poliadenilacién, sitios dadores y aceptores de corte y empalme,
secuencias de terminacion transcripcional y secuencias no transcritas que flanquean al extremo 5. En algunas
realizaciones pueden usarse secuencias de DNA derivadas de sitios de poliadenlizacion y corte y empalme de SV40
para proporcionar los requeridos elementos genéticos no transcritos.

[0172] Los vectores para expresar el polipéptido o fragmento del mismo en células eucaridticas pueden también
contener potenciadores para incrementar los niveles de expresion. Los potenciadores son elementos de DNA que
actian en cis, tienen habitualmente una longitud de aproximadamente 10 a aproximadamente 300 bp (bp = pares de
bases) y actian en un promotor para incrementar su transcripciéon. Los ejemplos incluyen al potenciador de SV40 en el
lado tardio del origen de replicacion de los bp 100 a 270, el potenciador promotor temprano de citomegalovirus, el
potenciador de polioma en el lado tardio del origen de replicacion, y los potenciadores de adenovirus.

[0173] Adicionalmente, los vectores de expresion tipicamente contienen uno o varios genes marcadores seleccionables
para permitir la seleccién de células huésped que contengan el vector. Tales marcadores seleccionables incluyen a
genes que codifican dihidrofolato reductosa o genes que confieren resistencia a la neomicina para cultivo de células
eucarioticas, genes que confieren resistencia a la tetraciclina o a la ampicilina en E. coli, y al gen TRP1 de S. cerevisiae.

[0174] En algunas realizaciones, el acido nucleico que codifica uno de los polipéptidos de las secuencias de
aminoacidos de la ID SEC N°: 2 y secuencias sustancialmente idénticas a las mismas, o fragmentos que comprenden al
menos 75, 100 o 150 aminoacidos consecutivos de las mismas es ensamblado en fase apropiada con una secuencia
conductora capaz de dirigir la secrecion del polipéptido traducido o fragmento del mismo. Opcionalmente, el acido
nucleico puede codificar un polipéptido de fusion en el cual uno de los polipéptidos de las secuencias de aminoacidos de
la ID SEC N°: 2 y secuencias sustancialmente idénticas a las mismas, o fragmentos que comprendan al menos 75, 100
o 150 aminoacidos consecutivos de las mismas es fusionado con péptidos o polipéptidos heterélogos tales como
péptidos N-terminales de identificacién que imparten caracteristicas deseadas, tales como una incrementada estabilidad
0 una purificacion simplificada.

[0175] La apropiada secuencia de DNA puede ser insertada en el vector mediante los de una variedad de
procedimientos. En general, la secuencia de DNA es ligada a la deseada posicion en el vector a continuacion de la
digestion del inserto y del vector con apropiadas endonucleasas de restriccion. Como alternativa pueden ligarse
extremos romos tanto del inserto como del vector. Se da a conocer una variedad de técnicas de clonacion en Ausubel et
al. Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Inc. 1997 y en Sambrook et al., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual 22 Ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989). Se considera que estan al alcance de los
expertos en la materia tales procedimientos y otros.

[0176] El vector puede por ejemplo estar en forma de un plasmido, de una particula viral o de un fago. Otros vectores
incluyen a miembros del grupo que consta de secuencias de DNA cromosomal, no cromosomal y sintético, derivados de
SV40; plasmidos bacterianos, DNA de fago, baculovirus, plasmidos de levadura, vectores derivados de combinaciones
de plasmidos y DNA de fago, DNA viral tal como vacunas, adenovirus, virus de la viruela aviar y pseudorrabia. Los de
una variedad de vectores de clonacion y expresion destinados a ser usados con huéspedes procariéticos y eucariéticos
estan descritos por Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 Ed., Cold Spring Harbor, N.Y.,(1989).

[0177] Los vectores bacterianos particulares que pueden ser usados incluyen a los plasmidos que estan disponibles
comercialmente y comprenden elementos genéticos del perfectamente conocido vector de clonacion pBR322 (ATCC
37017), prkKK223-3 (Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Suecia), GEM1 (Promega Biotec, Madison, WI, EE.UU.),
pQE70, pQE-9 (Qiagen), pD10, psiX174 pBluescript Il KS, pNH8A, pNH16a, pNH18A, pNH46A (Stratagene), ptrc99a,
pKK223-3, pKK233-3, pDR540, pRIT5 (Pharmacia), pKK232-8 y pCM7. Particulares vectores eucarioticos incluyen a los
miembros del grupo que consta de pSV2CAT, pOG44, pXT1, pSG (Stratagene) pPSVK3, pBPV, pMSG y pSVL
(Pharmacia). Sin embargo, puede usarse cualquier otro vector siempre que sea replicable y viable en la célula huésped.

[0178] La célula huésped puede ser cualquiera de las células huésped con las que estan familiarizados los expertos en
la materia, incluyendo a células procarioticas, células eucariéticas, células de mamifero, células de insecto o células
vegetales. Como ejemplos representativos de huéspedes apropiados, pueden mencionarse los siguientes: células
bacterianas tales como E. coli, Streptomyces, Bacillus subtilis, Salmonella typhimurium y varias especies dentro de los
géneros Pseudomonas, Streptomyces y Staphylococcus, células fungales, tales como levadura, células de insecto tales
como Drosophila S2 y Spodoptera Sf9, células animales tales como CHO, COS o melanoma de Bowes, y adenovirus.
Esta dentro de las capacidades de los expertos en la materia la seleccion de un huésped apropiado.
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[0179] EI vector puede ser introducido en las células huésped usando cualquiera de las de una variedad de técnicas
entre las que se incluyen las de transformacion, transfeccion, transduccion, infeccion viral, pistolas génicas o
transferencia génica mediada por Ti. Los métodos particulares incluyen a los miembros del grupo que consta de
transfeccion por fosfato calcico, transfeccion mediada por DEAE-Dextrano, lipofeccion o electroporacion (Davis, L.,
Dibner, M., Battey, |., Basic Methods in Molecular Biology, (1986)).

[0180] Alli donde ello sea apropiado, las células huésped manipuladas pueden ser cultivadas en medios nutrientes
convencionales modificados segun sea apropiado para activar promotores, seleccionar transformantes o amplificar los
genes de la invencion. A continuacion de la transformacion de una adecuada cepa huésped y del cultivo de la cepa
huésped hasta alcanzar una apropiada densidad de células, el promotor seleccionado puede ser inducido mediante
medios apropiados (como p. e]. desplazamiento de temperatura o induccién quimica) y las células pueden ser cultivadas
por espacio de un adicional periodo de tiempo para permitirles producir el deseado polipéptido o fragmento del mismo.

[0181] Las células son tipicamente recolectadas por centrifugacion y rotas por medios fisicos o quimicos, y el extracto
crudo resultante es conservado para su adicional purificacion. Las células microbianas que se empleen para la
expresion de proteinas pueden ser rotas por cualquier método conveniente, entre los que se incluyen los de ciclacion
por congelacion-descongelacion, sonicacion, ruptura mecanica o el uso de agentes lisantes de células. Tales métodos
son perfectamente conocidos para los expertos en la materia. El polipéptido o fragmento del mismo expresado puede
ser recuperado y purificado a partir de los cultivos de células recombinantes por métodos entre los que se incluyen los
de precipitacion en sulfato amdnico o etanol, extraccién con acido, cromatografia de intercambio anidnico o catiénico,
cromatografia en fosfocelulosa, cromatografia de interaccion hidrofébica, cromatografia de afinidad, cromatografia en
hidroxiapatita y cromatografia en lectina. Segun sea necesario, pueden usarse pasos de replegamiento de proteinas
para completar la configuracion de polipéptido. Si se desea, puede emplearse para los pasos de purificacion final
cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC).

[0182] Pueden también emplearse para expresar proteina recombinante varios sistemas de cultivo de células de
mamifero. Los ejemplos de sistemas de expresion de mamifero incluyen a las lineas COS-7 de fibroblastos de rifion de
mono (descritas por Gluzman, Cell, 23:175, 1981) y ofras lineas celulares capaces de expresar proteinas desde un
vector compatible, tales como las lineas celulares C127, 3T3, CHO, HelLa y BHK.

[0183] Los constructos en las células huésped pueden usarse de manera convencional para producir el producto génico
codificado por la secuencia recombinante. En dependencia del huésped que se emplee en un procedimiento de
produccién recombinante, los polipéptidos producidos por células huésped que contengan el vector pueden ser
glicosilados o pueden ser no glicosilados. Los polipéptidos de la invencion pueden incluir o pueden también no incluir un
residuo de aminoacido de metionina inicial.

[0184] Como alternativa, los polipéptidos de las secuencias de aminoacidos de la ID SEC N° 2 y secuencias
sustancialmente idénticas a las mismas, o fragmentos que comprendan al menos 75, 100 o 150 aminoacidos
consecutivos de las mismas pueden ser producidos sintéticamente mediante sintetizadores de péptidos convencionales.
En otras realizaciones pueden emplearse fragmentos o partes de los polipéptidos para producir el correspondiente
polipéptido de longitud completa mediante sintesis de péptidos; y por consiguiente los fragmentos pueden emplearse
como intermedios para producir los polipéptidos de longitud completa.

[0185] Pueden también emplearse sistemas de traduccion sin células para producir uno de los polipéptidos de las
secuencias de aminoacidos de la ID SEC N°: 2 y secuencias sustancialmente idénticas a las mismas, o fragmentos que
comprendan al menos 75, 100 o 150 aminoacidos consecutivos de las mismas usando mRNAs transcritos desde un
constructo de DNA que comprenda un promotor ligado operativamente a un acido nucleico que codifique el polipéptido o
fragmento del mismo. En algunas realizaciones, el constructo de DNA puede ser linealizado antes de llevar a cabo una
reaccion de transcripcion in vitro. EI mRNA transcrito es luego incubado con un apropiado extracto de traduccion exento
de células, tal como un extracto de reticulocitos de conejo, para producir el deseado polipéptido o fragmento del mismo.

[0186] La invencién también se refiere a variantes de los polipéptidos de las secuencias de aminoacidos de la ID SEC
N°: 2 y a secuencias sustancialmente idénticas a las mismas, o a fragmentos que comprendan al menos 75, 100 o 150
aminoacidos consecutivos de las mismas. El vocablo “variante” incluye a derivados o analogos de estos polipéptidos. En
particular, las variantes pueden diferenciarse en la secuencia de aminoacidos de los polipéptidos de las secuencias de
aminoacidos de la ID SEC N°: 2 y de secuencias sustancialmente idénticas a las mismas, en una o varias sustituciones,
adiciones, deleciones, fusiones y truncaciones, que pueden estar presentes en cualquier combinacién.

[0187] Las variantes pueden darse de manera natural o bien pueden crearse in vitro. En particular, tales variantes
pueden ser creadas usando técnicas de manipulacion genética tales como la mutagénesis dirigida por sitio, la
mutagénesis quimica aleatoria, los procedimientos de delecion por Exonucleasa lll y técnicas de clonacion estandar.
Como alternativa, tales variantes, fragmentos, analogos o derivados pueden crearse usando procedimientos de sintesis
o modificacién quimica.

[0188] Los expertos en la materia estan también familiarizados con otros métodos de hacer variantes. Estos incluyen a
procedimientos en los cuales secuencias de acido nucleico obtenidas de aislados naturales son modificadas para
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generar acidos nucleicos que codifiquen polipéptidos que tengan caracteristicas que acrecienten su valor en
aplicaciones industriales o de laboratorio. En tales procedimientos se generan y caracterizan las de un gran nimero de
secuencias variantes que tengan una o varias diferencias nucleotidicas con respecto a la secuencia obtenida del aislado
natural. Tipicamente, estas diferencias nucleotidicas redundan en cambios de aminoacidos con respecto a los
polipéptidos codificados por los acidos nucleicos de los aislados naturales.

[0189] Por ejemplo pueden crearse variantes usando PCR propensa a error. En la PCR propensa a error, la PCR se
lleva a cabo bajo condiciones en las que es baja la fidelidad de copia de la DNA polimerasa, de forma tal que se obtiene
una alta tasa de mutaciones puntuales a todo lo largo del producto de PCR. La PCR propensa a error esta descrita en
Leung, D.W. et al., Technique, 1:11-15, 1989) y en Caldwell, R. C. & Joyce G.F., PCR Methods Applic., 2:28-33, 1992.
Dicho brevemente, en tales procedimientos los acidos nucleicos a mutagenizar son mezclados con cebadores de PCR,
tampodn de reaccion, MgClI2, MnCI2, Taq polimerasa y una concentraciéon de dNTPs apropiada para alcanzar una alta
tasa de mutacion puntual a todo lo largo del producto de PCR. Por ejemplo, la reaccién puede llevarse a cabo usando
20 fmoles de acido nucleico a mutagenizar, 30 pmoles de cada cebador de PCR, un tampén de reaccion que
comprenda KCI 50mM, Tris HCI 10mM (pH 8,3) y un 0,01% de gelatina, MgCI2 7mM, MnCI2 0,5mM, 5 unidades de Taq
polimerasa, DGTP 0,2mM, dATP 0,2mM, dCTP 1mM y dTTP 1mM. La PCR puede llevarse a cabo con 30 ciclos de
94°C por espacio de 1 min., 45°C por espacio de 1 min. y 72°C por espacio de 1 min. Sin embargo, se apreciara que
estos parametros pueden variarse segun sea apropiado. Los acidos nucleicos mutagenizados son clonados en un
apropiado vector, y se evaltan las actividades de los polipéptidos codificados por los acidos nucleicos mutagenizados.

[0190] Pueden también crearse variantes usando mutagénesis dirigida por oligonucleétidos para generar mutaciones
especificas de sitio en todo DNA clonado de interés. La mutagénesis por oligonucledtidos esta descrita en Reidhaar-
Olson, J.F. & Sauer, R.T., et al., Science, 241:53-57, 1988. Dicho brevemente, en tales procedimientos los de una
pluralidad de oligonucledtidos de doble hebra que llevan una o varias mutaciones a introducir en el DNA clonado son
sintetizados e insertados en el DNA clonado a mutagenizar. Se recuperan los clones que contienen el DNA
mutagenizado y se valoran las actividades de los polipéptidos que codifican.

[0191] Otro método para generar variantes es la PCR de ensamblaje. La PCR de ensamblaje supone el ensamblaje de
un producto de PCR a partir de una mezcla de pequefios fragmentos de DNA. Se producen en paralelo en el mismo vial
las de un gran numero de distintas reacciones PCR, cebando los productos de una reaccién a los productos de otra
reaccion. La PCR de ensamblaje esta descrita en la Patente U.S. N° 5.965.408, presentada el 9 de julio de 1996 y
titulada “Method of DNA Reassembly by Interrupting Synthesis” (“Método de Reensamblaje de DNA Mediante la
Interrupcion de la Sintesis”).

[0192] Aun otro método para generar variantes es la mutagénesis por PCR sexual. En la mutagénesis por PCR sexual
se produce recombinacién homéloga forzada entre moléculas de DNA de distinta pero altamente afin secuencia de DNA
in vitro, como resultado de la fragmentacion aleatoria de la molécula de DNA basada en la homologia secuencial,
seguida por fijacion del sobrecruzamiento mediante extensién con cebador en una reaccion PCR. La mutagénesis por
PCR sexual esta descrita en Stemmer, W. P., PNAS, EE.UU., 91:10747-10751, 1994. Dicho brevemente, en tales
procedimientos los de una pluralidad de acidos nucleicos a recombinar son digeridos con DNAsa para generar
fragmentos que tienen un tamafio medio de 50-200 nucledtidos. Los fragmentos del deseado tamafio medio son
purificados y puestos nuevamente en suspension en una mezcla de PCR. La PCR se lleva a cabo bajo condiciones que
facilitan la recombinacion entre los fragmentos de acido nucleico. Por ejemplo, la PCR puede ser llevada a cabo
poniendo de nuevo en suspension los fragmentos purificados a una concentracion de 10-30 ng/l en una solucién 0,2mM
de cada ANTP, MgCI2 2,2mM, KCI 50mM, Tris HCI 10mM, pH 9,0, y un 0,1% de Triton X-100. Se afiaden 2,5 unidades
de Taq polimerasa por cada 100:1 de mezcla de reaccion, y la PCR se lleva a cabo usando el régimen siguiente: 94°C
por espacio de 60 segundos, 94°C por espacio de 30 segundos, 50-55°C por espacio de 30 segundos, 72°C por espacio
de 30 segundos (30-45 veces) y 72°C por espacio de 5 minutos. Sin embargo, se apreciara que estos parametros
pueden variarse segun sea apropiado. En algunas realizaciones pueden incluirse oligonucleétidos en las reacciones
PCR. En otras realizaciones puede usarse en un primer conjunto de reacciones PCR el fragmento de Klenow de la DNA
polimerasa |, y puede usarse Taq polimerasa en un posterior conjunto de reacciones PCR. Se aislan las secuencias
recombinantes y se valoran las actividades de los polipéptidos que codifican.

[0193] Las variantes pueden también variarse mediante mutagénesis in vivo. En algunas realizaciones se generan
mutaciones aleatorias en una secuencia de interés propagando la secuencia de interés en una cepa bacteriana, tal
como una cepa de E. coli, que lleve mutaciones en una o varias de las rutas de reparacién de DNA. Tales cepas
“mutadoras” tienen una tasa de mutacién aleatoria mas alta que la de un progenitor de tipo salvaje. La propagacioén del
DNA en una de estas cepas generara finalmente mutaciones aleatorias dentro del DNA. Cepas mutadoras adecuadas
para ser usadas para mutagénesis in vivo estdn descritas en la Publicacion N° WO 91/16427 al amparo del PCT,
publicada el 31 de octubre de 1991 y titulada “Methods for Phenotype Creation from Multiple Gene Populations”
(“Métodos para la Creacion de Fenotipos a partir de Mdltiples Poblaciones Génicas”).

[0194] Pueden también generarse variantes usando mutagénesis en casete. En la mutagénesis en casete una pequefia

region de una molécula de DNA de doble hebra es sustituida por un “casete” oligonucleotidico sintético que se diferencia
de la secuencia nativa. El oligonucleétido a menudo contiene secuencia nativa completa y/o parcialmente aleatorizada.
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[0195] Puede también usarse para generar variantes la mutagénesis de conjunto recursivo. La mutagénesis de conjunto
recursivo es un algoritmo para la manipulacion de proteinas (mutagénesis de proteinas) desarrollado para producir
diversas poblaciones de mutantes fenotipicamente afines cuyos miembros se diferencian en la secuencia de
aminoacidos. Este método usa un mecanismo de realimentaciéon para controlar sucesivos ciclos de mutagénesis
combinatoria en casete. La mutagénesis de conjunto recursivo esta descrita en Arkin, A.P. y Youvan, D.C., PNAS,
EE.UU., 89:7811-7815, 1992.

[0196] En algunas realizaciones se crean variantes usando mutagénesis de conjunto exponencial. La mutagénesis de
conjunto exponencial es un proceso para generar bibliotecas combinatorias con un alto porcentaje de mutantes
singulares y funcionales, en donde pequefios grupos de residuos son aleatorizados en paralelo para identificar, en cada
posicion alterada, aminoacidos que conduzcan a proteinas funcionales. La mutagénesis de conjunto exponencial esta
descrita en Delegrave, S. y Youvan, D.C., Biotechnology Research, 11:1548-1552, 1993. La mutagénesis aleatoria y la
mutagénesis dirigida por sitio estan descritas en Arnold, F.H., Current Opinion in Biotechnology, 4:450-455, 1993.

[0197] En algunas realizaciones, las variantes se crean usando procedimientos de reordenamiento en donde partes de
los de una pluralidad de acidos nucleicos que codifican distintos polipéptidos son fusionadas entre si para crear
secuencias de 4cido nucleico quimérico que codifican polipéptidos quiméricos como se describe en la Patente U.S. N°
5.965.408, presentada el 9 de julio de 1996 y titulada “Method of DNA Reassembly by Interrupting Synthesis” (“Método
de Reensamblaje de DNA Mediante la Interrupcion de la Sintesis”) y en la Patente U.S. N° 5.939.250, presentada el 22
de mayo de 1996 y titulada “Production of Enzymes Having Desired Activities by Mutagenesis” (“Produccion de Enzimas
que Tienen Actividades Deseadas por Mutagénesis”).

[0198] Las variantes de los polipéptidos de las secuencias de aminoacidos de la ID SEC N°: 2 pueden ser variantes en
las cuales uno o varios de los residuos de aminoacidos de los polipéptidos de las secuencias de aminoacidos de la ID
SEC N°: 2 estan sustituidos por un residuo de aminoacido conservado o no conservado (preferiblemente un residuo de
aminoacido conservado), y tal residuo de aminoacido sustituido puede ser o puede no ser uno codificado por el codigo
genético.

[0199] Son sustituciones conservadoras aquéllas que sustituyen un aminoacido dado en un polipéptido por otro
aminoacido de iguales -caracteristicas. Las siguientes sustituciones se ven tipicamente como sustituciones
conservadoras: sustituciones de un aminoacido alifatico tal como Alanina, Valina, Leucina e Isoleucina por otro
aminoacido alifatico. Sustitucion de la Serina por una Treonina o viceversa; sustitucion de un residuo acido tal como
acido aspartico o acido glutamico por otro residuo acido; sustitucion de un residuo que lleve un grupo amida, tal como
Asparagina y Glutamina, por otro residuo que lleve un grupo amida; intercambio de un residuo basico tal como Lisina y
Arginina por otro residuo basico; y sustitucion de un residuo aromatico tal como Fenilalanina o Tirosina por otro residuo
aromatico.

[0200] Son otras variantes aquéllas en las cuales uno o varios de los residuos de aminoacidos de los polipéptidos de las
secuencias de aminoacidos de la ID SEC N°: 2 incluye(n) un grupo sustituyente.

[0201] Son aun otras variantes aquéllas en las cuales el polipéptido es asociado con otro compuesto, tal como un
compuesto para incrementar la vida media del polipéptido (como por ejemplo polietilenglicol).

[0202] Son adicionales variantes aquéllas en las cuales aminoacidos adicionales son fusionados con el polipéptido, tal
como una secuencia conductora, una secuencia secretora, una secuencia proproteina o una secuencia que facilite la
purificacion, el enriquecimiento o la estabilizacion del polipéptido.

[0203] En algunas realizaciones, los fragmentos, derivados y analogos conservan la misma funcién o actividad bioldgica
como los polipéptidos de las secuencias de aminoéacidos de la ID SEC N°: 2 y de secuencias sustancialmente idénticas
a las mismas. En otras realizaciones, el fragmento, derivado o analogo incluye una proteina, de tal manera que el
fragmento, derivado o analogo puede ser activado por escision de la parte de proproteina para producir un polipéptido
activo.

[0204] Otro aspecto de la invencion es polipéptidos o fragmentos de los mismos que tengan una homologia de un 95%
o de mas de un 95% con uno de los polipéptidos de las secuencias de aminoacidos de la ID SEC N° 2 y con
secuencias sustancialmente idénticas a las mismas, o con fragmentos que comprendan al menos 75, 100 o 150
aminodacidos consecutivos de las mismas. La homologia puede determinarse usando cualesquiera de los programas
que se han descrito anteriormente, que alinea los polipéptidos o fragmentos que se comparan y determina el grado de
identidad de los aminoacidos o de similitud entre ellos. Se apreciara que la “homologia” de los aminoacidos incluye a las
sustituciones de aminoacidos conservadoras tales como las que se han descrito anteriormente.

[0205] Los polipéptidos o fragmentos que tengan homologia con uno de los polipéptidos de las secuencias de
aminoacidos de la ID SEC N° 2 y con secuencias sustancialmente idénticas a las mismas, o con un fragmento que
comprenda el menos 75, 100 o 150 aminoacidos consecutivos de las mismas pueden ser obtenidos aislando los acidos
nucleicos que los codifican usando las técnicas que se han descrito anteriormente.
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[0206] Como alternativa, los polipéptidos o fragmentos homdlogos pueden ser obtenidos mediante procedimientos de
purificacion o enriquecimiento bioquimico. La secuencia de polipéptidos o fragmentos potencialmente homaélogos puede
determinarse por digestion proteolitica, electroforesis en gel y/o microsecuenciacién. La secuencia del probable
polipéptido o fragmento homdlogo puede ser comparada con uno de los polipéptidos de las secuencias de aminoacidos
de la ID SEC N° 2 y con secuencias sustancialmente idénticas a la misma, o con un fragmento que comprenda al
menos 75, 100 o 150 aminoacidos consecutivos de la misma usando cualquiera de los programas que se han descrito
anteriormente.

[0207] Otro aspecto de la invencidon es un ensayo para identificar fragmentos o variantes de las secuencias de
aminoacidos de la ID SEC N° 2 y de secuencias sustancialmente idénticas a las mismas que conservan la funcion
enzimatica de los polipéptidos de las secuencias de aminoacidos de la ID SEC N°: 2 y secuencias sustancialmente
idénticas a las mismas. Por ejemplo los fragmentos o variantes de dichos polipéptidos pueden usarse para catalizar
reacciones bioquimicas que indiquen que el fragmento o la variante conserva la actividad enzimatica de los polipéptidos
de las secuencias de aminoacidos de la ID SEC N°: 2.

[0208] El ensayo para determinar si los fragmentos o variantes conservan la actividad enzimatica de los polipéptidos de
las secuencias de aminoacidos de la ID SEC N°: 2 y de secuencias sustancialmente idénticas a las mismas incluye los
pasos de: poner al fragmento o variante de polipéptido en contacto con una molécula de sustrato bajo condiciones que
le permitan al fragmento o variante de polipéptido funcionar, y detectar ya sea una disminucion del nivel de sustrato o
bien un incremento del nivel del especifico producto de reaccién de la reaccién entre el polipéptido y el sustrato.

[0209] Pueden usarse en una variedad de aplicaciones los polipéptidos de las secuencias de aminoacidos de la ID SEC
N°: 2 y las secuencias practicamente idénticas a las mismas o los fragmentos que comprendan al menos 75, 100 o 150
aminoacidos consecutivos de las mismas. Por ejemplo, los polipéptidos o fragmentos de los mismos pueden usarse
para catalizar reacciones bioquimicas. Segun un aspecto de la invencién, se aporta un proceso para utilizar los
polipéptidos de las secuencias de aminoacidos de la ID SEC N°: 2 y secuencias practicamente idénticas a las mismas o
los polinucleétidos que codifican tales polipéptidos para hidrolizar enlaces glicosidicos. En tales procedimientos, una
sustancia que contenga un enlace glicosidico (como p. ej. un almidén) es puesta en contacto con uno de los
polipéptidos de las secuencias de aminoacidos de la ID SEC N° 2 o con secuencias sustancialmente idénticas a la
misma bajo condiciones que faciliten la hidrdlisis del enlace glicosidico.

[0210] Los polipéptidos de las secuencias de aminoacidos de la ID SEC N° 2 y las secuencias sustancialmente
idénticas a las mismas o los fragmentos que comprendan al menos 75, 100 o 150 amino&cidos consecutivos de las
mismas pueden también usarse en la licuefaccion y sacarificacion de almidén. Usando los polipéptidos o fragmentos de
los mismos de esta invencion, la licuefaccion puede realizarse a un pH mas bajo que con enzimas anteriores. En una
realizacion, la licuefaccion se lleva a cabo a un pH de 4,5. Adicionalmente, los polipéptidos o fragmentos de los mismos
de esta invencién son menos dependientes del calcio que las enzimas anteriormente usadas en estos procesos. En la
licuefaccion se usan amilasas para hidrolizar el almidén. En una realizacion preferida, los polipéptidos o fragmentos de
los mismos de esta invencién son termoestables a 90-95°C.

[0211] Los polipéptidos de las secuencias de aminoacidos de la ID SEC N° 2 y las secuencias sustancialmente
idénticas a las mismas o los fragmentos que comprendan al menos 75, 100 o 150 amino&cidos consecutivos de las
mismas pueden también usarse para generar anticuerpos que se unan especificamente a los polipéptidos o fragmentos.
Los anticuerpos resultantes pueden usarse en procedimientos de cromatografia de inmunoafinidad para aislar o purificar
el polipéptido o para determinar si el polipéptido esta presente una muestra bioldgica. En tales procedimientos, una
preparacioén proteica, tal como un extracto, o una muestra bioldgica es puesta en contacto con un anticuerpo capaz de
fijarse especificamente a uno de los polipéptidos de las secuencias de aminoacidos de la ID SEC N°: 2 y a secuencias
sustancialmente idénticas a la misma, o a fragmentos que comprendan al menos 75-100 o 150 aminoacidos
consecutivos de la misma.

[0212] En los procedimientos de inmunoafinidad, el anticuerpo es unido a un soporte sélido, tal como una perla u otra
matriz de columna. Se pone a la preparacion proteica en contacto con el anticuerpo bajo condiciones en las cuales el
anticuerpo se fije especificamente a uno de los polipéptidos de las secuencias de aminoacidos de la ID SEC N°: 2y a
secuencias sustancialmente idénticas al mismo, o a fragmentos del mismo. Tras un lavado para eliminar las proteinas
no especificamente fijadas, se eluyen los polipéptidos especificamente unidos.

[0213] La capacidad de las proteinas de una muestra biolégica para unirse al anticuerpo puede determinarse usando
cualquiera de los de una variedad de procedimientos con los que estan familiarizados los expertos en la materia. Por
ejemplo, la unidon puede determinarse etiquetando el anticuerpo con una etiqueta detectable tal como un agente
fluorescente, una etiqueta enzimatica o un radioisétopo. Como alternativa, la unién del anticuerpo a la muestra puede
detectarse usando un anticuerpo secundario que tenga en el mismo una etiqueta detectable de este tipo. Se incluyen
entre los ensayos particulares los ensayos ELISA, los ensayos en sandwich, los radioinmunoensayos y los Western
Blots.

[0214] Anticuerpos policlonales generados contra los polipéptidos de las secuencias de aminoacidos de la ID SEC N°: 2
y secuencias sustancialmente idénticas a las mismas o fragmentos que comprendan al menos 75, 100 o 150
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aminoacidos consecutivos de las mismas pueden obtenerse mediante inyeccién directa de los polipéptidos a un animal
0 bien administrando los polipéptidos a un animal, como por ejemplo un no humano. El anticuerpo asi obtenido se unira
entonces al propio polipéptido. De esta manera, incluso puede usarse una secuencia que codifique tan soélo un
fragmento del polipéptido para generar anticuerpos que puedan unirse al polipéptido nativo entero. Tales anticuerpos
pueden ser entonces usados para aislar al polipéptido de células que expresen ese polipéptido.

[0215] Para la preparacion de anticuerpos monoclonales puede usarse cualquier técnica que proporcione anticuerpos
producidos mediante cultivos continuos de lineas celulares. Los ejemplos incluyen la técnica del hibridoma (Kohler y
Milstein, Nature, 256:495-497, 1975), la técnica del trioma, la técnica del hibridoma de las células B humanas (Kozbor et
al., Immunology Today 4:72, 1983) y la técnica del EBV-hibridoma (Cole et al., 1985, en Monoclonal Antibodies and
Cancer Therapy, Alan H. Liss, Inc., pp. 77-96).

[0216] Las técnicas que se han descrito para la produccién de anticuerpos de cadena Unica (Patente U.S. N° 4.946.778)
pueden ser adaptadas para producir anticuerpos de cadena uUnica para los polipéptidos de las secuencias de
aminoacidos de la ID SEC N°: 2 y para secuencias sustancialmente idénticas a las mismas, o para fragmentos que
comprendan al menos 75, 100 o 150 aminoacidos consecutivos de las mismas. Como alternativa pueden usarse ratones
transgénicos para expresar anticuerpos humanizados para estos polipéptidos o fragmentos de los mismos.

[0217] Los anticuerpos generados contra los polipéptidos de las secuencias de aminoacidos de la ID SEC N° 2 y las
secuencias sustancialmente idénticas a las mismas o los fragmentos que comprendan al menos 75, 100 o 150
aminoacidos consecutivos de las mismas pueden usarse para el cribaje para la localizacion de similares polipéptidos de
otros organismos y muestras. En tales técnicas los polipéptidos del organismo son puestos en contacto con el
anticuerpo y se detectan aquéllos polipéptidos que se unen especificamente al anticuerpo. Puede usarse para detectar
la unién de anticuerpos cualquiera de los procedimientos que se han descrito anteriormente. Un ensayo de cribaje de
este tipo esta descrito en “Methods for Measuring Cellulase Activities”, Methods in Enzymology, Vol 160, pp. 87-116.

[0218] En el sentido en el que se la utiliza en la presente, la expresion “secuencia de acido nucleico como la expuesta
en la ID SEC N°: 1” engloba a las secuencias nucleotidicas de las secuencias de acido nucleico de la ID SEC N°: 1y a
las secuencias sustancialmente idénticas a las mismas, asi como a las secuencias homélogas a las secuencias de
acido nucleico de la ID SEC N° 1 y a fragmentos de las mismas y a secuencias complementarias de todas las
secuencias precedentes. Los fragmentos incluyen a las partes de la ID SEC N°: 1 que comprendan al menos 75, 100,
150, 200, 300, 400 o 500 nucledtidos consecutivos de las secuencias de acido nucleico de la ID SEC N° 1y a las
secuencias sustancialmente idénticas a las mismas. Las expresiones “secuencias y fragmentos homoélogos a las
secuencias de acido nucleico de la ID SEC N° 1” y “secuencias sustancialmente idénticas a las mismas” hacen
referencia a una secuencia que tenga una homologia de al menos un 99%, un 98%, un 97%, un 96%, un 95% o un 90%
con estas secuencias. La homologia puede determinarse usando cualesquiera de los parametros y programas de
ordenador que aqui se describen, incluyendo el programa FASTA versién 3.0t78 con los parametros por defecto. Las
secuencias homologas también incluyen a las secuencias de RNA en las cuales uridinas sustituyen a las timinas en las
secuencias de acido nucleico que se exponen en las secuencias de acido nucleico de la ID SEC N°: 1. Las secuencias
homadlogas pueden obtenerse usando cualesquiera de los procedimientos que aqui se describen, o bien pueden resultar
de la correccién de un error de secuenciacion. Se apreciara que las secuencias de acido nucleico que se exponen en
las secuencias de acido nucleico de la ID SEC N°: 1 y a las secuencias sustancialmente idénticas a las mismas pueden
representarse en el tradicional formato de caracteres individuales (véase la contraportada interior de Stryer, Lubert.
Biochemistry, 32 Ed., W. H Freeman & Co., Nueva York) o en cualquier otro formato que registre la identidad de los
nucledtidos en una secuencia.

[0219] En el sentido en el que se la utiliza en la presente, la expresion “una secuencia polipeptidica como la que se
expone en la ID SEC N°: 2” engloba a la secuencia polipeptidica de las secuencias de aminoacidos de la ID SEC N°: 2 y
a las secuencias sustancialmente idénticas a la misma, que son codificadas por una secuencia como la que se expone
en la ID SEC N°: 2, por secuencias polipeptidicas homélogas a los polipéptidos de las secuencias de amino4cidos de la
ID SEC N°: 2y por las secuencias sustancialmente idénticas a las mismas, o por fragmentos de cualesquiera de las
secuencias precedentes. La expresion “secuencias polipeptidicas homologas” se refiere a una secuencia polipeptidica
que tenga una homologia de al menos un 99%, un 98%, un 97%, un 96% o un 95% con una de las secuencias
polipeptidicas de las secuencias de aminoacidos de la ID SEC N° 2. La homologia puede determinarse usando
cualesquiera de los parametros y programas de ordenador que aqui se describen, incluyendo el programa FASTA
version 3.0t78 con los parametros por defecto o con cualesquiera parametros modificados. Las secuencias homologas
pueden ser obtenidas usando cualesquiera de los procedimientos que aqui se describen, o bien pueden resultar de la
correccion de un error de secuenciacidon. Los fragmentos polipeptidicos comprenden al menos 75, 100 o 150
aminoacidos consecutivos de los polipéptidos de las secuencias de aminoacidos de la ID SEC N° 2 y secuencias
sustancialmente idénticas a las mismas. Se apreciara que los codigos de polipéptido que se exponen en las secuencias
de aminoacidos de la ID SEC N°: 2 y en las secuencias sustancialmente idénticas a las mismas pueden representarse
en el tradicional formato de caracteres individuales o formato de tres letras (véase la contraportada interior de Stryer,
Lubert. Biochemistry, 32 Ed., W. H Freeman & Co., Nueva York) o en cualquier otro formato que relate la identidad de
los polipéptidos en una secuencia.
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[0220] Los expertos en la materia apreciaran que una secuencia de acido nucleico como la que se expone en la ID SEC
N°: 1 y una secuencia polipeptidica como la que se expone en la ID SEC N°: 2 puede ser almacenada, registrada y
manipulada en cualquier soporte que pueda ser leido por un ordenador y al cual pueda acceder un ordenador. En el
sentido en el que se las utiliza en la presente, las palabras “registrada” y “almacenada” se refieren a un proceso para
almacenar informacion en un soporte informatico. Un experto en la materia puede facilmente adoptar cualquiera de los
métodos que son actualmente conocidos para registrar informaciéon en un soporte legible por ordenador para generar
manufacturas que comprendan una o varias de las secuencias de acido nucleico que se exponen en las secuencias de
acido nucleico de la ID SEC N°: 1 y secuencias sustancialmente idénticas a las mismas, una o varias de las secuencias
polipeptidicas que se exponen en las secuencias de aminoacidos de la ID SEC N° 2 y secuencias sustancialmente
idénticas a las mismas. Es util en el contexto de la invencién un soporte legible por ordenador que tenga registradas en
el mismo al menos 2, 5, 10, 15 0 20 secuencias de acido nucleico como las que se exponen en las secuencias de acido
nucleico de la ID SEC N°: 1 y secuencias sustancialmente idénticas a las mismas.

[0221] Otro ejemplo es un soporte legible por ordenador que tenga registradas en el mismo una o varias de las
secuencias de acido nucleico que se exponen en las secuencias de acido nucleico de la ID SEC N°: 1 y secuencias
sustancialmente idénticas a las mismas. Otro ejemplo es un medio legible por ordenador que tenga registradas en el
mismo una o varias de las secuencias polipeptidicas que se exponen en las secuencias de aminoacidos de la ID SEC
N°: 2 y secuencias sustancialmente idénticas a las mismas. Otro ejemplo es un medio legible por ordenador que tenga
registradas en el mismo al menos 2, 5, 10, 15 0 20 de las secuencias que se han expuesto anteriormente.

[0222] Los soportes legibles por ordenador incluyen a los miembros del grupo que consta de soportes legibles
magnéticamente, soportes legibles dpticamente, soportes legibles electronicamente y soportes magnético-6pticos. Por
ejemplo, los soportes legibles por ordenador pueden ser un disco duro, un disco flexible, una cinta magnética, una CD-
ROM, un Disco Digital Versatil (DVD), una Memoria de Acceso Aleatorio (RAM) o una Memoria de Sélo Lectura (ROM),
asi como otros tipos de otros soportes que son conocidos para los expertos en la materia.

[0223] Los ejemplos incluyen a los miembros del grupo que consta de sistemas (como p. ej. sistemas basados en
Internet), y en particular sistemas informaticos que almacenen y manipulen la informaciéon secuencial que aqui se
describe. Esta ilustrado en forma de diagrama de bloques en la Figura 1 un ejemplo de un sistema informatico 100. En
el sentido en el que se la utiliza en la presente, la expresion “un sistema informatico” se refiere a los componentes de
hardware (hardware = soporte fisico), a los componentes de software (software = soporte légico informatico) y a los
componentes de almacenamiento de datos que se usan para analizar una secuencia nucleotidica de una secuencia de
acido nucleico como la que se expone en las secuencias de acido nucleico de la ID SEC N° 1 y secuencias
sustancialmente idénticas a la misma, o una secuencia polipeptidica como la que se expone en las secuencias de
aminoacidos de la ID SEC N°: 2. El sistema informatico 100 tipicamente incluye un procesador para procesar y
manipular los datos secuenciales y para acceder a los mismos. El procesador 105 puede ser cualquier tipo
perfectamente conocido de unidad central de proceso, tal como por ejemplo la unidad Pentium Il de la Intel Corporation,
o un procesador similar de Sun, Motorola, Compag, AMD o International Business Machines.

[0224] Tipicamente el sistema informatico 100 es un sistema para usos generales que comprende el procesador 105 y
uno o varios componentes de almacenamiento interno de datos 110 para almacenar datos, y uno o varios dispositivos
de recuperacién de datos para recuperar los datos almacenados en los componentes de almacenamiento de datos. Un
experto en la materia puede apreciar facilmente que son adecuados cualesquiera de los sistemas informaticos que
estan disponibles en la actualidad.

[0225] En una realizacion particular, el sistema informatico 100 incluye un procesador 105 conectado a un bus que esta
conectado a una memoria principal 115 (implementada preferiblemente como RAM) y a uno o varios dispositivos de
almacenamiento interno de datos 110, tales como una unidad de disco duro y/u otros soportes legibles por ordenador en
los que se registran los datos. En algunas realizaciones, el sistema informatico 100 incluye adicionalmente uno o varios
dispositivos de recuperacion de datos 118 para leer los datos almacenados en los dispositivos de almacenamiento
interno de datos 110.

[0226] EI dispositivo de recuperacion de datos 118 puede representar, por ejemplo, una unidad de disco flexible, una
unidad de disco compacto, una unidad de cinta magnética o un médem capaz de establecer conexién con un sistema de
almacenamiento de datos remoto (p. ej. a través de Internet), etc. En algunas realizaciones, el dispositivo de
almacenamiento interno de datos 110 es un soporte amovible legible por ordenador tal como un disco flexible, un disco
compacto, una cinta magnética, etc. que contenga ldgica de control y/o datos registrados en el mismo. El sistema
informatico 100 puede ventajosamente incluir o ser programado por un software apropiado para leer la l6gica de control
y/o los datos a partir del componente de almacenamiento de datos una vez insertado en el dispositivo de recuperacion
de datos.

[0227] EI sistema informatico 100 incluye un monitor o visualizador 120 que se usa para visualizar la salida para un
usuario del ordenador. Hay que observar también que el sistema informatico 100 puede ser enlazado a otros sistemas
informaticos 125a-c en una red o red de area ancha para asi proporcionar un acceso centralizado al sistema informatico
100.
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[0228] EI software para acceder a y procesar las secuencias nucleotidicas de una secuencia de acido nucleico como la
que se expone en las secuencias de acido nucleico de la ID SEC N°: 1 y las secuencias sustancialmente idénticas a las
mismas, o una secuencia polipeptidica como la que se expone en las secuencias de aminoacidos de la ID SEC N°: 2 y
las secuencias sustancialmente idénticas a las mismas (tales como herramientas de busqueda, herramientas de
comparacioén y herramientas de modelizacion, etc.) puede residir en la memoria principal 115 durante la ejecucion.

[0229] El sistema informatico 100 puede ademas comprender un algoritmo de comparacion de secuencias para
comparar a una secuencia de acido nucleico como la que se expone en las secuencias de acido nucleico de la ID SEC
N°: 1 y a las secuencias sustancialmente idénticas a la misma, o a una secuencia polipeptidica como la que se expone
en las secuencias de aminoacidos de la ID SEC N° 2 y a las secuencias sustancialmente idénticas a la misma,
almacenadas en un soporte legible por ordenador, con una o varias secuencias nucleotidicas o polipeptidicas de
referencia almacenadas en un soporte legible por ordenador. La expresion “algoritmo de comparacién de secuencias” se
refiere a uno o varios programas que se implementan (local o remotamente) en el sistema informatico 100 para
comparar una secuencia nucleotidica con otras secuencias nucleotidicas y/o compuestos almacenados en unos medios
de almacenamiento de datos. Por ejemplo, el algoritmo de comparacién de secuencias puede comparar las secuencias
nucleotidicas de una secuencia de acido nucleico como la que se expone en las secuencias de acido nucleico de la ID
SEC N° 1y secuencias sustancialmente idénticas a las mismas, o una secuencia polipeptidica como la que se expone
en las secuencias de aminoacidos de la ID SEC N°: 2 y secuencias sustancialmente idénticas a la misma, almacenadas
en un soporte legible por ordenador, con secuencias de referencia almacenadas en un soporte legible por ordenador
para identificar homologias o motivos estructurales. Se contemplan particularmente para ser usados en este aspecto de
la invencion varios programas de comparacion de secuencias que se identifican en otros sitios en esta memoria
descriptiva. Las homologias de las secuencias de proteina y/o las secuencias de acido nucleico pueden evaluarse
usando cualesquiera de los de la variedad de programas y algoritmos de comparacion de secuencias que son conocidos
en la técnica. Tales algoritmos y programas incluyen, aunque en absoluto sin caracter limitativo, a los miembros del
grupo de los llamados TBLASTN, BLASTP, FASTA, TFASTA y CLUSTALW (Pearson and Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci.
EE.UU. 85(8):2444-2448, 1988; Altschul et al., J. Mol. Biol. 215(3):403-410, 1990; Thompson et al., Nucleic Acids Res.
22(2):4673-4680, 1994; Higgins et al., Methods Enzymol. 266:383-402, 1996; Altschul et al., J. Mol. Biol. 215(3):403-
410, 1990; Altschul et al., Nature genetics 3:266-272, 1993).

[0230] La homologia o la identidad se mide a menudo usando software de andlisis de secuencias (como p. €j. el
Paquete de Software de Analisis de Secuencias del Genetics Computer Group, del University of Wisconsin
Biotechnology Center, de 1710 University Avenue, Madison, WI 53705). Tal software casa las secuencias similares
asignando grados de homologia a las distintas deleciones, sustituciones y otras modificaciones. En el contexto de dos o
mas acidos nucleicos o secuencias polipeptidicas, los vocablos “homologia” e “identidad” se refieren a dos o0 mas
secuencias 0 subsecuencias que son iguales o tienen un porcentaje especificado de residuos de aminoacidos o
nucledtidos que son iguales al ser comparados y alineados para una maxima correspondencia en una region designada
o ventana de comparacion segun medicion efectuada usando cualquier cantidad de algoritmos de comparacion de
secuencias o bien mediante alineacion manual e inspeccién visual.

[0231] Para la comparacién de secuencias, tipicamente una secuencia hace de secuencia de referencia, con la cual se
comparan las secuencias de ensayo. Cuando se usa un algoritmo de comparacion de secuencias, se introducen en un
ordenador las secuencias de ensayo y de referencia, de ser necesario se designan coordenadas de subsecuencia, y se
designan los parametros del programa del algoritmo de comparacion de secuencias. Pueden usarse parametros por
defecto del programa, o bien pueden designarse parametros alternativos. El algoritmo de comparacion de secuencias
calcula entonces el porcentaje de identidades secuenciales para las secuencias de ensayo con respecto a la secuencia
de referencia, sobre la base de los parametros del programa.

[0232] En el sentido en el que la expresion se usa en la presente, una “ventana de comparacion” hace referencia a un
segmento de cualquiera de las series de posiciones contiguas que se selecciona de entre los miembros del grupo que
consta de un numero de 20 a 600, habitualmente de poco mas o menos 50 a poco mas o menos 200, mas
habitualmente de poco mas o menos 100 a poco mas o menos 150, en el cual una secuencia puede ser comparada con
una secuencia de referencia de igual numero de posiciones contiguas tras haber sido las dos secuencias 6ptimamente
alineadas. Los métodos de alineacion de secuencias para comparacion son perfectamente conocidos en la técnica.
Puede llevarse a cabo una éptima alineacion de secuencias para comparacion p. ej. por medio del algoritmo de
homologia local de Smith & Waterman, Adv. Appl. Math. 2:482, 1981, por medio del algoritmo de alineacion de
homologia de Needleman & Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443, 1970, por medio del método de busqueda de la similitud de
Person & Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444, 1988, por medio de implementaciones computerizadas de estos
algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en el Wisconsin Genetics Software Package, Genetics Computer Group,
575 Science Dr., Madison, WI), o bien mediante alineacion manual e inspeccioén visual. Otros algoritmos para determinar
la homologia o la identidad incluyen, por ejemplo, ademas de un programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool
del National Center for Biological Information), a los llamados ALIGN, AMS (Analysis of Multiply Aligned Sequences),
AMPS (Protein Multiple Sequence Alignment), ASSET (Aligned Segment Statistical Evaluation Tool), BANDS,
BESTSCOR, BIOSCAN (Biological Sequence Comparative Analysis Node), BLIMPS (BLocks IMProved Searcher),
FASTA, Intervals & Points, BMB, BLUSTAL V, CLUSTAL W, CONSENSUS, LCONSENSUS, WCONSENSUS, algoritmo
de Smith-Waterman, DARWIN, algoritmo de Las Vegas, FNAT (Forced Nucleotide Alignment Tool), Framealign,
Framesearch, DYNAMIC, FILTER, FSAP (Fristensky Sequence Analysis Package), GAP (Global Alignment Program),
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GENAL, GIBBS, GenQuest, ISSC (Sensitive Sequence Comparison), LALIGN (Local Sequence Alignment), LCP (Local
Content Program), MACAW (Multiple Alignment Construction & Analysis Workbench), MAP (Multiple Alignment
Program), MBLKP, MBLKN, PIMA (Pattern-Induced Multi-sequence Alignment), SAGA (Sequence Alignment by Genetic
Algorithm) y WHAT-IF. Tales programas de alineacién pueden también usarse para cribar bases de datos genémicos
para identificar secuencias polinucleotidicas que tengan secuencias sustancialmente idénticas. Estan disponibles las de
una serie de bases de datos gendmicos, y asi por ejemplo, una parte considerable del genoma humana esta disponible
como parte del Proyecto de Secuenciacion del Genoma Humano (J. Roach,
http://weber.u.Washington.edu/~roach/human_genome_progress.2.html) (Gibbs, 1995). Han sido ya secuenciados al
menos veintiln otros genomas, incluyendo, por ejemplo, a los de M. genitalium (Fraser et al., 1995), M. jannaschii (Bult
et al., 1996), H. influenzae (Fleischmann et al., 1995), E. coli (Blattner et al., 1997) y levadura (S. cerevisiae) (Mewes et
al., 1997) y D. melanogaster (Adams et al., 2000). Se han hecho también importantes progresos en la secuenciacion de
los genomas de organismos modelo, tales como el ratén, C. elegans y Arabadopsis sp. Varias bases de datos que
contienen informacion gendémica con anotaciones con alguna informacion funcional son mantenidas por distintas
organizaciones 'y son accesibles a través de Internet, por ejemplo en http://wwwtigr.org/tdb;
http://www.genetics.wisc.edu; http://genome-www.stanford.edu/~ball; http://hiv-web-lanl.gov;
http://www.ncbi.nim.nih.gov; http://www.ebi.ac.uk; http://Pasteur.fr/other/biology y http://www.genome.wi.mit.edu.

[0233] Un ejemplo de un algoritmo util es el de los algoritmos BLAST y BLAST 2.0, que estan descritos en Altschul et
al., Nuc. Acids Res. 25:3389-3402, 1977 y en Altschul et al., J. Mol. Biol. 215:403-410, 1990, respectivamente. Software
para llevar a cabo analisis BLAST esta a disposicién del publico a través del Centro Nacional de Informacion
Biotecnoldgica (http://www.ncbi.nim.nih.gov/). Este algoritmo supone identificar primeramente pares de secuencias con
alta puntuacién (HSPs) identificando palabras cortas de longitud W en la secuencia de consulta que casan o satisfacen
alguna puntuacion umbral valorada como positiva T al ser alineadas con una palabra de la misma longitud de una
secuencia de la base de datos. A T se le denomina el umbral de puntuacién de palabras vecinas (Altschul et al., supra).
Estas iniciales coincidencias de palabras vecinas hacen de semillas para iniciar busquedas para encontrar HSPs que las
contengan. Las coincidencias de palabras se extienden en ambas direcciones a lo largo de cada secuencia en la
medida en que pueda incrementarse la puntuacion de alineacion acumulativa. Las puntuaciones acumulativas se
calculan usando, para secuencias nucleotidicas, los parametros M (puntuacién de recompensa para un par de residuos
coincidentes; siempre > 0). Para secuencias de aminoacidos se usa una matriz de puntuaciéon para calcular la
puntuacién acumulativa. La extension de las coincidencias de palabras en cada direccién se detiene cuando: la
puntuacioén de alineacion acumulativa cae en la cantidad X desde su maximo valor alcanzado; la puntuacién acumulativa
llega a cero o mas abajo, debido a la acumulacién de una o varias alineaciones de residuos con puntuacioén negativa; o
cuando se llega al final de cualquier secuencia. Los parametros W, T y X del algoritmo BLAST determinan la
sensibilidad y velocidad de la alineacion. El programa BLASTN (para secuencias nucleotidicas) usa por defecto una
longitud de palabra (W) de 11, una esperanza (E) de 10, M = 5, N = -4 y una comparacioén de ambas hebras. Para
secuencias de aminoacidos, el programa BLASTP usa como valores por defecto una longitud de palabra de 3 y una
esperanza (E) de 10, y la matriz de puntuacion BLOSUMG62 (véase Henikoff & Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
89:10915, 1989) alineaciones (B) de 50, una esperanza (E) de 10, M = 5, N = -4 y una comparacion de ambas hebras.

[0234] EI algoritmo BLAST también lleva a cabo un analisis estadistico de la similitud entre dos secuencias (véase, p.
ej., Karlin & Altschul, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:5873, 1993). Una medida de la similitud que proporciona el algoritmo
BLAST es la menor probabilidad de suma (P(N)), que proporciona una indicacion de la probabilidad con la cual se
produciria una coincidencia entre dos secuencias nucleotidicas o de aminoacidos. Por ejemplo, se considera que un
acido nucleico es similar a una secuencia de referencia si la menor probabilidad de suma en una comparacién del acido
nucleico de ensayo con el acido nucleico de referencia es de menos de aproximadamente 0,2, mas preferiblemente de
menos de aproximadamente 0,01, y con la maxima preferencia de menos de aproximadamente 0,001.

[0235] En una realizacion, las homologias de secuencias de proteinas de acidos nucleicos se evallian usando la
herramienta llamada Basic Local Alignment Search Tool (“BLAST”). En particular se usan cinco programas BLAST
especificos para llevar a cabo las tareas siguientes:

(1) Los programas BLASTP y BLAST3 comparan una secuencia de aminoacidos de consulta contra una base de datos
de secuencias de proteinas;

(2) el programa BLASTN compara una secuencia nucleotidica de consulta contra una base de datos de secuencias
nucleotidicas;

(3) el programa BLASTX compara los productos de traduccion conceptual de seis marcos de una secuencia nucleotidica
de consulta (ambas hebras) contra una base de datos de secuencias de proteinas;

(4) el programa TBLASTN compara una secuencia proteica de consulta contra una base de datos de secuencias
nucleotidicas traducidas en todos los seis marcos de lectura (ambas hebras); y

(5) el programa TBLASTX compara las traducciones de seis marcos de una secuencia nucleotidica de consulta contra
las traducciones de seis marcos de una base de datos de secuencias nucleotidicas.

[0236] Los programas BLAST identifican secuencias homoélogas identificando segmentos similares, a los que se les

denomina en la presente “pares de segmentos con alta puntuacion”, entre una secuencia de aminoacidos o de acido
nucleico de consulta y una secuencia de ensayo que se obtiene preferiblemente de una base de datos de secuencias de
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proteinas o &acidos nucleicos. Los pares de segmentos con alta puntuacion se identifican (es decir, se alinean)
preferiblemente por medio de una matriz de puntuacion, siendo muchas de éstas conocidas en la técnica.
Preferiblemente, la matriz de puntuacién que se usa es la matriz BLOSUMG62 (Gonnet et al., Science 256:1443-1445,
1992; Henikoff y Henikoff, Proteins 17:49-61, 1993). Menos preferiblemente pueden también usarse las matrices PAM o
PAM250 (véase, p. ej. Schwartz y Dayhoff, redactores en jefe, 1978, Matrices for Detecting Distance Relationships:
Atlas of Protein Sequence and Structure, Washington: National Biomedical Research Foundation). Los programas
BLAST son accesibles a través de la U.S. National Library of Medicine, p. €j. en el sitio www.ncbi.nim.nih.gov.

[0237] Los parametros que se usan con los algoritmos anteriormente indicados pueden ser adaptados en dependencia
de la longitud de las secuencias y del grado de homologia que se estudie. En algunas realizaciones, los parametros
pueden ser los parametros por defecto que usan los algoritmos en ausencia de instrucciones del usuario.

[0238] La Figura 2 es un diagrama de flujo que ilustra una realizacion de un proceso 200 para comparar una nueva
secuencia nucleotidica o proteica con una base de datos de secuencias a fin de determinar los niveles de homologia
entre la nueva secuencia y las secuencias de la base de datos. La base de datos de secuencias puede ser una base de
datos privada almacenada en el sistema informatico 100, o bien una base de datos publica tal como la GENBANK, que
esta disponible a través de Internet.

[0239] El proceso 200 comienza en el estado de inicio 201 y pasa luego a un estado 202 en el que la nueva secuencia a
comparar es almacenada en una memoria en un sistema informatico 100. Como se ha expuesto anteriormente, la
memoria podria ser cualquier tipo de memoria, incluyendo una memoria RAM o un dispositivo de almacenamiento
interno.

[0240] EI proceso 200 pasa entonces a un estado 204 en el que se abre una base de datos de secuencias a efectos de
analisis y comparacion. El proceso 200 pasa entonces a un estado 206 en el que la primera secuencia almacenada en
la base de datos es leida y almacenada en una memoria del ordenador. Se lleva luego a cabo una comparacién en un
estado 210 para determinar si la primera secuencia es la misma como la segunda secuencia. Es importante observar
que este paso no queda limitado a llevar a cabo una comparacién exacta entre la nueva secuencia y la primera
secuencia de la base de datos. Son conocidos para los expertos en la materia métodos perfectamente conocidos para
comparar dos secuencias nucleotidicas o proteicas, aunque no sean idénticas. Por ejemplo, pueden introducirse
lagunas en una secuencia a fin de incrementar el nivel de homologia entre las dos secuencias sometidas a ensayo. Los
parametros que controlan si durante la comparacién se introducen en una secuencia lagunas u otras caracteristicas son
normalmente introducidos por el usuario del sistema informatico.

[0241] Una vez llevada a cabo una comparacién de las dos secuencias en el estado 210, se hace una determinacion en
un estado de decision 210 sobre si las dos secuencias son iguales. Naturalmente, el vocablo “iguales” no se limita a
secuencias que sean absolutamente idénticas. Las secuencias que estén dentro de los parametros de homologia
introducidos por el usuario seran marcadas como “iguales” en el proceso 200.

[0242] Si se hace una determinacién de que las dos secuencias son iguales, el proceso 200 pasa a un estado 214 en el
que es visualizado para el usuario el nombre de la secuencia de la base de datos. Este estado le notifica al usuario que
la secuencia con el nombre visualizado satisface las exigencias en materia de homologia que fueron introducidas. Una
vez visualizado para el usuario el nombre de la secuencia almacenada, el proceso 200 pasa a un estado de decision
218 en el que se hace una determinacion de si existen mas secuencias en la base de datos. Si no existen mas
secuencias en la base de datos, entonces el proceso 200 termina en un estado de fin 220. No obstante, si de hecho
existen mas secuencias en la base de datos, el proceso 200 pasa entonces a un estado 224 en el que un puntero es
llevado a la siguiente secuencia de la base de datos para que la misma pueda ser comparada con la nueva secuencia.
De esta manera, la nueva secuencia es alineada y comparada con cada secuencia de la base de datos.

[0243] Hay que observar que si en el estado de decision 212 se hizo una determinacién de que las secuencias no eran
homdlogas, el proceso 200 pasaria entonces inmediatamente al paso de decision 218 a fin de determinar si estan
disponibles otras secuencias en la base de datos para comparacion.

[0244] En consecuencia, un ejemplo que puede usarse en el contexto de la invencion es un sistema informatico que
comprende un procesador, un dispositivo de almacenamiento de datos que tiene almacenadas en el mismo una
secuencia de acido nucleico como la que se expone en las secuencias de acido nucleico de la ID SEC N° 1y
secuencias sustancialmente idénticas a la misma, o una secuencia polipeptidica como la que se expone en las
secuencias de aminoacidos de la ID SEC N°: 2 y secuencias sustancialmente idénticas a la misma, un dispositivo de
almacenamiento de datos que tiene almacenadas recuperablemente en el mismo secuencias nucleotidicas de
referencia o secuencias polipeptidicas de referencia a comparar con una secuencia de acido nucleico como la que se
expone en las secuencias de acido nucleico de la ID SEC N°: 1 y con secuencias sustancialmente idénticas a la misma,
0 con una secuencia polipeptidica como la que se expone en las secuencias de aminoacidos de la ID SEC N°: 2 y con
secuencias sustancialmente idénticas a la misma, y un comparador de secuencias para llevar a cabo la comparacién. El
comparador de secuencias puede indicar un nivel de homologia entre las secuencias comparadas o identificar motivos
estructurales en el anteriormente descrito cédigo de acido nucleico de las secuencias de acido nucleico de la ID SEC
N°: 1, y en secuencias sustancialmente idénticas al mismo, o en una secuencia polipeptidica como la que se expone en
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las secuencias de amino4cidos de la ID SEC N°: 2 y en secuencias sustancialmente idénticas a la misma, o bien puede
identificar motivos estructurales en secuencias que se comparen con estos codigos de acido nucleico y cédigos
polipeptidicos. En algunos ejemplos, el dispositivo de almacenamiento de datos puede tener almacenadas en el mismo
las secuencias de al menos 2, 5, 10, 15, 20, 25, 30 0 40 o0 mas de las secuencias de acido nucleico que se exponen en
las secuencias de acido nucleico de la ID SEC N° 1 y secuencias sustancialmente idénticas a las mismas, o las
secuencias polipeptidicas que se exponen en las secuencias de aminoacidos de la ID SEC N° 2 y secuencias
sustancialmente idénticas a las mismas.

[0245] Es dutil en el contexto de la invencién un método para determinar el nivel de homologia entre una secuencia de
acido nucleico como la que se expone en las secuencias de acido nucleico de la ID SEC N° 1 y secuencias
sustancialmente idénticas a la misma, o una secuencia polipeptidica como se expone en las secuencias de aminoacidos
de la ID SEC N°: 2 y secuencias sustancialmente idénticas a la misma, y una secuencia nucleotidica de referencia. El
método incluye los pasos de leer el cédigo de acido nucleico o el cédigo polipeptidico y la secuencia nucleotidica o
polipeptidica de referencia mediante el uso de un programa de ordenador que determina los niveles de homologia, y
determinar la homologia entre el cddigo de &cido nucleico o el cédigo polipeptidico y la secuencia nucleotidica o
polipeptidica de referencia con el programa de ordenador. El programa de ordenador puede ser cualquiera de los de
una serie de programas de ordenador para determinar niveles de homologia, incluyendo los aqui especificamente
enumerados (como p. ej. el programa BLAST2N con los parametros por defecto o con cualesquiera parametros
modificados). EI método puede implementarse usando los sistemas informaticos que se han descrito anteriormente. El
método puede también ejecutarse leyendo al menos 2, 5, 14, 15, 20, 25, 30 o0 40 o mas de las anteriormente descritas
secuencias de acido nucleico como las que se exponen en las secuencias de acido nucleico de la ID SEC N°: 1 o de las
secuencias polipeptidicas como las que se exponen en las secuencias de aminoacidos de la ID SEC N°: 2 mediante el
uso del programa de ordenador, y determinando la homologia entre los cddigos de acido nucleico o coédigos
polipeptidicos y las secuencias nucleotidicas o secuencias polipeptidicas de referencia.

[0246] La Figura 3 es un diagrama de flujo que ilustra una realizacién de un proceso 250 en un ordenador para
determinar si dos secuencias son homologas. El proceso 250 comienza en un estado de inicio 252 y pasa luego a un
estado 254 en el que se almacena en una memoria una primera secuencia a comparar. La segunda secuencia a
comparar es luego almacenada en una memoria en un estado 256. El proceso 250 pasa entonces a un estado 260 en el
que se lee el primer caracter de la primera secuencia, y luego a un estado 262 en el que se lee el primer caracter de la
segunda secuencia. Debe entenderse que si la secuencia es una secuencia nucleotidica, el caracter seria entonces
normalmente una letra A, T, C, G o U. Si la secuencia es una secuencia proteica, entonces esta preferiblemente en el
cédigo de aminoacidos de letra uUnica, con lo cual pueden compararse facilmente las secuencias primera y segunda.

[0247] Entonces se hace una determinacion en un estado de decision 264 sobre si los dos caracteres son iguales. Si
son iguales, el proceso 250 pasa entonces a un estado 268 en el que se leen los siguientes caracteres de las
secuencias primera y segunda. Se hace entonces una determinacion sobre si los siguientes caracteres son iguales. Si lo
son, el proceso 250 continda entonces con este bucle hasta que dos caracteres no sean iguales. Si se hace una
determinacion de que los siguientes dos caracteres no son iguales, el proceso 250 pasa a un estado de decisién 274
para determinar si hay mas caracteres de cualquier secuencia a leer.

[0248] Si no hay mas caracteres para leer, el proceso 250 pasa entonces a un estado 276 en el que es visualizado para
el usuario el nivel de homologia entre las secuencias primera y segunda. El nivel de homologia se determina calculando
la proporcidon de caracteres entre las secuencias que eran iguales del numero total de secuencias en la primera
secuencia. Asi, si cada caracter de una primera secuencia de 100 nucleétidos quedo alineado con cada caracter de una
segunda secuencia, el nivel de homologia seria del 100%.

[0249] Como alternativa, el programa de ordenador puede ser un programa de ordenador que compare las secuencias
nucleotidicas de una secuencia de acido nucleico como la que se expone en la invencién con una o varias secuencias
nucleotidicas de referencia a fin de determinar si el cédigo de acido nucleico de las secuencias de acido nucleico de la
ID SEC N° 1 y de las secuencias sustancialmente idénticas a la misma se diferencia de una secuencia de acido
nucleico de referencia en una o varias posiciones. Opcionalmente, un programa de este tipo registra la longitud y la
entidad de los nucleétidos insertados, delecionados o sustituidos con respecto a la secuencia ya sea del polinucledétido
de referencia o bien de una secuencia de acido nucleico como la que se expone en las secuencias de acido nucleico en
la ID SEC N°: 1, y con respecto a las secuencias sustancialmente idénticas a la misma. En una realizacién el programa
de ordenador puede ser un programa que determine si una secuencia de acido nucleico como la que se expone en las
secuencias de acido nucleico de la ID SEC N°: 1 y las secuencias sustancialmente idénticas a la misma contiene(n) un
unico polimorfismo nucleotidico (SNP) con respecto a una secuencia nucleotidica de referencia.

[0250] En consecuencia, otro ejemplo que es util en el contexto de la invencidon es un método para determinar si una
secuencia de acido nucleico como la que se expone en las secuencias de acido nucleico de la ID SEC N° 1 vy las
secuencias sustancialmente idénticas a la misma se diferencia(n) en uno o varios nucleétidos de una secuencia
nucleotidica de referencia, comprendiendo dicho método los pasos de leer el codigo del acido nucleico y la secuencia
nucleotidica de referencia mediante el uso de un programa de ordenador que identifique las diferencias entre
secuencias de acido nucleico, e identificar las diferencias entre el cédigo del acido nucleico y la secuencia nucleotidica
de referencia con el programa de ordenador. En algunos ejemplos, el programa de ordenador es un programa que
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identifica polimorfismos nucleotidicos individuales. El método puede ser implementado por medio de los sistemas
informaticos que se han descrito anteriormente y del método que se ilustra en la Figura 3. El método puede también
ejecutarse leyendo al menos 2, 5, 10, 15, 20, 25, 30 o 40 o mas de las secuencias de acido nucleico como las que se
exponen en las secuencias de acido nucleico de la ID SEC N°: 1 y de las secuencias sustancialmente idénticas a las
mismas y de las secuencias nucleotidicas de referencia mediante el uso del programa de ordenador, e identificando las
diferencias entre los cddigos de acido nucleico y las secuencias nucleotidicas de referencia con el programa de
ordenador.

[0251] En otros ejemplos, el sistema informatico puede adicionalmente comprender un identificador para identificar
caracteristicas dentro de una secuencia de acido nucleico como la que se expone en las secuencias de acido nucleico
de la ID SEC N°: 1 o dentro de una secuencia polipeptidica como la que se expone en las secuencias de aminoacidos
de la ID SEC N°: 2 y dentro de secuencias sustancialmente idénticas a la misma.

[0252] EI vocablo “identificador” se refiere a uno o varios programas que identifican ciertas caracteristicas dentro de una
secuencia de acido nucleico como la que se expone en las secuencias de acido nucleico de la ID SEC N°: 1 y dentro de
secuencias sustancialmente idénticas a la misma, o dentro de una secuencia polipeptidica como la que se expone en
las secuencias de aminoacidos de la ID SEC N° 2 y de secuencias sustancialmente idénticas a la misma. El
identificador puede comprender un programa que identifique un marco de lectura abierto en una secuencia de acido
nucleico como la que se expone en las secuencias de acido nucleico de la ID SEC N° 1 y en las secuencias
sustancialmente idénticas a la misma.

[0253] La Figura 4 es un diagrama de flujo que ilustra una realizacién de un proceso identificador 300 para detectar la
presencia de una caracteristica en una secuencia. El proceso 300 comienza en un estado de inicio 302 y pasa luego a
un estado 304 en el que se almacena en una memoria 115 en el sistema informatico 100 una primera secuencia de la
que deben verificarse las caracteristicas. El proceso 300 pasa luego a un estado 306 en el que se abre una base de
datos de caracteristicas secuenciales. Una base de datos de este tipo incluiria una lista de los atributos de cada
caracteristica junto con el nombre de la caracteristica. Por ejemplo, un nombre de caracteristica podria ser “Codén de
Iniciacion” y el atributo seria “ATG”. Otro ejemplo seria el nombre de caracteristica “Caja TAATAA” y el atributo de la
caracteristicas seria “TAATAA”. Un ejemplo de una base de datos de este tipo es producido por el Grupo Informatico de
Genética de la Universidad de Wisconsis (www.gcg.com). Como alternativa, las caracteristicas pueden ser motivos
polipeptidicos estructurales tales como hélices alfa, laminas beta o motivos polipeptidicos funcionales tales como sitios
activos enziméaticos, motivos hélice-giro-hélice u otros motivos conocidos para los expertos en la materia.

[0254] Una vez abierta la base de datos de caracteristicas en el estado 306, el proceso 300 pasa a un estado 308 en el
que se lee la primera caracteristica en la base de datos. Luego se hace en un estado 310 una comparacioén del atributo
de la primera caracteristica con la primera secuencia. Entonces se hace en un estado de decision 316 una
determinacion sobre si el atributo de la caracteristica fue encontrado en la primera secuencia. Si el atributo fue
encontrado, el proceso 300 pasa entonces a un estado 318 en el que es visualizado para el usuario el nombre de la
caracteristica hallada.

[0255] EI proceso 300 pasa entonces a un estado de decisién 320 en el que se hace una determinacion sobre si existen
mas caracteristicas en la base de datos. Si no existen mas caracteristicas, el proceso 300 termina entonces en un
estado de fin 324. Sin embargo, si de hecho existen mas caracteristicas en la base de datos, el proceso 300 lee
entonces la siguiente caracteristica secuencial en un estado 326 y va de regreso al estado 310, en el que el atributo de
la siguiente caracteristica es comparado contra la primera secuencia.

[0256] Hay que sefalar que si el atributo de caracteristica no es encontrado en la primera secuencia en el estado de
decision 316, el proceso 300 pasa directamente al estado de decision 320 a fin de determinar si existen mas
caracteristicas en la base de datos.

[0257] En consecuencia, otro ejemplo que es util en el contexto de la invencion es un método que es para identificar una
caracteristica dentro de una secuencia de acido nucleico como la que se expone en las secuencias de acido nucleico de
la ID SEC N° 1 y dentro de las secuencias sustancialmente idénticas a la misma, o dentro de una secuencia
polipeptidica como la que se expone en las secuencias de aminodacidos de la ID SEC N° 2 y de las secuencias
sustancialmente idénticas a la misma, y comprende el paso de leer el (los) codigo(s) de acido nucleico o el (los)
cadigo(s) polipeptidico(s) mediante el uso de un programa de ordenador que identifica caracteristicas en los mismos e
identifica caracteristicas dentro del (de los) cédigo(s) de acido nucleico con el programa de ordenador. En un ejemplo, el
programa de ordenador comprende un programa de ordenador que identifica marcos de lectura abiertos. El método
puede ejecutarse leyendo una unica secuencia o bien al menos 2, 5, 10, 15, 20, 25, 30 o 40 de las secuencias de acido
nucleico como las que se exponen en las secuencias de acido nucleico de la ID SEC N° 1 y las secuencias
sustancialmente idénticas a las mismas, o las secuencias polipeptidicas como las que se exponen en las secuencias de
aminoacidos de la ID SEC N°: 2 y las secuencias sustancialmente idénticas a las mismas, mediante el uso del programa
de ordenador, e identificando caracteristicas dentro de los codigos de acido nucleico o de los cédigos polipeptidicos con
el programa de ordenador.
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[0258] Una secuencia de acido nucleico como la que se expone en las secuencias de acido nucleico de la ID SEC N°: 1
y secuencias sustancialmente idénticas a la misma, o bien una secuencia polipeptidica como la que se expone en las
secuencias de aminoacidos de la ID SEC N°: 2 y secuencias sustancialmente idénticas a la misma pueden almacenarse
y manipularse en una variedad de programas de procesadores de datos en una variedad de formatos. Por ejemplo, una
secuencia de acido nucleico como la que se expone en las secuencias de acido nucleico de la ID SEC N° 1 vy las
secuencias sustancialmente idénticas a la misma, o bien una secuencia polipeptidica como la que se expone en las
secuencias de aminoacidos de la ID SEC N° 2 y las secuencias sustancialmente idénticas a la misma pueden
almacenarse como texto en un archivo de procesamiento de palabras tal como el WORD de Microsoft o el
WORDPERFECT o bien como un archivo ASCII en los de una variedad de programas de bases de datos con los que
estan familiarizados los expertos en la materia, tales como los programa DB2, SYBASE u ORACLE. Por afadidura,
pueden usarse muchos programas de ordenador y bases de datos como algoritmos de comparacion de secuencias,
como identificadores o bien como fuentes de secuencias nucleotidicas o secuencias polipeptidicas de referencia a
comparar con una secuencia de acido nucleico como la que se expone en las secuencias de acido nucleico de la ID
SEC N°: 1 y con las secuencias sustancialmente idénticas a la misma, o bien con una secuencia polipeptidica como la
que se expone en las secuencias de aminoacidos de la ID SEC N°: 2 y con las secuencias sustancialmente idénticas a
la misma. La lista que se da a continuacion no pretende limitar la invencion, sino servir de guia sobre los programas y
bases de datos que son utiles con las secuencias de acido nucleico como las que exponen en las secuencias de acido
nucleico de la ID SEC N° 1 y con las secuencias sustancialmente idénticas a las mismas, o con las secuencias
polipeptidicas como las que se exponen en las secuencias de aminoacidos de la ID SEC N°: 2 y con las secuencias
sustancialmente idénticas a las mismas.

[0259] Los programas y bases de datos que pueden usarse incluyen, aunque sin caracter limitativo, a los miembros del
grupo que consta de los siguientes: MacPattern (EMBL), DiscoveryBase (Molecular Applications Group), GeneMine
(Molecular Applications Group), Look (Molecular Applications Group), MacLook (Molecular Applications Group), BLAST
y BLAST2 (NCBI), BLASTN y BLASTX (Altschul et al., J. Mol. Biol. 215: 403, 1990), FASTA (Pearson and Lipman, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 85: 2444, 1988), FASTDB (Brutlag et al. Comp. App. Biosci. 6:237-245, 1990) Catalyst (Molecular
Simulations Inc.), Catalyst/SHAPE (Molecular Simulations Inc.), Cerius2.DBAaccess (Molecular Simulations Inc.),
HypoGen (Molecular Simulations Inc.), Insight 1l, (Molecular Simulations Inc.), Discover (Molecular Simulations Inc.),
CHARMmM (Molecular Simulations Inc.), Felix (Molecular Simulations Inc.), DelPhi, (Molecular Simulations Inc.),
QueanteMM, (Molecular Simulations Inc.), Homology (Molecular Simulations Inc.), Modeler (Molecular Simulations Inc.),
ISIS (Molecular Simulations Inc.), Quanta/Protein Design (Molecular Simulations Inc.), WebLab (Molecular Simulations
Inc.), WebLab Diversity Explorer (Molecular Simulations Inc.), Gene Explorer (Molecular Simulations Inc.), SeqFold
(Molecular Simulations Inc.), la base de datos Chemicals Directoy disponible en MDL, la base de datos Drug Data
Report de MDL, la base de datos Comprehensive Medicinal Chemistry, la base de datos World Drug Index de Derwent,
la base de datos BioByteMasterFile, la base de datos Genbank y la base de datos Genseqn. Dada la presente
publicacion, le resultaran obvios a un experto en la materia muchos otros programas y bases de datos.

[0260] Los motivos que pueden ser detectados usando los programas anteriormente mencionados incluyen a los
miembros del grupo que consta de secuencias que codifican cremalleras de leucina, motivos hélice-giro-hélice, sitios de
glicosilacion, sitios de ubiquitinacion, hélices alfa y laminas beta, secuencias sefial que codifican péptidos sefial que
dirigen la secrecion de las proteinas codificadas, secuencias implicadas en la regulacion de la transcripcion tales como
cajas homedticas (“homeoboxes”), tramos acidos, sitios activos enzimaticos, sitios de unién al sustrato y sitios de corte
enzimatico.

[0261] La presente invencion explota las singulares propiedades cataliticas de las enzimas. Mientras que el uso de
biocatalizadores (es decir, enzimas crudas o purificadas o células vivientes o no vivientes) en las transformaciones
quimicas requiere normalmente la identificacién de un determinado biocatalizador que reaccione con un especifico
compuesto de partida, la presente invencién usa biocatalizadores y condiciones de reaccién seleccionados que son
especificos de grupos funcionales que estan presentes en muchos compuestos de partida, tales como pequefas
moléculas. Cada biocatalizador es especifico de un grupo funcional o de varios grupos funcionales afines, y puede
reaccionar con muchos compuestos de partida que contengan este grupo funcional.

[0262] Las reacciones biocataliticas producen una poblacidon de derivados a partir de un unico compuesto de partida.
Estos derivados pueden ser sometidos a otro ciclo de reacciones biocataliticas para producir una segunda poblacion de
compuestos derivados. Con cada iteracion de derivatizacion biocatalitica pueden producirse miles de variaciones de la
pequefa molécula o del compuesto original.

[0263] Las enzimas reaccionan en sitios especificos de un compuesto de partida sin afectar al resto de la molécula, el
cual es un proceso que es muy dificil de lograr usando métodos quimicos tradicionales. Este alto grado de especificidad
biocatalitica proporciona los medios para identificar un Unico compuesto activo dentro de la biblioteca. La biblioteca esta
caracterizada por la serie de reacciones biocataliticas usada para producirla, a la cual se la denomina “historial
biosintético”. Cribando la biblioteca con respecto a las actividades bioldgicas y efectuando un seguimiento del historial
biosintético se identifica la secuencia de reaccién especifica que produce el compuesto activo. Se repite la secuencia de
reaccion y se determina la estructura del compuesto sintetizado. A diferencia de otros métodos de sintesis y cribaje,
este modo de identificacion no requiere tecnologias de inmovilizacion, y los compuestos pueden ser sintetizados y
sometidos a ensayo libremente en solucién usando virtualmente cualquier tipo de ensayo de cribaje. Es importante
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observar que el alto grado de especificidad de las reacciones enzimaticas sobre grupos funcionales permite el
“seguimiento” de las reacciones enzimaticas especificas que constituyen la biblioteca producida biocataliticamente.

[0264] Muchos de los pasos procesales son llevados a cabo usando automatizacion robdtica, que permite la ejecucion
de muchos miles de reacciones biocataliticas y ensayos de cribaje por dia, asi como asegurar un alto nivel de precision
y reproducibilidad. Como resultado de ello, puede producirse en cuestidon de semanas una biblioteca de compuestos de
derivados que llevaria afios producir usando los métodos quimicos corrientes.

[0265] Es util en el contexto de la invencidon un método que es para modificar pequefias moléculas y comprende el paso
de poner a un polipéptido codificado por un nucleétido aqui descrito o fragmentos enzimaticamente activos del mismo
en contacto con una pequefia molécula para asi producir una pequefia molécula modificada. Se somete a ensayo a una
biblioteca de pequefios moléculas modificadas para determinar si esta presente dentro de la biblioteca una pequefia
molécula modificada que presente una actividad deseada. Se identifica una especifica reacciéon biocatalitica que
produce la pequefia molécula modificada de actividad deseada eliminando sistematicamente cada una de las
reacciones biocataliticas usadas para producir una parte de la biblioteca, y sometiendo luego a ensayo a las pequefias
moléculas producidas en la parte de la biblioteca para determinar la presencia o ausencia de la pequefia molécula
modificada con la actividad deseada. Se repiten opcionalmente las especificas reacciones biocataliticas que producen la
pequefia molécula modificada de actividad deseada. Las reacciones biocataliticas son llevadas a cabo con un grupo de
biocatalizadores que reaccionan con distintas mitades estructurales que se encuentran dentro de la estructura de una
pequefia molécula, siendo cada biocatalizador especifico de una mitad estructural o de un grupo de mitades
estructurales afines; y cada biocatalizador reacciona con muchas distintas pequefias moléculas que contienen la distinta
mitad estructural.

[0266] Se describe a continuacion mas ampliamente la invencién haciendo referencia a los ejemplos siguientes; si bien
debe entenderse que la invencion no queda limitada a tales ejemplos.

Ejemplos

Ejemplo 1

Identificaciéon y Caracterizacion de a-Amilasas Termoestables

[0267] EI presente ejemplo muestra la identificacion de nuevas amilasas acidas. El programa de cribaje fue realizado
bajo condiciones de pH neutro y bajo. Se apunté para el descubrimiento a bibliotecas de DNA generadas a partir de
muestras de bajo pH. Este esfuerzo proporcioné el descubrimiento de cientos de clones que tienen la capacidad de
degradar el almidon. Andlisis bioinformaticos y de la secuencia de DNA clasificaron a muchos de estos genes como
amilasas anteriormente no identificadas.

Estudios Bioquimicos

[0268] El analisis bioquimico de los clones gendmicos de amilasa puso de manifiesto que muchos tenian unos éptimos
valores pH de menos de pH 6. Lisados de estos clones gendmicos fueron sometidos a ensayo para determinar la
tolerancia térmica mediante incubaciéon a 70°C, 80°C, 90°C o 100°C por espacio de 10 minutos y medicion de la
actividad residual a pH 4,5. Se eligieron para su adicional analisis los clones que conservaban una actividad de > 50%
tras tratamiento térmico a 80°C. Estos clones fueron incubados a 90°C por espacio de 10 minutos a pH 6,0 y 45y
fueron sometidos a ensayo para determinar la actividad residual a pH 4,5. Los de una serie de clones conservaron mas
de un 40% de su actividad a continuaciéon de este tratamiento. A efectos comparativos, la actividad residual de una
amilasa desarrollada, ID SEC N°: 2, era equivalente a la mejor de las enzimas de segunda generacion; y la actividad
especifica de la ID SEC N°: 2 era mayor.

[0269] La actividad térmica de los clones con actividad residual tras tratamiento térmico a 90°C a pH 4,5 fue medida a
temperatura ambiente, a 70°C y a 90°C a pH 4,5. La Tabla 1 muestra que las tasas de hidrdlisis de la ID SEC N°: 3
(amilasa de B. stearothermophilus) y de la ID SEC N° 4 (amilasa de B. licheniformis) disminuyen a las temperaturas
mas altas, mientras que la tasa para ID SEC N°: 5 continia aumentando al ser la temperatura aumentada hasta 70°C y
tan sélo se reduce en aproximadamente un 50% a 90°C.

Evaluacion de los Candidatos

[0270] Sobre la base de la actividad residual a pH 4,5 tras tratamiento térmico a 90°C, la actividad especifica y la tasa
de hidrolisis de almidon a 90°C en comparacion con la amilasa de B. licheniformis, ID SEC N°: 5, es comparada con la
amilasa desarrollada de la ID SEC N°: 2 en un ensayo de licuefaccion de almidon.
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Tabla 1
Temperatura ambiente 70°C 90°C
ID SEC N°: 3 1,25 1,43 0,33
ID SEC N°: 4° 3,3 1,9 0,39
ID SEC N°: 5 1,9 47 19

Tabla 1. Tasas de hidrélisis de almidén etiquetado con colorante (unidades
relativas de fluorescencia/seg.) de tres clones genémicos a pH 45 y 3
temperaturas distintas. 'Amilasa de B. stearothermophilus, 2amilasa de B.
licheniformis

Ejemplo 2

Ensayo de la Actividad de Amilasa: Ensayo de los Extremos Reductores por el Método del Acido Bicinconinico
(BCA)

[0271]

1. Preparar 2 soluciones de sustrato como se indica a continuacion:

a) solucién pH 8 de almidén (de patata) soluble al 2% disolviendo 2 g de almidén de patata en 100 ml de fosfato sédico
100mM pH 8.

b) solucion pH 10 de almidén (de patata) soluble al 2% disolviendo 2 g de almidén de patata en 100 ml de carbonato
sodico 100mM.

Calentar ambas soluciones en un bafio de agua hirviendo mientras se efectia mezcla por espacio de 30-40 minutos
hasta disolverse el almidon.

2. Preparar Solucion A a partir de 64 mg/ml de monohidrato de carbonato sdédico, 24 mg/ml de bicarbonato sédico y 1,95
mg/ml de BCA (sal disédica de 4,4’-dicarboxi-2,2’-biquinolina (Sigma Chemical, N° de cat. D-8284)). Anhadida
anteriormente a dH20 (dH20 = agua destilada).

3. Preparar solucion B combinando 1,24 mg/ml de pentahidrato de sulfato cuprico y 1,26 mg/ml de L-serina. Afadir la
mezcla a dH20.

4. Preparar un reactivo de trabajo de una proporcion 1:1 de las soluciones A y B.

5. Preparar una solucion estandar de maltosa 10mM en dH20, donde la maltosa 10mM se combina en almidén soluble
al 2% al pH deseado hasta una concentracion final 0, 100, 200, 300, 400 y 600 pM. La curva estandar sera generada
para cada conjunto de puntos en el tiempo. Puesto que la curva se determina anadiendo 10 pl de los patrones al
reactivo de trabajo, sale a 0, 1, 2, 3, 4, 6 nmoles de maltosa.

6. Introducir partes alicuotas de 1 ml de solucién de sustrato en tubos de microcentrifuga, y equilibrar a la temperatura
deseada (5 min.) en bloque de calor o en bafio de agua calentado. Afadir 60 pl de solucidon enzimatica al interior de la
tapa del tubo.

7. Mientras se equilibra la solucidon, mezclar 5 ml de ambas soluciones A y B. Poner partes alicuotas de 100 pl en una
placa de PCR de 96 pocillos. Poner la placa sobre hielo.

8. Tras 5 minutos de equilibrado de la temperatura, cerrar la tapa de los tubos, invertirlos y someterlos 3 veces a
agitacion vorticial. Poner inmediatamente partes alicuotas de 10 pl en la placa en el t = 0 (punto cero en el tiempo).
Dejar la mezcla enzimatica en el bloque de calor y afiadir partes alicuotas de 10 yl en cada deseado punto en el tiempo
(p- €j.alos 0, 5, 10, 15, 20 y 30 minutos).

9. Asegurarse de que se dejen vacios 12 pocillos (solamente con la adicion de partes alicuotas de reactivo de trabajo)
para la adicion de 10 pl de patrones, para la curva estandar.

10. Cuando se hayan efectuado las recolecciones y se hayan afiadido los patrones en todos los puntos en el tiempo,
cubrir la placa y calentarla a 80°C por espacio de 35 min. Enfriar la placa sobre hielo por espacio de 10 min. Afadir 100
pl de H20 a todos los pocillos. Mezclar y poner partes alicuotas de 100 ul en una placa de 96 pocillos de fondo plano y
leer la absorbancia a 560 nm.

11. Poner a cero cada uno de los puntos en el tiempo de la muestra contra su propio t = O (restar el valor medio de A560
en el t = 0 de los otros valores medios de A560). Convertir la A560(experimentaly €N Pmoles (dividir 1a A560 experimental) POr 1a
pendiente de la curva estandar (A560/ pmol)). Generar una pendiente de los puntos en el tiempo y los pmoles (en
pmoles/min.), y multiplicar por 100 (puesto que el valor de pmoles tan sélo da cuenta de los 10 pl usados en el ensayo,
y no de la cantidad hecha en la cantidad de 1 ml de rxn). Para obtener la actividad especifica, dividir la pendiente (en
pmoles/min.) por los mg de proteina. Todos los puntos deberan hacerse como minimo por duplicado, siendo lo mejor
tres. Se expone en la Figura 5 un ejemplo de curva estandar.
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Tabla 2 Datos de la muestra:

Clon Dilucién Minutos A560-1 A560-2 A560 media A560 (Pendiente
puesta a A560exp/std)
cero pmoles
ENZ 50 0 0,1711 0,1736 0,17235 0 0,0000
5 0,2104 0,2165 0,21345 0,0411 0,0005
10 0,2492 0,2481 0,24865 0,0763 0,0009
15 0,2984 0,2882 0,2933 0,12095 0,0014
20 0,3355 0,3409 0,3382 0,16585 0,0020
30 0,3942 0,3805 0,38735 0,215 0,0026
40 0,4501 0,4412 0,44565 0,2733 0,0033
Ejemplo 3

Cribaje para la Determinacidn de la Actividad de a-Amilasa

[0272] EI nimero de placas cribadas por cada placa de cultivo deberia ser de aproximadamente 10.000 pfu’s (pfu’'s =
unidades formadoras de placa). Para cada biblioteca de DNA deberian cribarse al menos 50.000 placas por cada
biblioteca aislada y 200.000 placas por cada biblioteca no aislada, en dependencia del titulo de pfu para el lisado
amplificado de A Zap Express.

Determinacioén del Titulo de la Biblioteca Lambda

[0273]

1) pl de material de biblioteca amplificado con Lambda Zap Express afiadidos a 600 ul de células MRF’ de E. coli (ODggo
=1,0). Para diluir el material de MRF’, se usa MgSO,4 10mM.

2) Incubar a 37°C por espacio de 15 minutos.

3) Transferir la suspensién a 5-6 ml de agar superior NZY a 50°C y mezclar lentamente

4) Verter inmediatamente la solucidon de agar en una gran placa de cultivo (de 150 mm) con medio NZY.

5) Dejar que el agar superior se solidifique por completo (en aproximadamente 30 minutos) y luego invertir la placa de
cultivo.

6) Incubar la placa de cultivo a 39°C por espacio de 8-12 horas.

7) Se aproxima el numero de placas. Se determina el titulo de fago para obtener 10.000 pfu/placa de cultivo. Diluir una
parte alicuota de fago de biblioteca con tampdn SM de ser necesario.

Cribaje del Sustrato

[0274]

1) Se afiade Lambda Zap Express (50.000 pfu) de la biblioteca amplificada a 600 pl de células MRF’ de E. coli (OD600 =
1,0). Para bibliotecas no ambientales, preparar 4 tubos (50.000 pfu por tubo).

2) Incubar a 37°C por espacio de 15 minutos.

3) Mientras se esta incubando la suspension de fago/células, se afiade 1,0 ml de sustrato de almidon rojo (al 1,2% en
peso/volumen) a 6,0 ml de agar superior NZY a 50°C y se efectia mezcla a fondo. La solucion se mantiene a 50°C
hasta que se la necesite.

4) Transferir 1/5 (10.000 pfu) de la suspension celular a la solucion de sustrato/agar superior y mezclar lentamente.

5) Inmediatamente se vierte la solucién en una gran placa de cultivo (de 150 mm) con medio NZY.

6) Dejar que el agar superior se solidifique por completo (en aproximadamente 30 minutos), y luego invertir la placa de
cultivo.

7) Repetir los procedimientos 4-6 4 veces para el resto de la suspension celular (1/5 de la suspension cada vez).

8) Incubar las placas de cultivo a 39°C por espacio de 8-12 horas

9) Se observa la placa de cultivo para detectar las zonas de inhibicion (halos) en torno a las placas.

10) Las placas con halos se extraen del agar y se transfieren a un microtubo estéril. Una punta de pipeta de 200 pl con
gran orificio funciona bien para retirar (extraer) el tapdn de agar que contiene la placa deseada.

11) Se ponen de nuevo en suspension los fagos en 500 ul de tampdn SM. Se afiaden 20 ul de cloroformo para inhibir
todo adicional crecimiento celular.

12) Se incuba suspension de fago puro a temperatura ambiente por espacio de 4 horas o durante la noche antes del
paso siguiente.

Aislamiento de los Clones Puros

[0275]

1) Se afiaden 10 pl de suspension de fago puesto de nuevo en suspension a 500 ul de células MRF’ de E. coli (OD600 =
1,0).

2) Incubar a 37°C por espacio de 15 minutos.
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3) Mientras esta incubandose la suspension de fago/células, se afiade 1 ml de sustrato de almidon rojo (al 1,2% en
peso/volumen) a 6,0 ml de agar superior NZY a 50°C y se mezcla a fondo. Mantener la solucién a 50°C hasta que sea
necesaria.

4) Se transfiere la suspension celular a soluciéon de agar superior/sustrato y se mezcla lentamente.

5) Se vierte inmediatamente la solucién en una gran placa de cultivo (de 150 mm) con medio NZY.

6) Dejar que el agar superior se solidifique por completo (en aproximadamente 30 minutos), y luego invertir la placa de
cultivo.

7) Se incuba la placa de cultivo a 37°C por espacio de 8-12 horas.

8) Se observa la placa de cultivo para detectar una zona de inhibicion (halo) en torno a una placa individual (clon puro).
Si no puede aislarse una placa individual, ajustar el titulo y poner de nuevo en placa de cultivo la suspension de fago.

9) La placa individual con halo se extrae del agar y se transfiere a un microtubo estéril.

Una punta de pipeta de 200 pl de gran orificio funciona bien para retirar (extraer) el tapdn de agar que contiene la placa
deseada. Para amplificar el titulo, pasar 5 placas activas individuales al interior de un microtubo.

10) Se ponen nuevamente en suspension los fagos en 500 ul de tampoén SM. Se afiaden 20 pl de cloroformo para inhibir
todo adicional crecimiento celular.

11) Se incuba la suspension de fago puro a temperatura ambiente por espacio de 4 horas o bien durante la noche antes
del paso siguiente. La suspension de fago puro se almacena a -80°C afiadiendo DMSO a la suspension de fago (al 7%
volumétrico).

Escision del Clon Puro

[0276]

1) Se afiaden 100 pl de suspension de fago puro a 200 pl de células MRF’ de E. coli (OD600 = 1,0). Se afiade a esto 1,0
pl de fago ayudante ExAssist (> 1 x 106 pfu/ml; Stratagene). Se usa tubo Falcon 2059 para la escision.

2) Se incuba la suspensién a 37°C por espacio de 15 minutos.

3) Se afaden a la suspension celular 3,0 ml de medio 2 x YT.

4) Incubar a 30°C por espacio de al menos 6 horas o bien durante la noche mientras se efectia sacudimiento.

5) Se transfiere el tubo a 70°C por espacio de 20 minutos. La suspension de fagémido puede tenerse almacenada a 4°C
por espacio de 1 a 2 meses.

6) Se transfieren 100 pl de suspension de fagémido a un microtubo que contiene 200 pl de células Exp 555 de E. coli
(OD600 = 1,0).

7) Se incuba la suspensién a 37°C por espacio de 15 minutos.

8) Se afnaden a la suspension 300 pl de SOB.

9) Se incuba la suspensién a 37°C por espacio de un periodo de tiempo de 30 a 45 minutos.

10) Se transfieren 100 yl de suspensién a una pequefa placa de cultivo (de 90 mm) con medio LB que contiene
canamicina (medio LB con 50 pg/ml de canamicina) para las bibliotecas de DNA Zapp Express o ampicilina (medio LB
con 100 ug/ml de canamicina) para las bibliotecas de DNA Zap II.

11) El resto de la suspension se transfiere a otra pequefa placa de cultivo con medio LB.

12) Usar perlas de vidrio estéril para distribuir uniformemente la suspension en la placa de cultivo.

13) Se incuban las placas de cultivo a 30°C por espacio de un periodo de tiempo de 12 a 24 horas.

14) Se observa la placa de cultivo para detectar las colonias.

15) Inocular una colonia individual en medio liquido LB que contenga un adecuado antibiético e incubar a 30°C por
espacio de un periodo de tiempo de 12 a 24 horas.

16) Puede prepararse solucion concentrada de glicerol afiadiendo un 80% de glicerol a cultivo liquido (al 15%
volumétrico) y almacenando a -80°C.

Verificacion de la Actividad

[0277]

1) Se transfieren a un microtubo 50 pl de cultivo liquido. Afadir al interior del mismo tubo 500 uyl de Azur de Amilopectina
pH 7 al 8%. Preparar 2 tubos para cada clon.

2) La actividad se verifica a 50°C por espacio de 3 horas y durante la noche. Usar tampdn a pH 7 como control.

3) Enfriar la muestra de ensayo en bafio de agua helada por espacio de 5 minutos.

4) Aiadir 750 ul de etanol y mezclar a fondo.

5) Centrifugar a 13000 rpm (16000 g's) por espacio de 5 minutos.

6) Medir la OD (OD = densidad o6ptica) del supernatante a 595 nm.

Analisis RFLP (Analisis del Polimorfismo de los Fragmentos de Restriccion)

[0278]

1) Se transfiere a un microtubo estéril 1,0 ml de cultivo liquido.

2) Se centrifuga a 13200 rpm (16000 g’s) por espacio de 1 minuto.

3) Desechar el supernatante. Afadir otro 1,0 ml de cultivo liquido al mismo microtubo estéril.
4) Centrifugar a 13200 rpm (16000 g’s) por espacio de 1 minuto.

5) Desechar el supernatante.

6) Seguir el protocolo del QlAprep spin mini kit para el aislamiento del plasmido.
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7) Verificar la concentracion de DNA usando un biofotometro

8) Usar Sac | y Kpn | para la primera doble digestion. Incubar a 37°C por espacio de 1 hora.

9) Usar Pst | y Xho | para la segunda doble digestién. Incubar a 37°C por espacio de 1 hora.

10) ARadir colorante Loading a la muestra digerida.

11) Pasar la muestra digerida por un gel de agarosa al 1,0% por espacio de 1-1,5 horas a 120 voltios.

12) Ver el gel con generador de imagenes de gel. Todos los clones con un distinto patréon de digestion se enviaran al
analisis de secuencias.

Ejemplo 4

Ensayo para Amilasas

Preparacion de Cultivos Huésped

[0279]

1. Iniciar un cultivo durante la noche de células huésped MRF’ con XL1-Blue. Usar una colonia individual de una placa
de huellas para inocular 10 ml de LB suplementado con 20 pg/ml de tetraciclina. Cultivar durante la noche con
sacudimiento a 37°C por espacio de al menos 16 horas.

2. Usando una técnica aséptica, inocular 100 ml de cultivo de dia LBre; fresco con huésped MRF’ con XL1-Blue del
cultivo LBret de durante la noche.

3. Cultivar en un sacudidor a 37°C hasta que la OD llegue a ser de 0,75 - 1,0.

4. Pelletizar las células huésped a 1000 x g por espacio de 10 minutos y ponerlas lentamente de nuevo en suspension
en MgSO4 10mM a una OD de 5.

5. Diluir una pequefia cantidad de células huésped hasta una OD de 1 para su uso en la titulacién y en la aplicacién de
la tecnologia de inoculacién con el inoculador de puntas multiples.

6. Las preparaciones huésped pueden usarse por espacio de hasta 1 semana si se tienen almacenadas en hielo o a
4°C.

Comentarios

[0280]

- Para acortar el tiempo de cultivo para el cultivo de dia, usar 1/2 x la habitual concentracion de Tet en LB (1/2 x = 10
pg/ml), u omitir del todo el antibiético.

- No usar NZY cuando se seleccione con tetraciclina. La alta concentracion de Mg** en el medio NZY hace que la Tet
sea inactiva.

Titulacién de las Bibliotecas Lambda

[0281]

7. Se ponen en un soporte tres tubos de microfuga estériles.

8. Se ponen partes alicuotas de 995 pl de las células huésped preparadas en un tubo y 45 pl de las células huésped a
OD 1 preparadas en cada uno de los dos tubos restantes.

9. Se afiaden 5 pl de biblioteca lambda al tubo que contiene 995 pul de células huésped y se efectia mezcla vorticial.
Esto redund6 en un factor de dilucion de 200.

10. Se preparan diluciones 1/2.000 y 1/20.000 afadiendo consecutivamente 5 pl de la dilucién anterior a los dos tubos
restantes que contienen 45 pl de las células huésped preparadas. Se efectia mezcla vorticial tras haber sido hecha
cada dilucién.

11. Se deja que el fago se adsorba en el huésped incubando a 37°C por espacio de 15 minutos.

12. En el entretanto se pipetan 100 ul de las células huésped a OD 1 preparadas en el interior de cada uno de tres tubos
Falcon 2059.

13. Se afladen 5 yl de cada dilucién a un tubo 2059 aparte que contiene células huésped.

14. Se cultiva cada preparacion afiadiendo 3 ml de agar superior a cada tubo y vertiendo rapidamente en placas de
cultivo de 90 mm con NZY. Se asegura una regular y uniforme distribucion antes de que se endurezca el agar superior.
15. Las placas de cultivo se invierten y se incuban durante la noche a 37°C.

16. Se cuentan las placas y se calcula el titulo del material de la biblioteca (en unidades formadoras de placa (pfu) por

pl).
1.

Cribaje de Microtitulacién Lambda para Amilasas

Preparacion

[0282] Como se ha descrito anteriormente, preparar una cantidad de cultivo huésped MRF’ XL1-Blue suficiente para la
cantidad de cribaje prevista.
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1. Autoclavear varias botellas compatibles con el dispensador QFill2. Estas son botellas Corning de boca ancha de 250
ml que contienen una junta anular en torno al labio.

2. Asegurarse de que estén disponibles para la criba suficientes cantidades de placas de cultivo, agar superior, almidon
BODIPY, solucion de almidon rojo, etc.

3. Programar el ciclo robético del Dia 2 con un representante de Automation.

Dia 1

[0283]

1. Etiquetar las placas de cultivo de 1536 pocillos (negras) con el nimero de placa de cultivo y de criba de biblioteca.
Las etiquetas para tubos Tough-TagsMF (MF = marca de fabrica), cortadas por la mitad a lo ancho, son ideales para
etiquetar placas de cultivo de 1536 pocillos.

2. Calcular los volumenes de células huésped y de libreria y de medio NZY necesarias para la criba. Esto se hace
facilmente con una hoja de calculo Excel.

3. Combinar los volumenes calculados de células huésped a OD 5 y de biblioteca en una botella Corning estéril de boca
ancha de 250 ml (que contiene una junta anular).

4. Dejar que se produzca adsorciéon a 37°C por espacio de 15 minutos.

5. Anadir el volumen calculado de medio NZY y mezclar a fondo. A esto se le denomina la suspensiéon de medio, fago y
células.

6. Llevar a cabo una titulacion concomitante combinando 50 pl de la suspension de medio, fago y células con 250 ul de
células huésped a OD 1 en un tubo Falcon 2059, y luego cultivando en placa de cultivo con 9 ml de agar superior en una
placa de cultivo de 150 mm con NZY. Incubar la placa de cultivo de titulacidon concomitante a 37°C durante la noche.

7. Cargar el dispensador con el resto de la suspension y colocar cada placa de cultivo etiquetada de 1536 pocillos con 4
pl por pocillo. Si el dispensador deja burbujas de aire en algunos pocillos, las mismas pueden ser eliminadas
centrifugando las placas de cultivo a 200 x g por espacio de 1 minuto.

8. Anadir 0,5 pl de fago de control positivo a la posicion de pocillo AD46 de al menos dos de las placas de cultivo de
ensayo. Usar con esta finalidad un fuerte clon lambda amilasa-positivo.

9. Incubar las placas de cultivo de ensayo a 37°C durante noche en un incubador humidificado (= 95%).

Dia 2

[0284]

17. Contar las pfu en la placa de titulacion concomitante y determinar la densidad de siembra media por pocillo (en pfu
por pocillo).

18. Inocular con el inoculador de puntas multiples al menos 2 placas de cultivo de cada tamiz de biblioteca (conteniendo
preferiblemente las 2 controles positivos) de la manera siguiente:

a) Preparar 2 placas de césped huésped para que hagan de superficie sobre la cual efectuar la inoculacién con
inoculador de puntas mudltiples: combinar 250 pl de células huésped a OD 1 con 2 ml de almidén rojo al 2% vy cultivar
con 9 ml de agar superior en placas de 150 mm con NZY. Mantener cada placa de cultivo tan horizontal como sea
posible al solidificarse el agar superior, a fin de producir una uniforme tonalidad de rojo en toda la placa de cultivo.

b) Usando un inoculador de puntas multiples de 1536 posiciones esterilizado dos veces con llama, replicar al menos 2
de las placas de cribaje en las placas de césped huésped.

c) Poner las placas receptoras inoculadas en una campana de flujo laminar con las tapas quitadas por espacio de
aproximadamente 15-30 minutos (para eliminar el exceso de humedad).

d) Colocar de nuevo las tapas e incubar en posicién invertida a 37°C durante la noche.

19. Preparar el 2 x tampon de sustrato de almidén con BODIPY de la forma siguiente:

a) Calcular el volumen total de 2 x solucion tampdén de sustrato necesario para todas las placas de cribaje a razén de 4
Il por pocillo (incluyendo todo volumen de espacio muerto extra requerido por el dispensador) y medir e introducir esta
cantidad de CAPS 100mM pH 10,4 en un recipiente apropiado para el dispensador que se use.

b) Recuperar suficientes tubos de 0,5 mg de almidén con BODIPY para producir el requerido volumen de 2 x tampén de
sustrato [calculado en el anterior paso a)] a una concentracion final de 20-30 pg/ml.

c) Disolver cada tubo de 0,5 mg en 50 yl de DMSO a temperatura ambiente, con proteccion frente a la luz y con
frecuente agitacion vorticial. Esto lleva mas de 15 minutos; disolviéndose algunos lotes de produccién de almidén con
BODIPY mejor que otros.

d) Anadir 50 pl de tampon de CAPS 100mM pH 10,4 a cada tubo y mezclar con agitacién vorticial.

e) Reunir los contenidos de todos los tubos y retirar todos los agregados no disueltos centrifugando por espacio de 1
minuto a velocidad maxima en una microfuga.

f) Ahadir el supernatante al resto del tampdn de CAPS 100mM medido en el anterior paso a).

g) Proteger el 2 x tampdn de sustrato de la luz envolviéndolo con folio.

20. Llevar las placas de cultivo y el tampon de sustrato a la sala de automatizacién y programar el robot con los
parametros siguientes:

a) dispensar 4 ul de tampdn de sustrato por pocillo

b) 12 lectura al haber transcurrido 1 hora post-sustrato, 22 lectura a las 9 horas y tercera lectura a las 17 horas; con
incubacién a 37°C entre lecturas

c) filtro de excitacion: 485 nm; filtro de emision: 535 nm

d) ajustar la ganancia del Spectrafluor a 70.
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e) asegurarse de que el incubador que se use protegera a las placas de ensayo de la luz.
Dia 3

[0285]

1. Verificar las placas inoculadas para detectar las zonas de inhibicién en el césped bacteriano en todas las posiciones
que correspondan a pocillos de la correspondiente placa de ensayo. Verificar también las zonas de inhibicién en el
almidon rojo en cualesquiera de las posiciones de las puntas. Si se usaron para la inoculacién con el inoculador de
puntas multiples placas de cultivo que contuviesen controles positivos, deberia poder verse una gran zona de inhibicion
en el trasfondo rojo. Tener cuidado con los contaminantes que también forman zonas de inhibiciéon en almidén rojo
(véase el comentario “Contaminantes que Forman Zonas de Inhibicion en el Aimidon Rojo” al final del ejemplo 7).

2. ldentificar las posibles coincidencias a partir del archivo de datos producido por el ordenador del robot. El programa
KANAL producido por Engineering simplifica el analisis de los datos. Como regla empirica, una posible coincidencia esta
caracterizada como un pocillo que tiene una intensidad de sefial incrementada al menos 1,5 veces en comparacién con
el trasfondo.

3. Para cada posible coincidencia, quitar del pocillo 2 pl e introducirlos en un tubo que contengan 500 pl de tampon SM
y 50 pl de CHCI3. Efectuar mezcla vorticial y almacenar a 4°C. De aqui en adelante se llamara a esta solucion la
solucidn concentrada 4e-3. Las placas de cribaje originales deberan tenerse almacenadas a 4°C y protegidas de la luz,
al menos hasta que hayan concluido los destacamientos.

[0286] Este es el método recomendado para destacar las supuestas coincidencias. Es un ensayo en fase liquida que se
basa en la confirmacién de la actividad en almidén con BODIPY. Como alternativa, las supuestas coincidencias pueden
cultivarse directamente en placas de fase sélida que contengan almidén rojo de forma tal que se examinen 2.000-3.000
pfu por coincidencia para las zonas de inhibicién. Sin embargo, la incapacidad de observar zonas de inhibicion en el
almidon rojo no es necesariamente una indicacion de que una supuesta coincidencia fuese un falso positivo. La
coincidencia tendria entonces que analizarse usando el formato en el cual fue originalmente identificada (es decir, en
fase liquida usando almidon con BODIPY como sustrato). Ademas, los positivos muy débiles se identifican mas
facilmente usando el método que se detalla a continuacion.

Dia1

[0287]

1. En un tubo cénico estéril de 50 ml, combinar 0,5 ml de células huésped a OD 5 con 45,5 ml de NZY. A esto se le
denominard la suspension de medio y huésped.

2. Para cada supuesta coincidencia a analizar, introducir una parte alicuota de 1 ml de suspensién de medio y huésped
en cada uno de 3 tubos estériles de microfuga.

3. Ajustar la pipeta pipetman de 12 canales a modo multidispensador con un tamafo de parte alicuota de 20 ul y un
numero de partes alicuotas de 2 x. Montar la pipeta pipetman con un conjunto limpio de puntas estériles.

4. Verter aproximadamente 1 ml de suspension de medio y huésped en una nueva cubeta de solucién estéril y cargar la
pipeta pipetman de varios canales.

5. Dispensar 20 pl por pocillo en la ultima fila (fila P) de una placa negra de 384 pocillos (12 canales x 2 = 24 pocillos).
Esta fila se usara mas tarde para los controles.

6. Expulsar el liquido que queda en las puntas poniendo a las puntas en contacto contra la superficie de la cubeta y
pulsar el botén de RESET de la pipeta pipetman. Acostar la pipeta pipetman de manera que se impida la contaminacion
de las puntas. No hay necesidad de cambiar las puntas en este punto.

7. Verter el resto del fluido de la cubeta al interior de un recipiente para desechos (tal como un vaso de boca ancha)
procurando evitar la contaminacion por salpicadura.

8. Para la primera supuesta coincidencia a analizar, tomar 111 pl de la soluciéon concentrada 4e-3 (véase Dia 2 en
Cribaje de Microtitulacién Lambda para Amilasas) y afiadirlos a lo primero en un conjunto de tres tubos que contengan 1
ml de suspension de medio y huésped (paso 2). Efectuar mezcla vorticial para mezclar. Esto es la Dilucién A.

9. Tomar 111 pl de Dilucion A y afadirlos al siguiente tubo del conjunto. Mezclar en régimen vorticial. Esto es la Dilucion
B.

10. Tomar 111 pl de Diluciéon B y afadirlos al ultimo tubo del conjunto. Efectuar mezcla vorticial. Esto es la Dilucién C.
Deberian ahora tenerse tres diluciones de fago, donde las concentraciones de cada una se diferencian en un factor de
10.

11. Verter el contenido de Dilucién C (la mas diluida de las 3 muestras) en el interior de la cubeta de solucion y cargar la
pipeta pipetman de varios canales.

12. Dispensar 20 pl por pocillo en la primera fila de la placa de 384 pocillos (12 canales x 2 = 24 pocillos).

13. Expulsar el liquido que queda en las puntas poniendo a las puntas en contacto contra la superficie de la cubeta y
pulsar el botén de RESET de la pipeta pipetman. Acostar la pipeta pipetman de una manera que impida la
contaminacion de las puntas. No hay necesidad de cambiar las puntas en este punto.

14. Vaciar la cubeta como se ha descrito anteriormente.

15. Verter el contenido de Dilucién B al interior de la misma cubeta y cargar la pipeta pipetman de varios canales.

16. Dispensar 20 pl por pocillo al interior de la segunda fila de la placa de 384 pocillos.

17. Llevar andlogamente a cabo los pasos 13-16 para dispensar Dilucion A al interior de la tercera fila de la placa de
cultivo.
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18. Tras haber sido dispuestas ordenadamente las tres diluciones en las 3 primeras filas de la placa de cultivo, desechar
todas las puntas y la cubeta de solucién en el contenedor de desechos biolégicamente peligrosos.

19. Montar la pipeta pipetman con un conjunto limpio de puntas estériles y abrir una nueva cubeta de solucién estéril.
20. Repetir los pasos 8-19 para cada supuesta coincidencia restante, usando las restantes filas de la placa hasta la fila
O. Pueden analizarse cinco supuestas coincidencias en una placa de 384 pocillos, reservando la ultima fila (fila P) para
los controles.

21. Adadir 0,5 ul de cada control a un pocillo aparte. Usar al menos 2-3 controles aparte, que cubran preferiblemente
una gama de actividades.

22. Incubar las placas de ensayo a 37°C durante la noche en un incubador humidificado (= 95%).

Dia 2

[0288]

1. Inocular con un inoculador de puntas multiples todas las placas de destacar coincidencias en un césped huésped con
almidén rojo usando el mismo método que se ha descrito para el Dia 2 en Cribaje de Microtitulacion Lambda para
Amilasas, exceptuando el hecho de que se usa un inoculador de puntas mutliples de 384 posiciones.

2. Preparar el 2 x tampén de sustrato de almidén con BODIPY de la forma siguiente:

a) Calcular el volumen total de 2 x solucién tampoén de sustrato que sera necesario para todas las placas usadas para
destacar las supuestas coincidencias a razén de 20 pl por pocillo (incluyendo todo volumen de espacio muerto extra que
requiera el dispensador) y medir e introducir esta cantidad de CAPS 100mM pH 10,4 en el interior de un recipiente
apropiado para el dispensador que se use.

b) Recuperar tubos de 0,5 mg de almidén con BODIPY suficientes para producir el requerido volumen de 2 x tampén de
sustrato [calculado en el anterior paso a)] a una concentracion final de 20-30 pg/ml.

c) Disolver cada tubo de 0,5 mg en 50 yl de DMSO a temperatura ambiente, protegiendo de la luz y con frecuente
agitacién vorticial. Esto lleva mas de 15 minutos; disolviéndose algunos lotes de produccion de almidén con BODIPY
mejor que otros.

d) Afadir 50 ul de tampon de CAPS 100mM pH 10,4 a cada tubo y efectuar mezcla vorticial.

e) Reunir los contenidos de todos los tubos y retirar todos los agregados no disueltos centrifugando por espacio de 1
minuto a velocidad maxima en una microfuga.

f) Afadir el supernatante al resto del tampén de CAPS 100mM medido en el anterior paso a).

g) Proteger el 2 x tampén de sustrato de la luz envolviéndolo con folio.

3. Dispensar 20 ul por pocillo en todas las placas usadas para destacar las supuestas coincidencias.

4. Envolver todas las placas en folio de aluminio e incubarlas a temperatura ambiente por espacio de 2-6 horas.

5. Leer cada placa en el Spectrafluor con los ajustes siguientes:

a) lectura de fluorescencia (filiro de excitacion: 485 nm; filtro de emision: 535 nm)

b) definicion de la placa: negra de 384 pocillos

c) leer desde arriba

d) ganancia 6ptima

e) numero de destellos: 3

6. En la resultante hoja de calculo Excel, poner en forma de grafico cada 3 filas de supuestas coincidencias en un
grafico aparte y verificar la actividad. Asegurarse de que los controles positivos produzcan sefiales destacandose del
trasfondo.

7. Para cada supuesta coincidencia que parezca tener una sefial real entre los pocillos, recolectar una muestra de un
pocillo positivo de la manera siguiente:

a) Seleccionar un pocillo positivo de una fila que represente la mas alta dilucién inicial.

b) Transferir 2 pl de ese pocillo al interior de un tubo que contenga 500 ul de SM y 50 pl de CHCls. Esta es la llamada
solucion destacadora.

c) Almacenar a 4°C.

8. Usando los métodos anteriormente descritos, cultivar aproximadamente 10 pl de cada soluciéon destacadora en
placas de cultivo de 150 mm con NZY usando almidén rojo. El objetivo es obtener varias (al menos 20) placas bien
separadas de las cuales extraer aislados.

Dia 3

[0289]

1. Verificar las placas inoculadas para detectar una aceptable incidencia de inhibiciones en el césped bacteriano que
correspondan a pocillos de la correspondiente placa de cultivo de ensayo. Verificar también la presencia de inhibiciones
en el almidén rojo en los controles positivos y en cualesquiera supuestas coincidencias que se comprueben. Tener
cuidado con los contaminantes que también forman zonas de inhibicion en el almidéon rojo (véase lo expuesto mas
adelante).

2. De las placas de fase sdlida que contienen diluciones de soluciones concentradas destacadoras, extraer varias
placas aisladas y poner a cada una en 500 yl de SM con 50 ul de CHCIs. Esto recibe el nombre de soluciéon concentrada
de aislado.

3. Las soluciones concentradas de aislado pueden ser luego sometidas individualmente a ensayo sobre almidén con
BODIPY usando los métodos anteriormente descritos. Puede prescindirse de este paso si la placa que fue extraida en el
paso 2 produjo una zona de inhibicién en el trasfondo de almidon rojo. Las soluciones concentradas de aislado pueden
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ser entonces sometidas individualmente a ensayo sobre almidon con BODIPY usando los métodos anteriormente
descritos. Sin embargo, puede prescindirse de este paso si la placa que fue extraida en el paso 2 produjo una zona de
inhibicion en el trasfondo de almidén rojo.

Escisiones
Dia 1

[0290]

1. En un tubo Falcon 2059, mezclar 200 pl de huésped MRF’ XL1-Blue a OD 1, 100 ul de solucién concentrada de
aislado lambda y 1 pl de solucién concentrada de fago ExAssist.

2. Incubar en sacudidor a 37°C por espacio de 15 minutos.

3. Anadir 3 ml de medio NZY.

4. Incubar en sacudidor a 30°C durante la noche.

Dia 2

[0291]

1. Calentar el tubo de escision hasta 70°C por espacio de 20 minutos.

2. Centrifugar a 1000 x g por espacio de 10 minutos.

3. En un tubo Falcon 2059, combinar 50 ul de supernatante con 200 ul de huésped EXP505 a OD 1.
4. Incubar en sacudidor a 37°C por espacio de 15 minutos.

5. Anadir 300 ul de medio SOB.

6. Incubar en sacudidor a 37°C por espacio de 30-45 minutos.

7. Cultivar 50 pl en una gran placa de cultivo LBkanso usando perlas de vidrio estériles. Si las placas estan “secas”,
puede afadirse mas medio SOB para ayudar a desembolsar las células.

8. Incubar la placa de cultivo a 30°C por espacio de al menos 24 horas.

9. Cultivar un aislado para secuenciacion y/o RFLP.

[0292] EI cultivo a 30°C reduce el numero de copias de plasmido y se usa para mitigar la aparente toxicidad de algunos
clones de amilasa.

a. Contaminantes que Forman Zonas de Inhibiciéon en Almidén Rojo

[0293] Cuando se usa almiddn rojo sobre medio sélido para el andlisis de fago para determinar la actividad de amilasa,
es comun ver unidades formadoras de colonias (cfu) contaminantes que forman zonas de inhibicién en el almidén rojo.
Para las placas inoculadas, es importante distinguir los clones de fago amilasa-positivos de estos contaminantes cuando
se alineen con una determinada posicién de pocillo. La fuente de los microbios contaminantes es presumiblemente la
soluciéon concentrada de almidén rojo al 2%, que no puede ser esterilizada mediante autoclaveado o bien mediante
autofiltracion tras la preparacion. Se piensa que se trata de organismos oportunistas que sobreviven metabolizando el
almidén rojo. A fin de reducir estos contaminantes, usar técnica estéril al hacer las soluciones de almidon rojo al 2% y
almacenar las soluciones concentradas ya sea a 4°C o bien en hielo. Reponer las soluciones concentradas cada 1-2
semanas o siempre que se observe una alta incidencia de contaminantes.

Ejemplo 5

Reensamblaje por Ligacion de Amilasas
[0294] Fueron amplificados nueve fragmentos (cada uno de aproximadamente 150 bp) de cada uno de los clones

progenitores ID SEC N°: 6, ID SEC N°: 66 e ID SEC N°: 67, cubriendo todo el marco de lectura abierto. Se indican en la
Tabla 3 los cebadores.
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GAACACTAGTAGGAGGTAACTTATGGCAAAGTATTCCGAGCTCGAAG
GAACGGTCTCATTCCGCCAGCCAGCAAGGGGATGAGCGG
GAACCGTCTCAAAACACGGCCCATGCCTACGGC
GAACGTCTCACCTCGACTTCCACCCCAACGAGGTCAAG
GAACGTCTCAGGCGCTTTGACTACGTGAAGGGC
GAACGGTCTCAACAAGATGGATGAGGCCTTTG
GAACCGTCTCACGATATAATCTGGAACAAGTACCTTGC
GAACCGTCTCAGAAGCACGAGCATAGTTTACTACG
GAACCGTCTCAAAGGTGGGTTTATGTGCCG
GAACGTCTCAGGAATCCAAATGGCGGATATTCCCGC
GAACGGTCTCAGTTTATCATATTGATGAGCTCC
GAACCGTCTCAGAGGTAGTTGGCAGTATATTTG
GAACGTCRCACGCCAGGCATCAACGCCGATG
GAACGTCTCATTGTAGTAGAGCGGGAAGTC
GAACGGTCTCAATCGGTGTCGTGGTTTGCTAC
GAACCGTCTCACTTCCACCTGCGAGGTGGTC
GAACCGTCTCACCTTCCAACCTTGCTCGAGC
TCGAGACTGACTCTCACCCAACACCGCAATAGC

GgéCACTAGTAGGAGGTMmATGGCCMGT ACCTGGAGCTCGAAG
A

GAACGGTCTCATTCCCCCGGCGAGCAAGGGC
GAACCGTCTCAAAACACCGCCCACGCCTACGG
GAACGTCTCACCTCGACTTCCACCCCAAC
GAACGTCTCAGGCGCTTCGACTACGTCAAGG
GAACGGTCTCAACAAGATGGACGCGGCCTTTGAC
GAACCGTCTCACGATATAATTTGGAACAAGTACCC
GAACCGTCTCAGAAGCACCGACATAGTCTAC
GAACCGTCTCAAAGGTGGGTCTACGTTCCG
GAACGTCTCAGGAATCCATATTGCGGAGATTCCGGC
GAACGGTCTCAGTTTATCATGTTCACGAGCTC
GAACCGTCTCAGAGGTAGTTGGCCGTGTACTTG
GAACGTCTCAGCCATGCGTCAACGCCGATG
GAACGTCTCATTGTAGTAGAGCGGGAAGTCG
GACGGTCTCAATCGGTGTCGTGGTTTGCAACG
GAACCGTCTCACTTCCACCGGCGAGGTGGTCGTG
GAACCGTCTCACCTTCCGGCCTTGCTCGAGCC
TCGAGACTGACTCTCAGCCCACCCCGCAGTAGCTC

GAACACTAGTAGGAGGTAACTTATGGCCAAGTACTCCGAGCTGGAAG

AGG
GAACGGTCTCATTCCTCCCGCGAGCAAGGG
GAACCGTCTCAAAACACCGCCCACGCCTATG
GAACGTCTCACCTCGACTTCCACCCGAACGAGC
GAACGTCTCAGGCGCTTCGACTACGTCAAGG
GAACGGTCTCAACAAGATGGACGAGGCCTTCG
GAACCGTCTCACGATATAATCTGGAACAAG
GAACCGTCTCAGAAGCACTGACATCGTTTACTACG
GAACCGTCTCAAAGGTGGGTTTACGTTCCG
GAACGTCTCAGGAATCCATATCGCCGAAAT
GAACGGTCTCAGTTTATCATGTTTATGAGC
GAACCGTCTCAGAGGTAGTTGGCCGTGTATTTAC
GAACGTCTCACGCCAGGCATCGATGCCGAT
GAACGTCTCATTGTAGTAGAGGGCGAAGTCAAAG
GAACGGTCTCAATCGGTATCGTGGTTGGCTACAAAC
GAACCGTCTCACTTCCTCCGGCGAGGTTGTCATG
GAACCGTCTCACCTTCCGGCTTTGCTTGAGGC
TCGAGACTGACTCTCACCCAACACCGCAGTAGCTCC
CACACAGCAGCAACCAACCTCGAGACTGACTCTCASCC
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ID SEC N
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29

30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47

48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65

Spel

Bsal

BsmBlI
BsmaAl
BsmaAl
Bsal

BsmBl
BsmBl
BsmBl
BsmaAl
Bsal

BsmBl
BsmaAl
BsmBl
Bsal

BsmBl
BsmBl

Spel

Bsal

BsmBI
BsmaAl
BsmAl
Bsal

BsmBl
BSMBI
BsmBlI
BsmaAl
Bsal

BsmBl
BsmaAl
BsmaAl
Bsal

BsmBl
BsmBl

Spel

Bsal

BsmBI
BsmAl
BsmAl
Bsal

BsmBl
BsmBl
BsmBl
BsmAl
Bsal

BsmBI
BsmAl
BsmAl
Bsal

BsmBl
BsmBlI

Bbvl
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[0295] Las condiciones que se usaron para la PCR fueron las siguientes: 3 min. a 94°C (30 seg. a 94°C; 30 seg. a 55°C;
30 seg. a 68°C) x 30 ciclos, seguidos por 10 min. a 68°C. Los productos de PCR correspondientes a regiones
homdlogas de los tres progenitores fueron reunidos (1:1:1), cortados con la apropiada enzima de restriccion (véase la
Tabla 3) y purificados en gel. Cantidades iguales de los combinados de fragmentos fueron combinadas y ligadas (a
16°C; durante la noche). Los resultantes productos de ligacion de 450 bp fueron purificados en gel y ligados para asi
obtener genes de amilasa de longitud completa. Los productos de longitud completa resultantes fueron purificados en
gel y amplificados por PCR usando una mezcla de cebadores F1 ID SEC N°: 6, ID SEC N°: 66, ID SEC N°: 67 y cebador
ID SEC N°: 65. Las condiciones que se usaron para la PCR fueron las siguientes: 3 min. a 94°C (30 seg. a 94°C; 30 seg.
a 50°C; 60 seg. a 68°C) x 30 ciclos, seguidos por 10 min. a 68°C. Los productos de PCR resultantes (~ 1,4 kbp) fueron
purificados, cortados con Spel y Bbvl, purificados en gel, ligados en pMYC (vector de Mycogen, cortado con Spel/Xhol) y
transformados en Top10 de E. coli. DNA plasmido de un combinado de ~ 21000 colonias fue aislado y transformado en
Pseudomonas.

Cribaje de la a-Amilasa Reensamblada

[0296] Las Pseudomonas fluorescens transformadas (MB214) que contenian pMYC derivado de los clones progenitores
ID SEC N°: 6, ID SEC N°: 66 e ID SEC N°: 68 fueron clasificadas en placas de 96 o 384 pocillos por FACS vy tratadas
con urea 6M. El cribaje primario usando RBB-almidon y/o FITC-almidon como sustratos fue realizado como se describe
mas ampliamente mas adelante. Los clones activos elevados fueron cribados usando RBB-almidén como sustrato
usando cultivos inducidos y mediante ensayo de licuefacciéon. Se realizé acopio y secuenciacion de los nuevos clones
activos elevados sobre la base de los datos de licuefaccion.

[0297] La biblioteca de amilasa reensamblada transformada (MB214 (Pf)) fue recolectada y clasificada en placas de 96
pocillos (o placas de 384 pocillos) a razon de 1 célula/pocillo en 50 yl de LB+Tet. Las placas de cultivo fueron incubadas
por espacio de 24 horas a 30°C. Se hicieron placas replicadas correspondientes a cada pocillo para almacenamiento.
Fueron afadidos cuarenta y cinco (45) pl de urea 12M a cada pocillo y las placas de cultivo fueron sacudidas por
espacio de 10 minutos. Las placas de cultivo fueron mantenidas a temperatura ambiente por espacio de al menos 1
hora y el lisado se almacen6 a 4°C.

Ensayo Usando RBB-Almidén

[0298] Fueron afiadidos a cada pocillo de una nueva placa de 96 pocillos (de fondo en V) 75 pl de sustrato de RBB-
almidon (almidén de maiz insoluble en RBB al 1% en tampdn de NaAc 50mM, pH = 4,5). Cinco microlitros de lisado
enzimatico fueron transferidos a cada pocillo con sustrato usando Biomek o Zymark. Las placas de cultivo fueron
selladas con cinta selladora de aluminio y sacudidas brevemente en el sacudidor. Las placas de cultivo fueron
incubadas a 90°C por espacio de 30 minutos, efectuandose a continuacion enfriamiento a temperatura ambiente por
espacio de un periodo de tiempo de aproximadamente 5 a 10 minutos. Fueron afadidos a cada pocillo cien microlitros
de etanol al 100%, y las placas de cultivo fueron selladas y sacudidas brevemente en el sacudidor. Las placas de cultivo
fueron luego centrifugadas a 4000 rpm por espacio de 20 minutos usando una centrifuga de sobremesa. 100 pl del
supernatante fueron transferidos a una nueva placa de 96 pocillos (de fondo plano) mediante Biomek y dieron una
lectura ODsg5. Controles: ID SEC N°: 6, ID SEC N°: 66, ID SEC N°: 68.

Ensayo Usando FITC-Almidén

[0299] Se afiadieron 50 ul de sustrato (FITC-almidén al 0,01% en tampdn de NaAc 100mM, pH = 4,5) a cada pocillo de
una nueva placa de cultivo de 384 pocillos. Se transfirieron 5 pl de lisado enzimatico a cada pocillo con sustrato y se
incubd la placa de cultivo a temperatura ambiente durante la noche. Se leyé para cada pocillo el cambio de polarizacion
del sustrato, con excitacién a 485 nm y emision a 535 nm. Controles: ID SEC N° 6, ID SEC N°: 66, ID SEC N°: 68.
Preferiblemente se usaron para todos los ensayos placas de 96 pocillos.

Confirmacion de los Nuevos Clones Activos

[0300] Cada clon positivo del cribaje fue cultivado e inducido usando un protocolo estandar. Cada clon fue examinado
para determinar el crecimiento (es decir, la densidad de células a lo largo del tiempo), la actividad al nivel de cada célula
(ensayo del RBB-almidon y ensayo de licuefaccion), la expresion (gel de proteina) y la solubilidad de la proteina
(mediante analisis microscépico). Los nuevos clones elevados confirmados fueron transferidos para fermentacion. Uno
de los clones que tienen actividad de amilasa mayor que la del progenitor incluye la enzima que se expone en la ID SEC
N°: 2 (codificada por la ID SEC N°: 1).

Ejemplo 6

Licuefaccion por Amilasas

[0301] Este ejemplo caracteriza los patrones de oligosacaridos de licuefaccion resultantes de las enzimas de la
invencion, ID SEC N° 6 e ID SEC N° 2, frente a las amilasas comerciales de Bacillus licheniformis y Bacillus
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stearothermophilus. Estos resultados quedaron de manifiesto en el progreso de la sacarificacion y en los niveles finales
de dextrosa de jarabes generados mediante amilasas comerciales y de la invencion.

[0302] Tres enzimas comerciales, la Spezyme AA de Genencor y otfras dos, requirieron todas ellas mas del doble de la
dosificacion recomendada para alcanzar el equivalente de dextrosa (DE) perseguido. El equivalente de dextrosa (DE) es
el estandar industrial para medir la concentracién de azucares reductores totales, calculados como D-glucosa sobre la
base del peso en seco. El almidén granular no hidrolizado tiene un DE de virtualmente cero, mientras que el DE de la D-
glucosa es de 100 por definicion.

[0303] Esto confirma el efecto de “doble dosificacion” para todas las amilasas de Bacillus y da més credibilidad a la
propuesta de que la dosificacion observada para la ID SEC N°: 2 en las pruebas es también el doble del valor que se
requeriria en condiciones mas normales. La dosificacion “normal” proyectada de 60-70 unidades/kilo de almidén a pH
4,5 para alcanzar un DE de 19 es consistente con los datos de licuefaccion de laboratorio.

[0304] EI patrén de oligosacaridos generado por las amilasas de la invencién es distinto de los perfiles para las amilasas
de Bacillus. La distribucion del peso molecular para las amilasas de Bacillus (cromatografia de permeacion en gel con
deteccion por difusidon de luz y viscosidad) es bimodal con una considerable fraccion dentro de la gama de pesos
moleculares muy altos (> 300.000) incluso para un DE de 18. La ID SEC N° 2 con un DE de 18 presenta una
distribucién uniforme con nada de mas de 20.000. Esto es consistente con la mas baja viscosidad para los jarabes de la
invencion. Los perfiles de los DP (grados de polimerizacion) segun medicion efectuada por HPLC también reflejan esta
diferencia en el patron de actuacion.

[0305] En este estudio, asi como en los estudios anteriores, el nivel de glucosa final tras sacarificacion de los jarabes
licuados con amilasas de la invencion frente a los jarabes correspondientes a Bacillus es el mismo para ambos casos.
Sin embargo, hemos adquirido ahora suficientes datos de sacarificacion de estudios internos asi como de estudios de
GPC para confirmar que los residuos no de dextrosa para las amilasas de la invencién son distintos de los jarabes de
amilasa de Bacillus. A pesar de que los niveles de dextrosa y maltosa son esencialmente iguales para ambas, las
amilasas de la invencién tienen una mas alta fraccion de DP3 pero una menor cantidad de las “mas altas” en
comparacioén con la enzima de Bacillus. De manera consistente con la ausencia de fragmentos de alto peso molecular
tras la licuefaccion, los jarabes de la invencion post-sacarificacion tienen un mas bajo contenido de la fraccién > DP7.

Glucosa DP2 DP3 >DP7
ID SEC N°: 2 95,25 2,39 1,13 0,91
Comercial 94,16 2,10 0,39 2,91
ID SEC N°: 6 94,77 2,27 1,48 0,82

[0306] EI concentrado de amilasa de la ID SEC N°: 2 fue preparado a partir de caldos de fermentacién mediante
tratamiento térmico, lavado celular y extraccion alcalina usando microfiltracion y ultrafiltracion (rendimiento total del
48%). El concentrado de UF fue neutralizado con &cido acético y hecho con un 30% de glicerol a pH 4,5. El nivel de
actividad de la formulacion en forma de lechada era representativo de un producto comercial (120 U1/g = 0,5 kg/tonelada
de almidon).

Ensayo de la Actividad de Amilasa Estandar

[0307] Una cubeta de 1 ml que contenia 950 pl de MOPS 50mM pH 7,0 que contenia PNP-a-D-hexa-(1—4)-
glucopiranésido 5mM se puso en el controlador de temperatura Peltier del espectrofotometro Beckman DU-7400
precalentado hasta 80°C. El espectrofotometro fue puesto a cero a 405 nm, y se afadieron a la cubeta 50 pl de la
solucion enzimatica, se efectué mezcla a fondo y se supervisé el incremento de la OD4sonm a lo largo de un intervalo de
tiempo de 1 minuto. La tasa AODu4osnm/min S€ convierte a unidades estandar de pmoles/minuto a partir de la respuesta a
una OD4gsnm de 50 pl de 1 pmol/ml de PNP en 950 ml de MOPS 50mM a un pH de 7,0 y a -80°C. Una unidad Diversa
estandar de alfa-amilasa termoestable (DTAA) es igual a la cantidad de enzima que catalizara la liberacion de 1
pmol/ml/minuto de pNP bajo las condiciones definidas del ensayo.

Ensayo de la Actividad de Glucoamilasa Estandar

[0308] Una cubeta de 1 ml que contenia 950 yl de MOPS 50mM pH 7,0 que contenia pNP-a-D-glucopiranésido 5mM
fue puesta en el controlador de temperatura Peltier del espectrofotdometro Beckman DU-7400 precalentado hasta 60°C.
El espectrofotometro fue puesto a cero a 405 nm y se afiadieron a la cubeta 50 pl de la solucién enzimatica, se efectud
mezcla a fondo y se superviso el incremento de la ODa4gsnm a lo largo de un intervalo de tiempo de un minuto. La tasa
AOD4gsnm/min. se convierte en unidades estandar de pmoles/minuto a partir de la respuesta a una OD4osnm de 50 ul de 1
pmol/ml de pNP en 950 ml de MOPS 50mM a pH 7,0 y -60°C. Una unidad Diversa estandar de glucoamilasa (DGA) es
igual a la cantidad de enzima que catalizara la liberacién de 1 pmol/ml/minuto de pNP bajo las condiciones definidas del
ensayo.
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Determinacién del Equivalente de Dextrosa

[0309] Para medir el DE se usé el método de la neocuproina. Las muestras seleccionadas fueron medidas tanto
mediante el procedimiento de la invencion como por un analista de GPC (GPC = cromatografia de permeacion en gel)
usando el procedimiento de GPC de Fehling.

Ensayo de la Neocuproina

[0310] Una muestra de 100 pl fue afiadida a 2,0 ml de soluciéon A de neocuproina (40 g/l de carbonato sdédico, 16 g/l de
licina, 0,45 g/l de sulfato de cobre). A esto le fueron afadidos 2,0 ml de soluciéon B de neocuproina (1,2 g/l de
neocuproina clorhidrato Sigma N-1626). Los tubos fueron sometidos a mezcla y calentamiento en un bafio de agua
hirviendo por espacio de 12 minutos y fueron enfriados y sus contenidos fueron diluidos hasta un volumen de 10 ml con
agua desionizada, y la OD fue leida a 450 nm en el espectrofotémetro. El equivalente de glucosa de la muestra fue
extrapolado a partir de la respuesta de un patron de 0,2 mg/ml de glucosa sometido simultdneamente a ensayo.

[0311] Se diluye la muestra de almidén aproximadamente de 1 a 16 veces con agua desionizada, registrandose la
diluciéon exacta. Diez mililitros de la muestra diluida fueron afiadidos a 20 ml de agua desionizada. Se afiadieron al
almidon diluido diez mililitros de solucidon A y B de Fehling. La muestra fue hervida por espacio de 3 minutos y enfriada
sobre hielo. Fueron afiadidos diez mililitros de Kl al 30% y 10 ml de H,SO4 6N. La solucion fue titrada contra tiosulfato
sédico 0,1N. El volumen de titrante se registra y se usa para calcular el DE.

Determinacién del Almidén Residual

[0312] Muestras post-sacarificacion fueron sometidas a ensayo para determinar el almidon residual usando el
procedimiento del yodo de Staley.

[0313] Se pesaron en un gran platillo de pesaje veinte gramos de muestra. Se afiaden al platillo de pesaje 45 pl de
solucion de yodo, y se mezcla a fondo la solucion de almidon. El color azul oscuro indica la presencia de almidén; un
verde azulado claro indica una ligera presencia de almidon; el color verde claro indica la presencia de trazas de almidon;
y el color rojo amarillento indica la ausencia de almidén. La solucion de yodo se prepara disolviendo 21,25 gramos de
yodo y 40,0 gramos de yoduro potasico en un litro de agua.

Perfil de Oligosacaridos

[0314] Los perfiles de carbohidratos de licuefaccion y sacarificacion fueron medidos por HPLC (columna Bio-Rad
Aminex HPX-87C en forma de calcio - 80°C) usando deteccién del indice refractivo.

Cromatografia de Permeacion en Gel

[0315] La distribuciéon del peso molecular fue determinada por cromatografia en una columna PL Aquagel-OH con
deteccién de masa por indice refractivo (Modelo 2410 de Waters). Se us6 un detector Viscotek Modelo T60 para
mediciones continuas de la viscosidad y la difusién de luz.

Electroforesis Capilar

[0316] Sistema Beckman Coulter P/ACE MDQ para Glicoproteinas - separacion de oligosacaridos derivatizados con
APTS (APTS = aminopropiltrietoxisilano) en un capilar de silice fundida - deteccién por fluorescencia inducida por laser.

Licuefaccion Primaria

[0317] Almiddn en linea procedente directamente del proceso de GPC es bombeado al interior de un tanque de
alimentacion de 60 litros donde pueden ajustarse antes de la licuefaccion el pH, los DS (sdlidos secos) y el nivel de
calcio. Se afiade la amilasa a la lechada. La lechada con un 32% de DS es bombeada a razén de 0,7 litros/minuto por
una bomba de desplazamiento positivo al chorro - una camara de mezcla a presion donde la lechada de almidén es
calentada instantaneamente hasta una temperatura de mas de 100°C mediante inyeccién de vapor. El almidén
gelatinizado parcialmente licuado es bombeado a través de una red de tuberia (aun bajo presion) para asi tener el
deseado tiempo de permanencia (5 minutos) a temperatura. Se descarga la presion al interior de un tanque de
vaporizacion rapida, y pueden tomarse muestras. Las muestras se tomaron por duplicado.

Licuefaccion Secundaria

[0318] El almiddn licuado fue recogido en botellas de vidrio de un litro y mantenido en un bafio de agua a 95°C por
espacio de 90 minutos.
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Sacarificacion

[0319] El almiddn licuado fue enfriado hasta 60°C, el pH fue ajustado a 4,5, y las muestras fueron tratadas con
glucoamilasa. El progreso de la sacarificacion fue supervisado a lo largo del tiempo mediante HPLC.

Preparacion de Jarabes Licuados para Analisis

[0320] Estas pruebas se hicieron para obtener jarabes licuados a niveles de DE de ~ 12 y 18 para tres amilasas: ID
SEC N°: 6, ID SEC N°: 2 y amilasa de B. licheniformis comercial. Los jarabes fueron sacarificados con tres niveles de
glucoamilasa. Los jarabes licuados fueron también analizados por HPLC y cromatografia de permeacion en gel.

Sacarificacion

[0321] Los jarabes licuados producidos con cada amilasa fueron ajustados a un pH de aproximadamente 2,5 con HCI
6N inmediatamente después de la licuefaccion secundaria de 90 minutos para inactivar a toda amilasa residual. Los
jarabes fueron luego ajustados a un pH de 4,5, fueron puestos en un bafio de agua a 60°C y fueron sacarificados con
tres niveles de glucoamilasa. El grado de sacarificacion fue supervisado por HPLC en puntos en el tiempo que van
desde las 18 hasta las 88 horas.

[0322] Los jarabes licuados fueron sacarificados con la dosificacion estandar - un 0,04% de una glucoamilasa de doble
fortaleza - y con dos dosificaciones mas bajas (de un 50% y un 25%) para supervisar cualesquiera diferencias en el
progreso de la sacarificacion. Como indican los graficos anteriores y las tablas que aparecen a continuacion, los niveles
de glucosa son mas altos en los puntos mas tempranos en el tiempo con los jarabes de la ID SEC N°: 2. Algo de la
diferencia se debe a un punto de partida mas alto, pero un factor que también contribuye es la diferencia entre los
perfiles del peso molecular (al ser mas pequefios y mas uniformes, los oligosacaridos de los jarabes licuados con la ID
SEC N°: 2 deberian ser y aparentemente son mejores sustratos para glucoamilasa).

Progreso de la Sacarificacién - Evolucion del % de Dextrosa Referido al Tiempo - Glucoamilasa al 0,04%

[0323]
Amilasa 18 h 24h | 40h |44h 88 h
Comercial 70,2 784 | 86,1 | 86,7 94,2
ID SEC N°: 2 79 88,6 | 925 | 928 95,3
ID SEC N°: 6 74,1 859 | 91,9 | 916 94,8

Progreso de la Sacarificacion - Evolucion del % de Dextrosa Referido al Tiempo - Glucoamilasa al 0,02%

[0324]
Amilasa 18 h 24 h 40 h 44 h 88 h
Amilasa de B. licheniformis 54,5 66,7 76,1 77,2 90,9
ID SEC N°: 2 60,1 72 84,8 85,3 93,6
ID SEC N°: 6 57,1 70 84 86,5 92,5

Perfil de Azlcares Post-sacarificacion

[0325] En estos estudios y en todos los anteriores estudios de sacarificacion, el nivel de glucosa final que se alcanza
tras la sacarificacion de jarabes licuados con amilasa de la invencion y con amilasa de B. licheniformis es esencialmente
idéntico. Es también similar el nivel de DP2 (maltosa). Estos grandes fragmentos son malos sustratos para glucoamilasa
y tienden a convertirse lentamente, en caso de hacerlo en absoluto, en fragmentos mas pequefios y finalmente en
glucosa.

Glucosa DP2 DP3 >DP7
ID SEC N°: 2 95,25 2,39 1,13 0,91
Comercial 94,16 2,10 0,39 2,91
ID SEC N°: 6 94,77 2,27 1,48 0,82

Distribucion del Peso Molecular

[0326] La distribucion del peso molecular de los jarabes licuados hasta unos DE’s de 12 y 18 mediante amilasas de la
invencion (ID SEC N° 6 e ID SEC N° 2) y amilasa de Bacillus licheniformis comercial y amilasa de Bacillus
stearothermophilus comercial fueron medidos mediante cromatografia de permeacién en gel usando deteccién por
indice refractivo, difusidon de luz y viscosidad. Ambas amilasas de licheniformis y de stearothermophilus generan una
distribucion bimodal - estando el pico primario centrado en 2000 y estando un pico secundario en 32.000 con un punto
de inflexion que se extiende hasta mas alla del nivel de 160.000. El peso molecular mas bajo representa
aproximadamente un 60% de la masa total de la muestra. Las amilasas de la invencion presentan un unico pico en 2000
con muy poca cosa por encima de 30.000.
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HPLC

[0327] Los jarabes con un DE de 12 y 18 producidos mediante las amilasas comerciales y de la invencion fueron
analizados por HPLC. Ambas técnicas (cromatogramas/electroferogramas que se muestran en los Apéndices) producen
huellas caracteristicas de cada clase de amilasa; siendo los patrones de oligosacaridos distintos para las amilasas de
licheniformis en comparacién con las amilasas de stearothermophillus en comparacién con las amilasas de la invencion.
Los jarabes licuados con amilasas de la invencién presentan evidencia de mayor ramificaciéon en los oligosacaridos. Los
analisis por HPLC tan solo resuelven los oligosacaridos dentro de la gama de valores del grado de polimerizacién < DP
25; no siendo visibles en estas técnicas los fragmentos mayores. Se sabe de las amilasas de Bacillus que licuan el
almidon de forma tal que la fraccion de amilopectina es hidrolizada menos extensivamente que la fraccion de amilosa.
Estos fragmentos de amilopectina > DP 30 estan contenidos en la fraccion de alto peso molecular centrada en 32.000, y
en consecuencia se ve poca evidencia de ramificacion en los analisis por HPLC de los jarabes licuados con amilasas de
Bacillus. Los oligosacaridos < DP 15 derivados de las amilasas de la invencién contienen fragmentos tanto de amilosa
como de amilopectina.

[0328] A pesar de que la invenciéon ha sido descrita con referencia a la realizacion actualmente preferida, debe

entenderse que pueden hacerse varias modificaciones sin por ello salir fuera del espiritu de la invencién. En
consecuencia, la invencion queda limitada tan sélo por las reivindicaciones siguientes.
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REIVINDICACIONES

1. Acido nucleico aislado, sintético o recombinante que comprende una secuencia seleccionada de entre los miembros
del grupo que consta de:

(a)laID SEC N°: 1,

(b) que codifica un polipéptido que tiene una secuencia como la expuesta en la ID SEC N° 2, o un fragmento
enzimaticamente activo que tiene actividad de amilasa de la ID SEC N°: 2 de una longitud de al menos 75, 100 o 150
residuos de aminoacidos;

(c) que codifica un polipéptido que tiene actividad de amilasa de la ID SEC N°: 2 y (l) tiene al menos una identidad
secuencial de un 90% en toda la longitud de la ID SEC N°: 1, o (ll) tiene una longitud de al menos 200 nucleétidos de
la ID SEC N°: 1y tiene una identidad secuencial de al menos un 95% con la ID SEC N°: 1, o (lll) tiene una longitud
de al menos 150 nucleétidos de la ID SEC N°: 1 y tiene una identidad secuencial de al menos un 97% con la ID SEC
N°: 1, o (IV) tiene una longitud de al menos 75 nucledtidos de la ID SEC N°: 1 y tiene una identidad secuencial de al
menos un 99% con la ID SEC N°: 1;

(d) que codifica un polipéptido que tiene actividad de amilasa de la ID SEC N°: 2 y (l) tiene una identidad secuencial
de al menos un 95% con la ID SEC N° 2, o (ll) tiene un fragmento enzimaticamente activo de (l) y al menos una
longitud de 150 residuos de aminoacidos y tiene una identidad secuencial de al menos un 95% con la ID SEC N°: 2,
o un fragmento enzimaticamente activo de (I) una longitud de al menos 75 residuos de aminoacidos y tiene una
identidad secuencial de al menos un 98% con la ID SEC N°: 2; o bien

(e) secuencias plenamente complementarias de (a), (b), (c) o (d),

en donde la identidad secuencial se determina usando un algoritmo de comparacion de secuencias que consta del
algoritmo FASTA, version 3.0t78, con los parametros por defecto.

2. Polipéptido aislado, sintético o recombinante seleccionado de entre los miembros del grupo que consta de:

(a) una secuencia de aminoacidos como la expuesta en la ID SEC N°: 2 o un fragmento enzimaticamente activo de
la ID SEC N°: 2 que tenga actividad de amilasa de la ID SEC N° 2 de una longitud de al menos 75, 100 o 150
residuos de aminoacidos;

(b) una secuencia de aminoacidos codificada por un acido nucleico de la reivindicacion 1 (a) a 1 (d) que tenga
actividad de amilasa de la ID SEC N°: 2;

(c) una secuencia de aminoacidos (I) que tenga al menos una identidad secuencial de un 95% a todo lo largo de la
ID SEC N°: 2; o (II) que tenga un fragmento enzimaticamente activo de (I) una longitud de al menos 150 residuos de
aminoacidos y tenga una identidad secuencial de al menos un 95% con la ID SEC N° 2, o un fragmento
enzimaticamente activo de (I) una longitud de al menos 75 residuos de aminoacidos y que tenga una identidad
secuencial de al menos un 98% con la ID SEC N°: 2, en donde el polipéptido de (I) o (ll) tiene una actividad de
amilasa de la ID SEC N°: 2;

en donde la identidad secuencial se determina usando un algoritmo de comparacion de secuencias que consta del
algoritmo FASTA, version 3.0t7, con los parametros por defecto

3. Acido nucleico segun la reivindicacién 1 que codifica un polipéptido que tiene una secuencia de aminoéacidos de (a),
(b), (c), (d) o (e) de la reivindicacion 1, que comprende una secuencia sefial o un péptido o polipéptido heterologo.

4. Polipéptido segun la reivindicacion 2 que comprende una secuencia de aminoacidos de (a), (b) o (c) de la
reivindicacion 2 que comprende una secuencia sefal o un péptido o polipéptido heterdlogo.

5. Anticuerpo aislado o recombinante que se une especificamente a un polipéptido seleccionado de entre los miembros
del grupo que consta de:

(a) un polipéptido como el que se expone en la reivindicacion 2; y
(b) un polipéptido codificado por un acido nucleico como el que se expone en la reivindicacion 1.

6. El anticuerpo de la reivindicacion 5, en donde los anticuerpos son policlonales o monoclonales.

7. Método que es para producir un polipéptido y comprende los pasos de introducir en una célula huésped un acido
nucleico que codifica un polipéptido, y cultivar la célula huésped bajo condiciones que permitan la expresion del
polipéptido, en donde el polipéptido es seleccionado de entre los miembros del grupo que consta de: (a) un polipéptido
como el que se expone en la reivindicacion 2; y (b) un polipéptido codificado por un acido nucleico como el que se
expone en la reivindicacion 1.

8. Método que es para generar un polinucledtido variante y comprende los pasos de:

obtener un acido nucleico que comprenda a un polinucleétido como el que se expone en la reivindicacion 1 o
que codifique un polipéptido como el que se expone en la reivindicacion 2; y
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modificar uno o varios nucleétidos de dicho polinucleétido para convertirlo en otro nucleétido, delecionar uno
o varios nucleétidos de dicho polinucleétido, o afiadir uno o varios nucleétidos a dicho polinucledtido.

9. El método de la reivindicacion 8, en donde las modificaciones son introducidas por un método que se selecciona de
entre los miembros del grupo que consta de PCR sujeta a error, reordenamiento, mutagénesis dirigida por
oligonucleétidos, PCR de ensamblaje, mutagénesis por PCR sexual, mutagénesis in vivo, mutagénesis en casete,
mutagénesis de ensamblaje recursivo, mutagénesis de ensamblaje exponencial, mutagénesis especifica de sitio,
reensamblaje de genes, mutagénesis a saturacion en sitio génico y cualquier combinacién de estos métodos.

10. Método que es para hidrolizar un enlace de almidén o un enlace glicosidico en una sustancia que contiene un enlace
glicosidico y comprende el paso de poner a una sustancia que contenga el enlace de almidon o enlace glicosidico en
contacto con un polipéptido seleccionado de entre los miembros del grupo que consta de

(a) un polipéptido capaz de hidrolizar un enlace de almidén y codificado por un polinucleétido que tiene una
secuencia como la que se expone en la reivindicacion 1; y

(b) un polipéptido capaz de hidrolizar un enlace de almidén y que tiene una secuencia como la que se expone
en la reivindicacioén 2

bajo condiciones que facilitan la hidrélisis del enlace de almidén.

11. El método de la reivindicacion 10, en donde el método comprende el paso de catalizar la hidrdlisis de un enlace alfa-
1,4-glucosidico, que comprende el paso de poner a una muestra que contiene una composicién que comprende un
enlace alfa-1,4-glucosidico en contacto con un polipéptido que tiene una secuencia seleccionada de entre los miembros
del grupo que consta de:

(a) un polipéptido que es capaz de hidrolizar un enlace alfa-1,4-glucosidico y es codificado por un
polinucledtido que tiene una secuencia como la que se expone en la reivindicacion 1; y

(b) un polipéptido que es capaz de hidrolizar un enlace alfa-1,4-glucosidico y que tiene una secuencia como
se expone en la reivindicacion 2

bajo condiciones que faciliten la hidrélisis del enlace alfa-1,4-glucosidico.

12. Ensayo para identificar a un polipéptido enzimaticamente activo, comprendiendo dicho ensayo los pasos de:

poner a un polipéptido que tenga una secuencia como la que se expone en la reivindicacidon 2 en contacto
con una molécula de sustrato bajo condiciones que le permitan al polipéptido funcionar; y

detectar ya sea una disminucion de la cantidad del sustrato o bien un incremento de una cantidad de un
producto de reaccién que resulta de una reaccién entre dicho polipéptido y dicho sustrato; en donde una disminucion de
la cantidad del sustrato o un incremento de la cantidad del producto de reaccién es indicativa(o) de un polipéptido
funcional.

13. Sonda de &cido nucleico que comprende una secuencia de &acido nucleico como la que se expone en la
reivindicacion 1 o codifica un polipéptido como el que se expone en la reivindicacion 2.

14. La sonda de la reivindicacion 13, en donde es oligonucleétido es DNA o RNA o un acido nucleico peptidico (PNA).
15. Sonda de la reivindicacion 13 o 14, en donde la sonda comprende ademas una etiqueta isotdpica detectable, o bien
comprende ademas una etiqueta no isotdpica detectable seleccionada de entre los miembros del grupo que consta de
una molécula fluorescente, una molécula quimioluminiscente, una enzima, un cofactor, un sustrato enzimatico y un
hapteno.
16. Preparacion proteica que comprende un polipéptido seleccionado de entre los miembros del grupo que consta de:
(a) un polipéptido codificado por un polinucleétido que tiene una secuencia como la que se expone en la
reivindicacion 1; y
(b) un polipéptido que tiene una secuencia como la que se expone en la reivindicacién 2.

17. La preparacion proteica de la reivindicacién 16, en donde la preparacion proteica comprende un sélido o un liquido.

18. Vector de clonacion que comprende un polinucledtido que tiene una secuencia seleccionada de entre los miembros
del grupo que consta de:

(a) una secuencia de acido nucleico como la que se expone en la reivindicacion 1; y
(b) una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido como el que se expone en la reivindicacion 2.

19. Célula huésped que comprende un vector de clonacién como el que se reivindica en la reivindicacién 18.
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20. Vector de expresion que es capaz de replicarse en una célula huésped y comprende un polinucleétido que tiene una
secuencia seleccionada de entre los miembros del grupo que consta de

(a) una secuencia de acido nucleico como la que se expone en la reivindicacion 1; y
(b) una secuencia de acido nucleico que codifica un polipéptido como el que se expone en la reivindicacion 2.

21. Vector como el que se reivindica en las reivindicaciones 18 a 20, en donde el vector es seleccionado de entre los
miembros del grupo que consta de vectores virales, vectores plasmidicos, vectores de fago, vectores de fagémido,
césmidos, fosmidos, bacteriéfagos, cromosomas artificiales, vectores de adenovirus, vectores retrovirales y vectores
virales adeno-asociados.

22. Célula huésped que comprende un vector de expresion como el que se reivindica en la reivindicacion 21.

23. Célula huésped como la que se reivindica en la reivindicacién 19 o 22, en donde la célula huésped es una célula
procariotica, una célula eucariotica, una célula fungal, una célula de levadura, una célula de insecto, una célula de
mamifero o una célula vegetal.

24. El método de la reivindicacion 10, en donde el método comprende el paso de licuar una composicion con contenido
de almidén, que comprende el paso de poner al almidén en contacto con un polipéptido

(a) codificado por una secuencia de acido nucleico como la que se expone en la reivindicacién 1 o por un
acido nucleico que codifica un polipéptido como el que se expone en la reivindicacion 2; o
(b) como el que se expone en la reivindicacion 2.

25. Jarabe licuado que es producido por el método de la reivindicacion 24 y tiene una relacion Mn/Mw de menos de
aproximadamente 2,0 al nivel de un DE de 18 y de menos de aproximadamente 4,0 al nivel de un DE de 12.

26. El método de la reivindicacion 10, en donde el método comprende el paso de lavar un objeto, que comprende el
paso de poner a dicho objeto en contacto con un polipéptido de la reivindicacién 2 bajo condiciones suficientes para
dicho lavado.

27. El método de la reivindicacion 10, en donde el método comprende el paso de desencolar un textil, que comprende el
paso de poner a dicho textil en contacto con un polipéptido de la reivindicacion 2 bajo condiciones suficientes para dicho
desencolado.

28. El método de la reivindicacion 10, en donde el método comprende un tratamiento de fibras lignocelulésicas, en
donde las fibras son tratadas con un polipéptido de la reivindicacion 2.

29. El método segun la reivindicacion 28 para el desentintado enzimatico de pasta papelera reciclada, en donde el
polipéptido de la reivindicacién 2 es aplicado en una cantidad que es eficiente para un efectivo desentintado de la
superficie de las fibras.

30. Aditivo detergente que comprende un polipéptido de la reivindicacion 2.

31. El método de la reivindicacion 10, en donde el método comprende el paso de producir un jarabe con alto contenido
de maltosa o un jarabe con alto contenido de glucosa o un jarabe mixto, comprendiendo los pasos de:

licuar almidén usando una cantidad eficaz de un polipéptido de la reivindicacién 2 para asi obtener un
hidrolizado de almidén soluble; y sacarificar el hidrolizado de almidén soluble, obteniéndose con ello un jarabe.

32. El método de las reivindicaciones 10 o 24, en donde el almidon es de un material seleccionado de entre los
miembros del grupo que consta de arroz, arroz germinado, maiz, cebada, trigo, legumbres, batata, sorgo, centeno,
bulgur o una combinacién de los mismos.

33. El método de la reivindicacion 10, en donde el método comprende el paso de incrementar el flujo de fluidos de
producciéon de una formacion subterranea eliminando un fluido perjudicial viscoso con contenido de almidén formado
durante las operaciones de produccion y que se encuentra dentro de la formacion subterranea que rodea a una
perforacién de pozo completada, comprendiendo dicho paso los pasos de:

dejar que los fluidos de produccion fluyan desde la perforacion del pozo;

reducir el flujo de fluidos de produccion de la formacién a caudales inferiores a los previstos;

hacer un tratamiento enzimatico mezclando juntamente a un fluido acuoso y un polipéptido de la
reivindicacion 2;

bombear el fluido de tratamiento enzimatico a un punto deseado dentro de la perforacion del pozo;

dejar que el tratamiento enzimatico degrade al fluido perjudicial viscoso con contenido de almidén, con lo cual
el fluido puede sacarse de la formacién subterranea a la superficie del pozo; y
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en donde el tratamiento enzimatico es eficaz para atacar los enlaces alfa-glucosidicos en el fluido con
contenido de almidon.

34. El método de la reivindicacion 10, en donde el método comprende el paso de licuar una composiciéon que
comprende almidén, comprendiendo el método el paso de poner al almidén en contacto con un polipéptido que tiene
actividad de amilasa, en donde el polipéptido comprende

(a) una secuencia de aminoacidos codificada por un acido nucleico como el que se expone en la
reivindicacion 1, o un acido nucleico que codifica un polipéptido como el que se expone en la reivindicacion 2, o
(b) un polipéptido como el que se expone en la reivindicacion 2.

35. Almiddn licuado que es producido por el método de la reivindicacion 34 y comprende

(a) una secuencia de aminodacidos codificada por un acido nucleico como el que se expone en la
reivindicacién 1, o un acido nucleico que codifica un polipéptido como el que se expone en la reivindicacién 2; o
(b) un polipéptido como el que se expone en la reivindicacion 2.

36. El método de la reivindicacién 10, en donde el método comprende el paso de hacer un aditivo alimentario, un
espesante, un ingrediente para carga de bajo nivel calérico o un agente peliculigeno, comprendiendo dicho paso el paso
de poner a una composicion que comprende almidén en contacto con suficiente polipéptido que tenga actividad de alfa-
amilasa para licuar el almidon, en donde el polipéptido comprende

(a) una secuencia de aminoacidos codificada por un acido nucleico como el que se expone en la
reivindicacién 1, o un acido nucleico que codifica un polipéptido como el que se expone en la reivindicacién 2; o
(b) un polipéptido como el que se expone en la reivindicacion 2.

37. El método de la reivindicacion 10, en donde el método comprende el paso de hacer un pienso, comprendiendo dicho
paso el paso de poner a una composicion de pienso que comprende almidén en contacto con una cantidad de un
polipéptido que tenga actividad de alfa-amilasa suficiente para licuar almidén en el pienso, en donde el polipéptido
comprende

(a) una secuencia de aminoacidos codificada por un acido nucleico como el que se expone en la
reivindicacion 1, o un acido nucleico que codifica un polipéptido como el que se expone en la reivindicacion 2; o
(b) un polipéptido como el que se expone en la reivindicacion 2.

38. El método de cualquiera de las reivindicaciones 31, 34-36, en donde el almidén es un material seleccionado de entre
los miembros del grupo que consta de arroz, arroz germinado, maiz, cebada, trigo, legumbres, batata, milo, sorgo,
centeno y/o bulgur o una combinacién de los mismos.

39. El método de cualquiera de las reivindicaciones 26-27, 31, 33-38, que comprende ademas la adicién de una
segunda alfa-amilasa o de una beta-amilasa o de una combinacion de las mismas.

40. Pienso animal que comprende un polipéptido que tiene actividad de amilasa, en donde el polipéptido comprende

(a) una secuencia de aminoacidos codificada por un acido nucleico como el que se expone en la
reivindicacion 1, o un acido nucleico que codifica un polipéptido como el que se expone en la reivindicacion 2; o
(b) un polipéptido como el que se expone en la reivindicacion 2.

41. Composicion que comprende una composicion de maltodextrina uniforme hecha por un método que
comprende el paso de licuar una composicion que comprende almidén con un polipéptido que tiene actividad de alfa-
amilasa, en donde el polipéptido comprende

(a) una secuencia de aminoacidos codificada por un acido nucleico como el que se expone en la
reivindicacion 1, o un acido nucleico que codifica un polipéptido como el que se expone en la reivindicacion 2; o

(b) un polipéptido como el que se expone en la reivindicacion 2.

42. Aditivo alimentario, espesante, ingrediente para carga de bajo nivel calérico o agente peliculigeno que comprende
jarabes licuados, jarabes licuados tratados con carbén o jarabes licuados secados por pulverizacion que comprenden un
polipéptido que tiene actividad de amilasa, en donde el polipéptido comprende

(a) una secuencia de aminoacidos codificada por un acido nucleico como el que se expone en la
reivindicacion 1, o un acido nucleico que codifica un polipéptido como el que expone en la reivindicacion 2, o
(b) un polipéptido como el que se expone en la reivindicacion 2.

43. Composicidon de pienso que comprende jarabes licuados, jarabes licuados tratados con carbdn o jarabes licuados
secados por pulverizacién que comprenden un polipéptido que tiene actividad de amilasa, en donde el polipéptido
comprende
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(a) una secuencia de aminoacidos codificada por un acido nucleico como el que se expone en la
reivindicacion 1, o un acido nucleico que codifica un polipéptido como el que expone en la reivindicacion 2; o
(b) un polipéptido como el que se expone en la reivindicacion 2.

44. La composicion de pienso de la reivindicacion 43, en donde la composicién de pienso comprende un pienso que
comprende almidén, o la composicién de pienso comprende maiz, trigo, milo, sorgo, centeno y/o bulgur.

45. El método de la reivindicacion 10, en donde el método comprende el paso de hacer un pienso, que comprende el
uso de un polipéptido que tiene actividad de alfa-amilasa, en donde el polipéptido comprende

(a) una secuencia de aminoacidos codificada por un acido nucleico como el que se expone en la
reivindicacion 1, o un acido nucleico que codifica un polipéptido como el que se expone en la reivindicacion 2, o
(b) un polipéptido como el que se expone en la reivindicacion 2.

46. El método de la reivindicacion 8, en donde la variacion comprende a una variacidon en especificidad por sustrato,
union a sustrato, patron de escision de sustrato, estabilidad térmica, perfil de pH/actividad, perfil de pH/estabilidad,
incrementada estabilidad a un bajo pH de < 6, incrementada estabilidad a un bajo pH de < 5, incrementada estabilidad a
un alto pH de > 9, estabilidad frente a la oxidacién, dependencia del Ca®" o actividad especifica, o bien es menos
sensible a las condiciones depletoras de los iones de calcio.

47. El método de la reivindicacion 10, en donde el método comprende el paso de hacer un alcohol, que comprende el
paso de poner a una composicién que comprende almidén en contacto con un polipéptido que tiene actividad de alfa-
amilasa, en donde el polipéptido comprende

(a) una secuencia de aminoacidos codificada por un acido nucleico como el que se expone en la
reivindicacion 1, o un acido nucleico que codifica un polipéptido como el que se expone en la reivindicacion 2; o
(b) un polipéptido como el que se expone en la reivindicacion 2.

48. ElI método de la reivindicacién 10, en donde el método comprende a un proceso de molienda de maiz en hiumedo
qgue comprende el uso de un polipéptido que tiene actividad de alfa-amilasa, en donde el polipéptido comprende

(a) una secuencia de aminoacidos codificada por un acido nucleico como el que se expone en la
reivindicacion 1, o un acido nucleico que codifica un polipéptido como el que se expone en la reivindicacion 2; o
(b) un polipéptido como el que se expone en la reivindicacion 2.

49. El proceso de molienda de maiz en humedo de la reivindicacién 48, en donde el proceso adicionalmente comprende
el uso de un segundo polipéptido que tiene actividad de alfa-amilasa, o de una beta-amilasa, o de otra enzima.

50. Detergente que comprende un polipéptido que tiene actividad de alfa-amilasa, en donde el polipéptido comprende

(a) una secuencia de aminoacidos codificada por un acido nucleico como el que se expone en la
reivindicacion 1, o un acido nucleico que codifica un polipéptido como el que se expone en la reivindicacion 2; o
(b) un polipéptido como el que se expone en la reivindicacion 2.

51. Proceso de horneo que comprende el uso de un polipéptido que tiene actividad de alfa-amilasa, en donde el
polipéptido comprende

(a) una secuencia de aminoacidos codificada por un acido nucleico como el que se expone en la
reivindicacion 1, o un acido nucleico que codifica un polipéptido como el que se expone en la reivindicacion 2; o
(b) un polipéptido como el que se expone en la reivindicacion 2.

52. Bebida que comprende un polipéptido que tiene actividad de alfa-amilasa, en donde el polipéptido comprende
(a) una secuencia de aminoacidos codificada por un acido nucleico como el que se expone en la
reivindicacién 1, o un acido nucleico que codifica un polipéptido como el que se expone en la reivindicacién 2; o

(b) un polipéptido como el que se expone en la reivindicacion 2.

53. Masa, producto de panaderia o producto horneado que comprende un polipéptido que tiene actividad de alfa-
amilasa, en donde el polipéptido comprende

(a) una secuencia de aminoacidos codificada por un acido nucleico como el que se expone en la

reivindicacién 1, o un acido nucleico que codifica un polipéptido como el que se expone en la reivindicacion 2; o
(b) un polipéptido como el que se expone en la reivindicacion 2.
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54. Premezcla para hornear que comprende una harina que comprende un polipéptido que tiene actividad de alfa-
amilasa, en donde el polipéptido comprende

(a) una secuencia de aminoacidos codificada por un acido nucleico como el que se expone en la
reivindicacion 1, o un acido nucleico que codifica un polipéptido como el que se expone en la reivindicacion 2; o
(b) un polipéptido como el que se expone en la reivindicacion 2.

55. Aditivo para horneo que comprende un polipéptido que tiene actividad de alfa-amilasa, en donde el polipéptido
comprende

(a) una secuencia de aminoacidos codificada por un acido nucleico como el que se expone en la
reivindicacion 1, o un acido nucleico que codifica un polipéptido como el que se expone en la reivindicacion 2; o
(b) un polipéptido como el que se expone en la reivindicacion 2.

56. Textil que comprende un polipéptido que tiene actividad de alfa-amilasa, en donde el polipéptido comprende

(a) una secuencia de aminoacidos codificada por un acido nucleico como el que se expone en la
reivindicacion 1, o un acido nucleico que codifica un polipéptido como el que se expone en la reivindicacion 2; o
(b) un polipéptido como el que se expone en la reivindicacion 2.

57. Papel, pasta papelera o papel reciclado que comprende un polipéptido que tiene actividad de alfa-amilasa, en donde
el polipéptido comprende

(a) una secuencia de aminoacidos codificada por un acido nucleico como el que se expone en la
reivindicacion 1, o un acido nucleico que codifica un polipéptido como el que se expone en la reivindicacion 2; o
(b) un polipéptido como el que se expone en la reivindicacion 2.

58. El método de la reivindicacion 10, en donde el método comprende a un proceso de perforacion que comprende el
uso de un polipéptido que tiene actividad de alfa-amilasa, en donde el polipéptido comprende

(a) una secuencia de aminoacidos codificada por un acido nucleico como el que se expone en la
reivindicacién 1, o un acido nucleico que codifica un polipéptido como el que se expone en la reivindicacién 2; o
(b) un polipéptido como el que se expone en la reivindicacion 2.

59. El método de la reivindicacion 10, en donde el método comprende un proceso de molienda en seco que comprende
el uso de un polipéptido que tiene actividad de alfa-amilasa para la licuefaccién de grano entero molido, en donde el
polipéptido comprende

(a) una secuencia de aminoacidos codificada por un acido nucleico como el que se expone en la
reivindicacién 1, o un acido nucleico que codifica un polipéptido como el que se expone en la reivindicacién 2; o
(b) un polipéptido como el que se expone en la reivindicacion 2.

60. EI método de la reivindicacion 10, en donde el método comprende un proceso de fermentacion que comprende el
uso de un polipéptido que tiene actividad de alfa-amilasa, en donde el polipéptido comprende

(a) una secuencia de aminoacidos codificada por un acido nucleico como el que se expone en la
reivindicacién 1, o un acido nucleico que codifica un polipéptido como el que se expone en la reivindicacién 2; o
(b) un polipéptido como el que se expone en la reivindicacion 2.

61. El método de la reivindicacion 10, en donde el método comprende un método de procesamiento de textiles que
comprende el uso de un polipéptido que tiene actividad de alfa-amilasa, en donde el polipéptido comprende

(a) una secuencia de aminoacidos codificada por un acido nucleico como el que se expone en la
reivindicacién 1, o un acido nucleico que codifica un polipéptido como el que se expone en la reivindicacion 2; o
(b) un polipéptido como el que se expone en la reivindicacion 2.

62. El método de la reivindicacion 10, en donde el método comprende a un método de procesamiento de papel, pasta
papelera o papel reciclado que comprende el uso de un polipéptido que tiene actividad de alfa-amilasa, en donde el
polipéptido comprende

(a) una secuencia de aminoacidos codificada por un acido nucleico como el que se expone en la
reivindicacién 1, o un acido nucleico que codifica un polipéptido como el que se expone en la reivindicacion 2; o
(b) un polipéptido como el que se expone en la reivindicacion 2.

63. El método de la reivindicacion 10, en donde el método comprende a un método que es para hacer una bebida y
comprende el uso de un polipéptido que tiene actividad de alfa-amilasa, en donde el polipéptido comprende
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(a) una secuencia de aminoacidos codificada por un acido nucleico como el que se expone en la
reivindicacion 1, o un acido nucleico que codifica un polipéptido como el que se expone en la reivindicacion 2; o
(b) un polipéptido como el que se expone en la reivindicacion 2.

64. El polipéptido de la reivindicacion 2, en donde la secuencia sefal tiene una longitud de 13 a 36 residuos de
amino4cidos.

65. Método que es para hacer un aditivo alimentario, un espesante, un ingrediente para carga de bajo nivel calérico o un
agente peliculigeno y comprende el uso de un polipéptido que tiene actividad de amilasa, en donde el polipéptido
comprende

(a) una secuencia de aminoacidos codificada por un acido nucleico como el que se expone en la
reivindicacién 1, o un acido nucleico que codifica un polipéptido como el que se expone en la reivindicacién 2; o
(b) un polipéptido como el que se expone en la reivindicacion 2.

66. Método que es para hacer un etanol combustible y comprende el uso de un polipéptido que tiene actividad de
amilasa, en donde el polipéptido comprende

(a) una secuencia de aminoacidos codificada por un acido nucleico como el que se expone en la
reivindicacion 1, o un acido nucleico que codifica un polipéptido como el que se expone en la reivindicacion 2; o
(b) un polipéptido como el que se expone en la reivindicacion 2.

67. Proceso de campo petrolifero que comprende el uso de un polipéptido que tiene actividad de amilasa, en donde el
polipéptido comprende

(a) una secuencia de aminoacidos codificada por un acido nucleico como el que se expone en la
reivindicacion 1, o un acido nucleico que codifica un polipéptido como el que se expone en la reivindicacion 2; o
(b) un polipéptido como el que se expone en la reivindicacion 2.

68. Acido nucleico aislado, sintético o recombinante segun la reivindicacién 1 que codifica un polipéptido que tiene
actividad de amilasa de la ID SEC N°: 2 y tiene una identidad secuencial de al menos un 97% con la ID SEC N°: 2.

69. Acido nucleico aislado, sintético o recombinante segln la reivindicacién 1 que codifica un polipéptido que tiene
actividad de amilasa de la ID SEC N°: 2 y tiene una identidad secuencial de al menos un 98% con la ID SEC N°: 2.

70. Polipéptido aislado, sintético o recombinante segun la reivindicacion 2, que comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene una identidad secuencial de al menos un 97% dentro de toda la longitud de la ID SEC N° 2y
tiene actividad de amilasa de la ID SEC N°: 2.

71. Polipéptido aislado, sintético o recombinante segun la reivindicacion 2, que comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene una identidad secuencial de al menos un 98% dentro de toda la longitud de la ID SEC N° 2 y
tiene actividad de amilasa de la ID SEC N°: 2.

72. Polipéptido aislado, sintético o recombinante segun la reivindicacion 2, que carece de secuencia sefal.

73. Polipéptido aislado, sintético o recombinante segun la reivindicaciéon 2 que carece de secuencia sefial y
adicionalmente comprende una secuencia peptidica o polipeptidica heteréloga, en donde la secuencia peptidica o
polipeptidica heterdéloga preferiblemente comprende a una secuencia conductora, una secuencia secretora o una
secuencia proproteina.

74. Polipéptido aislado, sintético o recombinante segun la reivindicacion 2, 72 o 73, que comprende una modificacion
que comprende a los miembros del grupo que consta de glicosilacion, acetilacién, acilacién, ribosilacion del ADP,
amidacion, union covalente de flavina, union covalente de una mitad heme, unién covalente de un nucleétido o un
derivado nucleotidico, unién covalente de un lipido o un derivado lipidico, unién covalente de un fosfatidilinositol,
ciclizacion reticulante, formacién de enlaces disulfuro, desmetilaciéon, formacion de uniones intermoleculares covalentes,
formacion de cisteina, formaciéon de piroglutamato, formilacion, gamma-carboxilacion, glicoxilacién, un anclaje GPI,
hidroxilacién, yodacion, metilacion, miristoilacion, oxidacion, pegilacion, procesamiento proteolitico, fosforilacion,
prenilacion, racemizacion, selenoilaciéon o sulfatacion.
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Figura 5: Ejemplo de Curva Estandar del ensayo del Ejemplo 2.

Curva estandar Maltosa pH 10

pmoles Maltosa
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Figura 7:

ID SEC N°: 1 -
atggccaagtactccgapetggaaaagggeggggicataatgeaggcegtictactgggac glgccticaggaggaatatggtgggacacaat
acggeagaagataccggagtggtacgatgecggaatctcegeaatatggaticccecggegageaagggcatgggeggegectattcgatg
ggetacgaccectacgactictttgacctcggtgagtacgaccagaagggaacpggtagagacgegetitggetecaageaggagetcgtgaa
catgataaacaccgcccacgectatggcatgaaggtaatagecgatatagtcatcaaccacegegecggeggtgacciggagtggaaccectt
cgtgaacgactatacctggaccgacttctcaaaggtcgegtegggtaaatacacggecaactacctcgacticcaccegaacgagetccatge
gggcegattccggaacattiggaggctatccegacatatgecacgacaagagetgggaccagtactggetcigggecagecaggagagetac
geggcatatcicaggagcatcgpcatcgatgectggegettcgactacgtcaagggetatgetecctggptegtcaaggactgpetgaactgpt
pegeagectgggepgttggagagtactgggacaccaacgtegacgetgtictcaactgggcatactcgageggtgecaaggtetttgacticg
cccictactacaagatggatgaggectttgacaacaaaaacattccagegcetegtetctgeccticagaacggecagacigttgteteccpegac
ccgttcaaggecgtaacctitglagcaaaccacgacaccgatataatctggaacaagtalccagectacgegticatcctcacctacgagggee
agccgacaatattctaccgegactacgaggagiggetcaacaaggataagetcaagaaccteatciggatacatgagaacctcgecggagga
agcaccgacatagtctactacgataacgatgaactcatcticgtcaggaacggetacggpggacaagecggggcttataacctacatcaaccta g
_getcgageaaggecpgaagptgppittatgtgecgaagticgegggegepigcalccacgagtatactggtaaccteggaggetgggtagac
aagtacgtctactcaagcggetgggtctatctcgaagcetccagettacgacectigecaacgggeagtatggetactcegtgtggagetactgeg

ggglegectga

ID SEC N°: 2

Met Ala Lys Tyr Ser Glu Leu Glu Lys Gly Gly Val lie Met Gin Ala Phe Tyr Trp Asp Val Pro Ser
Gly Gly lle Trp Trp Asp Thr lle Arg Gln Lys Ile Pro Glu Trp Tyr Asp Ala Gly 1le Ser Ala Ile Trp
Ile Pro Pro Ala Ser Lys Gly Met Gly Gly Ala Tyr Ser Met Gly Tyr Asp Pro Tyr Asp Phe Phe Asp
Leu Gly Glu Tyr Asp Gin Lys Gly Thr Val Glu Thr Arg Phe Gly Ser Lys Glin Glu Leu Val Asn
Met lle Asn Thr Ala His Ala Tyr Gly Met Lys Val lle Ala Asp Ile Val Ile Asn His Arg Ala Gly Gly
Asp Leu Glu Trp Asn Pro Phe Val Asn Asp Tyr Thr Trp Thr Asp Phe Ser Lys Val Ala Ser Gly Lys
Tyr Thr Ala Asn Tyr Leu Asp Phe His Pro Asn Glu Leu His Ala Gly Asp Ser Gly Thr Phe Gly Gly
Tyr Pro Asp lle Cys His Asp Lys Ser Trp Asp GlIn Tyr Trp Leu Trp Ala Ser Gln Glu Ser Tyr Ala
Ala Tyr Leu Arg Ser lle Gly Ile Asp Ala Trp Arg Phe Asp Tyr Val Lys Gly Tyr Ala Pro Trp Val
Val Lys Asp Trp Leu Asn Trp Trp Gly Gly Trp Ala Val Gly Glu Tyr Trp Asp Thr Asn Val Asp Ala
Val Leu Asn Trp Ala Tyr Ser Ser Gly Ala Lys Val Phe Asp Phe Ala Leu Tyr Tyr Lys Met Asp Glu
Ala Phe Asp Asn Lys Asn lle Pro Ala Leu Val Ser Ala Leu Gln Asn Gly GIn Thr Val Val Ser Arg
Asp Pro Phe Lys Ala Val Thr Phe Val Ala Asn His Asp Thr Asp Ile Ile Trp Asn Lys Tyr Pro Ala
Tyr Ala Phe lle Leu Thr Tyr Glu Gly Gin Pro Thr lle Phe Tyr Arg Asp Tyr Glu Glu Trp Leu Asn
Lys Asp Lys Leu Lys Asn Leu Ile Trp Ile His Glu Asn Leu Ala Gly Gly Ser Thr Asp Ile Val Tyr
Tyr Asp Asn Asp Glu Leu lle Phe Val Arg Asn Gly Tyr Gly Asp Lys Pro Gly Leu Ile Thr Tyr lle
Asn Leu Gly Ser Ser Lys Ala Gly Arg Trp Val Tyr Val Pro Lys Phe Ala Gly Ala Cys Ile His Glu
Tyr Thr Gly Asn Leu Gly Gly Trp Val Asp Lys Tyr Val Tyr Ser Ser Gly Trp Val Tyr Leu Glu Ala
Pro Ala Tyr Asp Pro Ala Asn Gly Gln Tyr Gly Tyr Ser Val Trp Ser Tyr Cys Gly Val Gly

ID SECN®: 3
atgttcctgctegegtititgetcactgectegetgttctgeccaacaggacageccgecaaggetgecpeacegtttaacggeaccatgatgea
gtattttgaatggtacttgccggatgatggeacgtiatggaccaaagtggecaatgaagecaacaacttatccagectiggeatcacegetetitg
getgecgeccgettacaaaggaacaagecgeagegacgtaggetacggagtatacgactigtatgacctcggegaattcaatcaaaaaggga
ccgtecgeacaaaatacggaacaaaagcicaatatctticaagecattcaagecgeccacgecgetggaatgeaagtgtacgecgatgtegtgtt
cgaccataaaggcggegeigacggeacggaatgggtgeacgecgtcgaagtcaatceglccgaccgeaaccaagaaatctcgggeacctat
Caaatccaagcatggacgaaatttgatiticccgggeggggcaacacctactccagetitaagtgpgepctggtaccattttgacggegtigattgg
gacgaaagccgaaaatigagecgcatitacaaattccgeggeateggeaaagegtgpgattgggaagtagacacggaaaacggaaactatg
actacttaatgtatgccgaccttgatatggatcatcccgaagtegtgaccgagetgaaaaactgggggaaalggtatgtcaacacaacgaacatt
gatgggticcggcttgatgecgtcaagcatattaagttcagtittiticctgattggtigtcgtaigigegicicagactggcaagecgetatttaceg
tcggggaatatiggagctatgacatcaacaagttgcacaattacattacgaaaacagacggaacgalgtctitgtitgatgecccgttacacaaca
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aartﬂataccgcnccaaatcagggggcgcamgatatgcgcacgﬁaatgaccaatactctcatgaaaga(caaccgac attggccgtcacctt
cgttgataatcatgacaccgaacccggccaagcgclgcagtcntgggtcgacccatggncaaaccgttggcttacgccmanctaac(cggc
aggaaggatacccglgcgtcnﬂatggtgactattatggcattccacaatalaacallcctlcgctgaaaagcaaaatcgatccgctcclcatcgc
gcgcaggganatgcttacggaacgcaacatgattalcttgatcactccgacatcatcgggtggacaagggaaggggtcaclgaaaaaccagg
atccgggctggccgcaclgatcaccgatgggccgggaggaagcaaatggatgtactgnggcaaacaacacgclggaaaagtgnctatga

ID SEC N°: 4
atgaaacaacaaaaacggctitacgcccgattgetgac gclgttatﬂgcgctcatcttcngctgccIcattctgcagcagcggcggcaaatctta
atgggacgctgatgcagtatttlgaatggtacatgcccaatgacggccaacartggaagcgcngcaaaacgactcggcalattlggclgaacac
ggtaltactgccgtclggattcccccggcatalaagggaacgagccaagcggalgtgggctacggtgcnacgaccmatgatttaggggagm
catcaaaaagggacggttcggacaaagmcggcacaaaaggagagctgcaatclgcgatcaaaagtcttcaﬁcccgcgacattaacgtuacg
gggatgtggtcatcaaccacaaaggeggegcetgatge gaccgaagatgtaaccgcggttgaagtcgatcccgctgaccgcaaccgc gtaatt
tcaggagaacacc gaaﬁaaagcctggacacattttcattttccggggcgcggcagcacatacagcgamtaaatggcattggtaccattttgac
ggaaccgattgggac gagtcccgaaagctgaaccgcatctataagmcaaggaaa ggctigpgattgggaagtttccaatgaaaacggcaac
lalgattatttgatgtatgccgacatcgattatgaccatcctgatgtcgcagcagaaattaaga gatggggcacttggtatgceaatgaactgcaatt
ggacggtttccgtcttgatgctgtcaaacacattaaat'tttcttttngcgggattgggttaatcatgtcagggaaaaaacggggaaggaaatgma
c ggtagctgaatattggcagaatgacttgggcgcgctggaaaaclamgaacaaaacaaattttaatcattcagtgtttgacgtgccgcttc:mat
cagttccatgctgcatcgacacagggaggcggctatgatatgaggaaattgctgaacggtacggtcgmccaagcatccgttgaaagcggrta
camgtcgataacca(gatacacagccggggcaatcgcﬂgagtcgactgtccaaacatggmaagccgcttgcttacgctttcattctcacaag
ggaatciggataccctcaggttttctacggggatatgtac gggacgaaaggagactcccagcgcgaaattcctgccttgaaacacaaaattgaa
ccgatcttaaaagcgagaaaacagtatgcgtacggagcacagcatganamcgaccaccatgacattgtcggclggacaagggaaggcgac
agctcggttgcaaattcaggtttggcggcanaalaacagacggaoccggtggggcaaagcgaatglalglcggccggcaaaacgccggtga

gacatggcatgacaﬂaccggaaaccgltcggagccggltgtcatcaaﬂcggaaggclggggagagtttcacgtaaacggc gggtcggttica
atttatgttcaaagatag

ID SEC N°: §
gtggtgcacatgaagttgaagtaccﬂgccnagttttgttggctgtggcm:galaggcclactctcgactccaglgggtgctgccaaglactccg
aactcgaagagggc ggtgttataatgcaggccnctaclgggatgttcccggagggggaalclggtgggacaccataagacagaaaatcccg
gagtggtacgacgc!ggaatctcggcgatatggattcctccagctagcaaagggatgggcgglggﬂaﬂccatgggctacgatccclacgam
cmgacctcggcgaglactatcagaagggaacagttgagacgcgcttcggctcaaaggaggaactggtgaacatgataaacaccgcacactc
ctatggcataaaggtgamgcggacatagtcalaaaccaccgcgccgglggagaccttgaglggaaccccmgtaaat_:aactatacttggaca
gacttctccaa ggtcgcctccggtaaatacacggccaactaccﬂgacttccacccaaacgaggtcaagtgctgcgatgagggtacatttggtga
ctttccggacatcgcccacgagaagagctgggatcagtactggctctgggcaagcaalgagagctacgccgcatatctccggagcataggga
lcgatgcatggcgtttcgactacgtcaaaggttacggagcgtgggttgttaatgactggctcagctggtggggaggctgggccgttggagagta
ctgggacacgaacgttgatgcactccttaactgggcatacgacagcggtgccaaggtctttgacttccc'gctctactacaagatggacgaagcc
fttgacaacaccaacatcccegetttggtitacgeccteca gaacggaggaacagtcgtitccegegateecttcaaggeagtaactttegtigec
aaccacgatacagatataatctggaacaagtatccggcttatgcgttcatccttacctatgagggacagcctgttatamtaccgcgactacgagg
agtggctcaacaaggataagcnaacaaccttatctggatacacgagcaccttgccggaggaagtaccaagatcctctactacgataacgatga
gctaatattcatgagggagppctacggga gcaagccgggcctcataacctacataaacctcggaaacgactgggccgagcgctgggtgaac

gtcggctcaaagtttgccggclacacaatccatgaatacacaggcaatctcggtggctgggngacaggtgggncagtacgatggatgggna
aactgacggcacctcctcatgatccagccaacggatanapggctactcagtctggagctac gcaggcegtcggatga

ID SEC N®: 6
algaagaagmgtcgccctgllcataaccatgtttttcgtaglgagcalggcagtcgttgcacagccagctagcgccgcaaagtanccgagctc
gaagaaggcggcgttataalgcaggccllctac(gggacgtcccaggtggaggaalclggtgggacaccatcaggagcaagataccggagl
gglacgaggcgggaatatccgccamggattccgccagccagcaaggggatgagcggcggﬂactcgatgggctacgatccclacgamcn
tgacctcggcgagtacaaccagaagggaaccatcgaaacgcgcmggctctaaacaggagctcatcaatatgataaacacggcccatgcc!a
cggcataaaggtcatagcggacalcgtcahaaccaccgcgcaggcggagacctcgagigg'aacccgttcgﬂggggactacacclggacg
gacttclcaaaggtggcctcgggcaaalatactgccaaclacctcgactlccaccccaacgagglcaagtgclgtgacgagggcacamggag
gcncccagacatagcccacgagaagagclgggaccagcaclggclctgggcgagcgatgagagctacgccgcctacclaaggagca(cg
gcgligatgeetgge gcmgactacglgaagggclacggagcglggglc gtcaaggac(ggclcaactgglggggcggctgggccgnggc
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gagtactgggacaccaacgttgatgeactcetcaactgggectactcgageggegecaaggicticgacticeegetetactacaagatggatg
aggcctitgacaacaaaaacaitccagegetegtetctgeecttcagaacggecagactgtigiciccegegaceegticaaggecgtaacctit
gtagcaaaccacgacace gatataatctggaacaagtaccttgettatgetitcatccteacctacgaaggecageccglicatatictaccgegac
tacgaggagtggclcaacaaggacaggitgaacaacctcatatggatacacgaccacctcgeaggtpgaagcacgageatagtctactacga
cagcgacgagatgalcitcgigaggaacggetatggaagcaagectpgecitataacttacatcaaccteggetcgageaaggttggaaggte
getttatgtgecgaagticgegggegegtgeatccacgagtatactggtaaccicggagectgpgtagacaagtacgtetactcaageggctg
gglctatctcgaagetccagetiacgaceetgecaacgggceagtatggetacteegtgtggagetatigeggtgtigggtga

ID SEC N®: 7

Met Phe Leu Leu Ala Phe Leu Leu Thr Ala Ser Leu Phe Cys Pro Thr Gly Gln Pro Ala Lys Ala Ala
Ala Pro Phe Asn Gly Thr Met Met Gin Tyr Phe Glu Trp Tyr Leu Pro Asp Asp Gly Thr Leu Trp Thr
Lys Val Ala Asn Glu Ala Asn Asn Leu Ser Ser Leu Gly Ile Thr Ala Leu Trp Leu Pro Pro Ala Tyr
Lys Gly Thr Ser Arg Ser Asp Val Gly Tyr Gly Val Tyr Asp Leu Tyr Asp Leu Gly Glu Phe Asn Gln
Lys Gly Thr Val Arg Thr Lys Tyr Gly Thr Lys Ala Gin Tyr Leu Gln Ala He Gln Ala Ala His Ala
Ala Gly Met Gin Val Tyr Ala Asp Val Val Phe Asp His Lys Gly Gly Ala Asp Gly Thr Glu Trp Val
Asp Ala Val Glu Val Asn Pro Ser Asp Arg Asn Gin Glu Ile Ser Gly Thr Tyr Gin lle Gin Ala Trp
Thr Lys Phe Asp Phe Pro Gly Arg Gly Asn Thr Tyr Ser Ser Phe Lys Trp Arg Trp Tyr His Phe Asp
Gly Val Asp Trp Asp Glu Ser Arg Lys Leu Ser Arg Ile Tyr Lys Phe Arg Gly Ile Gly Lys Ala Trp
Asp Trp Glu Val Asp Thr Glu Asn Gly Asn Tyr Asp Tyr Leu Met Tyr Ala Asp Leu Asp Met Asp
His Pro Glu Val Val Thr Glu Leu Lys Asn Trp Gly Lys Trp Tyr Val Asn Thr Thr Asn Ile Asp Gly
Phe Arg Leu Asp Ala Vai Lys His Iie Lys Phe Ser Phe Phe Pro Asp Trp Leu Ser Tyr Val Arg Ser
Gin Thr Gly Lys Pro Leu Phe Thr Val Gly Glu Tyr Trp Ser Tyr Asp Ile Asn Lys Leu His Asn Tyr
Ile Thr Lys Thr Asp Gly Thr Met Ser Leu Phe Asp Ala Pro Leu His Asn Lys Phe Tyr Thr Ala Ser
Lys Ser Gly Gly Ala Phe Asp Met Arg Thr Leu Met Thr Asn Thr Leu Met Lys Asp GlIn Pro Thr
Leu Ala Val Thr Phe Val Asp Asn His Asp Thr Glu Pro Gly Gin Ala Leu Gln Ser Trp Val Asp Pro
Trp Phe Lys Pro Leu Ala Tyr Ala Phe Ile Leu Thr Arg Gin Glu Gly Tyr Pro Cys Val Phe Tyr Gly
Asp Tyr Tyr Gly Ile Pro GIn Tyr Asn Ile Pro Ser Leu Lys Ser Lys Ile Asp Pro Leu Leu lle Ala Arg
Arg Asp Tyr Ala Tyr Gly Thr Gin His Asp Tyr Leu Asp His Ser Asp Ile Ile Gly Trp Thr Arg Glu
Gly Val Thr Glu Lys Pro Gly Ser Gly Leu Ala Ala Leu Ile Thr Asp Gly Pro Gly Gly Ser Lys Trp
Met Tyr Cys Trp Gln Thr Thr Arg Trp Lys Ser Val Leu

ID SEC N°: 8

Met Lys Gln Gln Lys Arg Leu Tyr Ala Arg Leu Leu Thr Leu Leu Phe Ala Leu Ile Phe Leu Leu Pro
His Ser Ala Ala Ala Ala Ala Asn Leu Asn Gly Thr Leu Met Gln Tyr Phe Glu Trp Tyr Met Pro Asn
Asp Gly Gln His Trp Lys Arg Leu Gln Asn Asp Ser Ala Tyr Leu Ala Glu His Gly Ile Thr Ala Val
Trp Ile Pro Pro Ala Tyr Lys Gly Thr Ser Gln Ala Asp Val Gly Tyr Gly Ala Tyr Asp Leu Tyr Asp
Leu Gly Glu Phe His GIn Lys Gly Thr Val Arg Thr Lys Tyr Gly Thr Lys Gly Glu Leu Gln Ser Ala
Ile Lys Ser Leu His Ser Arg Asp lle Asn Val Tyr Gly Asp Val Val Ile Asn His Lys Gly Gly Ala
Asp Ala Thr Glu Asp Val Thr Ala Val Glu Val Asp Pro Ala Asp Arg Asn Arg Val Ile Ser Gly Glu
His Arg Ile Lys Ala Trp Thr His Phe His Phe Pro Gly Arg Gly Ser Thr Tyr Ser Asp Phe Lys Trp
His Trp Tyr His Phe Asp Gly Thr Asp Trp Asp Glu Ser Arg Lys Leu Asn Arg Ile Tyr Lys Phe GIn
Gly Lys Ala Trp Asp Trp Glu Val Ser Asn Glu Asn Gly Asn Tyr Asp Tyr Leu Met Tyr Ala Asp lle
Asp Tyr Asp His Pro Asp Val Ala Ala Glu Ile Lys Arg Trp Gly Thr Trp Tyr Ala Asn Glu Leu Gln
Leu Asp Gly Phe Arg Leu Asp Ala Val Lys His lle Lys Phe Ser Phe Leu Arg Asp Trp Val Asn His
Val Arg Glu Lys Thr Gly Lys Glu Met Phe Thr Val Ala Glu Tyr Trp Gln Asn Asp Leu Gly Ala
Leu Glu Asn Tyr Leu Asn Lys Thr Asn Phe Asn His Ser Val Phe Asp Val Pro Leu His Tyr Gln Phe
His Ala Ala Ser Thr Gln Gly Gly Gly Tyr Asp Met Arg Lys Leu Leu Asn Gly Thr Val Val Ser Lys
His Pro Leu Lys Ala Val Thr Phe Val Asp Asn His Asp Thr Gln Pro Gly Gin Ser Leu Glu Ser Thr
Val Gin Thr Trp Phe Lys Pro Leu Ala Tyr Ala Phe lle Leu Thr Arg Glu Ser Gly Tyr Pro Gin Val
Phe Tyr Gly Asp Met Tyr Gly Thr Lys Gly Asp Ser Gln Arg Glu Ile Pro Ala Leu Lys His Lys Ile
Glu Pro Ile Leu Lys Ala Arg Lys Gin Tyr Ala Tyr Gly Ala Gin His Asp Tyr Phe Asp His His Asp

68



ES 2368 555 T3

Tle Val Gly Trp Thr Arg Glu Gly Asp Ser Ser Val Ala Asn Ser Gly Leu Ala Ala Leu Ile Thr Asp
Gly Pro Gly Gly Ala Lys Arg Met Tyr Val Gly Arg GIn Asn Ala Gly Glu Thr Trp His Asp lle Thr
Gly Asn Arg Ser Glu Pro Val Val lle Asn Ser Glu Gly Trp Gly Glu Phe His Val Asn Gly Gly Ser
Val Ser Ile Tyr Val Gln Arg

ID SECN*:9

Val Val His Met Lys Leu Lys Tyr Leu Ala Leu Val Leu Leu Ala Val Ala Ser Ile Gly Leu Leu Ser
Thr Pro Val Gly Ala Ala Lys Tyr Ser Glu Leu Glu Glu Gly Gly Val Ile Met Gin Ala Phe Tyr Trp
Asp Val Pro Gly Gly Gly Ile Trp Trp Asp Thr Ile Arg Gin Lys Ile Pro Glu Trp Tyr Asp Ala Gly lle
Ser Ala lle Trp Ile Pro Pro Ala Ser Lys Gly Met Gly Gly Gly Tyr Ser Met Gly Tyr Asp Pro Tyr
Asp Phe Phe Asp Leu Gly Glu Tyr Tyr Gln Lys Gly Thr Val Glu Thr Arg Phe Gly Ser Lys Glu Glu
Leu Val Asn Met Ile Asn Thr Ala His Ser Tyr Gly Ile Lys Val Ile Ala Asp lle Val lle Asn His Arg
Ala Gly Gly Asp Leu Glu Trp Asn Pro Phe Val Asn Asn Tyr Thr Trp Thr Asp Phe Ser Lys Val Ala
Ser Gly Lys Tyr Thr Ala Asn Tyr Leu Asp Phe His Pro Asn Gl Val Lys Cys Cys Asp Glu Gly Thr
Phe Gly Asp Phe Pro Asp Ile Ala His Glu Lys Ser Trp Asp GIn Tyr Trp Leu Trp Ala Ser Asn Glu
Ser Tyr Ala Ala Tyr Leu Arg Ser Ile Gly Ile Asp Ala Trp Arg Phe Asp Tyr Val Lys Gly Tyr Gly
Ala Trp Val Val Asn Asp Trp Leu Ser Trp Trp Gly Gly Trp Ala Val Gly Glu Tyr Trp Asp Thr Asn
Val Asp Ala Leu Leu Asn Trp Ala Tyr Asp Ser Gly Ala Lys Val Phe Asp Phe Pro Leu Tyr Tyr Lys
Met Asp Glu Ala Phe Asp Asn Thr Asn Ile Pro Ala Leu Val Tyr Ala Leu Gin Asn Gly Gly Thr Val
Val Ser Arg Asp Pro Phe Lys Ala Val Thr Phe Val Ala Asn His Asp Thr Asp Ile Ile Trp Asn Lys
Tyr Pro Ala Tyr Ala Phe Ile Leu Thr Tyr Glu Gly Gin Pro Val Ile Phe Tyr Arg Asp Tyr Glu Glu
Trp Leu Asn Lys Asp Lys Leu Asn Asn Leu lle Trp lle His Glu His Leu Ala Gly Gly Ser Thr Lys
Ile Leu Tyr Tyr Asp Asn Asp Glu Leu lle Phe Met Arg Glu Gly Tyr Gly Ser Lys Pro Gly Leu Ile
Thr Tyr lle Asn Leu Gly Asn Asp Trp Ala Glu Arg Trp Val Asn Val Gly Ser Lys Phe Ala Gly Tyr
Thr lle His Glu Tyr Thr Gly Asn Leu Gly Gly Trp Val Asp Arg Trp Val Gln Tyr Asp Gly Trp Val
Lys Leu Thr Ala Pro Pro His Asp Pro Ala Asn Gly Tyr Tyr Gly Tyr Ser Val Trp Ser Tyr Ala Gly
Val Gly

ID SEC N°: 10

Met Lys Lys Phe Val Ala Leu Phe Ile Thr Met Phe Phe Val Val Ser Met Ala Val Val Ala Gin Pro
Ala Ser Ala Ala Lys Tyr Ser Glu Leu Glu Glu Gly Gly Val Ile Met Gln Ala Phe Tyr Trp Asp Val
Pro Gly Gly Gly Ile Trp Trp Asp Thr lle Arg Ser Lys Ile Pro Glu Trp Tyr Glu Ala Gly lle Ser Ala
Ile Trp Ile Pro Pro Ala Ser Lys Gly Met Ser Gly Gly Tyr Ser Met Gly Tyr Asp Pro Tyr Asp Phe
Phe Asp Leu Gly Glu Tyr Asn Gln Lys Gly Thr Ile Glu Thr Arg Phe Gly Ser Lys Gln Glu Leu Ile
Asn Met Ile Asn Thr Ala His Ala Tyr Gly Ile Lys Val Ile Ala Asp Ile Val Ile Asn His Arg Ala Gly
Gly Asp Leu Glu Trp Asn Pro Phe Val Gly Asp Tyr Thr Trp Thr Asp Phe Ser Lys Val Ala Ser Gly
Lys Tyr Thr Ala Asn Tyr Leu Asp Phe His Pro Asn Glu Val Lys Cys Cys Asp Glu Gly Thr Phe
Gly Gly Phe Pro Asp lle Ala His Glu Lys Ser Trp Asp Gln His Trp Leu Trp Ala Ser Asp Glu Ser
Tyr Ala Ala Tyr Leu Arg Ser Ile Gly Val Asp Ala Trp Arg Phe Asp Tyr Val Lys Gly Tyr Gly Ala
Trp Val Val Lys Asp Trp Leu Asn Trp Trp Gly Gly Trp Ala Val Gly Glu Tyr Trp Asp Thr Asn Val
Asp Ala Leu Leu Asn Trp Ala Tyr Ser Ser Gly Ala Lys Val Phe Asp Phe Pro Leu Tyr Tyr Lys Met
Asp Glu Ala Phe Asp Asn Lys Asn Ile Pro Ala Leu Val Ser Ala Leu Gin Asn Gly GIn Thr Val Val
Ser Arg Asp Pro Phe Lys Ala Val Thr Phe Val Ala Asn His Asp Thr Asp Ile Ile Trp Asn Lys Tyr
Leu Ala Tyr Ala Phe Jle Leu Thr Tyr Glu Gly Gin Pro Val Ile Phe Tyr Arg Asp Tyr Glu Glu Trp
Leu Asn Lys Asp Arg Leu Asn Asn Leu lle Trp Ile His Asp His Leu Ala Gly Gly Ser Thr Ser Ile
Val Tyr Tyr Asp Ser Asp Glu Met Ile Phe Val Arg Asn Gly Tyr Gly Ser Lys Pro Gly Leu Ile Thr
Tyr lle Asn Leu Gly Ser Ser Lys Val Gly Arg Trp Val Tyr Val Pro Lys Phe Ala Gly Ala Cys lle
His Glu Tyr Thr Gly Asn Leu Gly Gly Trp Val Asp Lys Tyr Val Tyr Ser Ser Gly Trp Val Tyr Leu
Glu Ala Pro Ala Tyr Asp Pro Ala Asn Gly GIn Tyr Gly Tyr Ser Val Trp Ser Tyr Cys Gly Val Gly
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ID SEC N°: 66
atgpctctggaagagggcgpgcttataatgecaggcattetactggpacpgtecccatgggaggaatetggtogppacacgatageccagaagat
acccgactgggeaagegecgggatttcggegatatggaticcccccgegageaagggtatgageggcgpctaticgatgggctacgacccct
acgartatttigacctcggtgagtactaccagaagggaacggtggaaacaagaticggcicaaagcaggagcetcataaacatgataaacaccg
cccacgectatggeatgaaggtaatagecgatatagtcatcaaccaccgegecggeggegatetggagtggaaccecticgtgaacgactata
cetggaccgacticicgaaggtcgegtcgpgtaaatacacggecaactacctegacttccacccgaacgagetecacgegggegaticegga
acalttggaggctatccegacatatgecacgacaagagetggpgaccagtactggetctgggecagecaggagagetacgeggectatctcag
gagcatcggeatcgacgectgpegettcgactacgtcaagggcetatgeteectgggtegtcaggpgactggetgaactggtggggaggctepg
cagitggagagtactgggacaccaacgtcgacgctgttctcaactgggeatactcgageggtgecaaggtctttgacttcgecctctactacaag
atggacgaggccttcgataacaacaacattcccpecctggtggacgecctcagatacggecagacagtggtcagecgegaccegttcaagge
tgtgacptttgtapccaaccacgataccgacataatctgpgaacaagtatccagectacgegttcatcctcacctacgagggecagecgacaatat
tctaccgcgactacgaggagtggctcaacaaggacaagctcaagaacctcatctggatacatgacaacctegecggagggageactpacate
glttactacgacaacgacgagcetgatattcgtgagaaacggetacggaagcaagecgggactgataacatacatcaacctcggetcaagcaaa
geccggaaggteggtttacgticcgaagticgeaggetegtgeatacacgagtacaccggcaacclcggeggctggptggacaagtgpggtega
ctcaagcggetgggtttacctegaggetcctgeccacgacceggecaacggecagtacggetacteegtitggagetatigeggtatiggatga

ID SEC N*: 67

Met Ala Leu Glu Glu Gly Gly Leu Ile Met Gln Ala Phe Tyr Trp Asp Val Pro Met Gly Gly Ile Trp
Trp Asp Thr lle Ala Gln Lys lle Pro Asp Trp Ala Ser Ala Gly Ile Ser Ala Ile Trp Ile Pro Pro Ala
Ser Lys Gly Met Ser Gly Gly Tyr Ser Met Gly Tyr Asp Pro Tyr Asp Tyr Phe Asp Leu Gly Glu Tyr

Tyr Gln Lys Gly Thr Val Glu Thr Arg Phe Gly Ser Lys Gln Glu Leu Hle Asn Met Ille Asn Thr Ala

His Ala Tyr Gly Met Lys Val Ile Ala Asp Ile Val lle Asn His Arg Ala Gly Gly Asp Leu Glu Trp
Asn Pro Phe Val Asn Asp Tyr Thr Trp Thr Asp Phe Ser Lys Val Ala Ser Gly Lys Tyr Thr Ala Asn
Tyr Leu Asp Phe His Pro Asn Glu Leu His Ala Gly Asp Ser Gly Thr Phe Gly Gly Tyr Pro Asp Ile
Cys His Asp Lys Ser Trp Asp GlIn Tyr Trp Leu Trp Ala Ser GIn Glu Ser Tyr Ala Ala Tyr Leu Arg
Ser Ile Gly Ile Asp Ala Trp Arg Phe Asp Tyr Val Lys Gly Tyr Ala Pro Trp Val Val Arg Asp Trp
Leu Asn Trp Trp Gly Gly Trp Ala Val Gly Glu Tyr Trp Asp Thr Asn Val Asp Ala Val Leu Asn Trp
Ala Tyr Ser Ser Gly Ala Lys Val Phe Asp Phe Ala Leu Tyr Tyr Lys Met Asp Glu Ala Phe Asp Asn
Asn Asn Ile Pro Ala Leu Val Asp Ala Leu Arg Tyr Gly GIn Thr Val Val Ser Arg Asp Pro Phe Lys
Ala Val Thr Phe Val Ala Asn His Asp Thr Asp lle lle Trp Asn Lys Tyr Pro Ala Tyr Ala Phe Ile
Leu Thr Tyr Glu Gly Gin Pro Thr Ile Phe Tyr Arg Asp Tyr Glu Glu Trp Leu Asn Lys Asp Lys Leu
Lys Asn Leu Ile Trp Ile His Asp Asn Leu Ala Gly Gly Ser Thr Asp Ile Val Tyr Tyr Asp Asn Asp
Glu Leu Ile Phe Val Arg Asn Gly Tyr Gly Ser Lys Pro Gly Leu Ile Thr Tyr Ile Asn Leu Gly Ser Ser
Lys Ala Gly Arg Trp Val Tyr Val Pro Lys Phe Ala Gly Ser Cys lle His Glu Tyr Thr Gly Asn Leu
Gly Gly Trp Val Asp Lys Trp Val Asp Ser Ser Gly Trp Val Tyr Leu Glu Ala Pro Ala His Asp Pro
Ala Asn Gly GIn Tyr Gly Tyr Ser Val Trp Ser Tyr Cys Gly Val Gly

ID SEC N°: 68

atgaagcctgegaaactectegtettigtgetegta gtctctatcctc gegpgectetacgeccageccgeggegecggecaagtacciggage
tcgaagagggcggegtcataatgeaggeptictactgggacgtgecttcaggaggaatatggtgggacacaatacggeagaagataccgga

gtggtacgatgceggaatctecgeaatatggaticceceggegageaagggeatgggeggegeotattcgatgggetacgaccectacgactt
cttlgacctcggtgagtacgaccagaagggaacggtagagacgegctttggctccaagcaggagcelcgtgaacatgataaacaccgeecacg
cctacggcatcaaggtcatcgcagacatagtaatcaaccaccgegecggaggagaccttgagtggaaccecttcgtcaatgactacacctgga
cggactictcgaaggtcgeticcggcaagtacacggecaactacctcgacttccaccccaacgaggtcaagtgetgegacgagggeacctttg
gagggttcccggacatageccacgagaagagcetgggaccagtactggetetgppcgageaacgagagetacgecgectacctcaggagea
tecggegtigacgceatggegettcgactacgtcaagggetacggagegtgggtegtcaaggactggetggactggtggppaggctggpeegt

cggggagtactgggacacaaacgttgatgeactgetcaacigggectactcgagegatgcaaaagtettcgacttccegetetactacaagatg
gacgeggectitgacaacaagaacaticcegeactegicgaggecctcaagaacgggggcacagtegtcageegegaceegtttaagpecgt
aaccttcgttgcaaaccacgacacggacataatttggaacaagtacceggectacgecticatcctcacctacgagggecagecgacgatatic
taccgcgactacgaggagtggctcaacaaggacaggctcaagaacctcatetggatacacgaccacctegecggtggaageaccgacatag
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tctactacgataacgatgaactcatcticgtcaggaacggetacpgggacaagecggpgcttataacctacatcaacctaggetcgageaagg

ccgggaggtggetetacgticegaagticgegggagegtgeatccacgagtacaceggeaaccicggeggetgagtopacaagtgggtgga
ctcaagcgggtpggtgtacctcgaggeccetgeccacgaceeggecaacggetattacggetacicegictggagetactgeggegtgggct
ga

ID SEC N°: 69

Met Lys Pro Ala Lys Leu Leu Val Phe Val Leu Val Val Ser Ile Leu Ala Gly Leu Tyr Ala GIn Pro
Ala Gly Ala Ala Lys Tyr Leu Glu Leu Glu Glu Gly Gly Val Ile Met Gln Ala Phe Tyr Trp Asp Val
Pro Ser Gly Gly lle Trp Trp Asp Thr Ile Arg Gln Lys Ile Pro Glu Trp Tyr Asp Ala Gly lIle Ser Ala
Ile Trp lle Pro Pro Ala Ser Lys Gly Met Gly Gly Ala Tyr Ser Met Gly Tyr Asp Pro Tyr Asp Phe
Phe Asp Leu Gly Glu Tyr Asp GIn Lys Gly Thr Val Glu Thr Arg Phe Gly Ser Lys Gln Glu Leu Val
Asn Met Ile Asn Thr Ala His Ala Tyr Gly lle Lys Val Ile Ala Asp lle Val Ile Asn His Arg Ala Gly
Gly Asp Leu Glu Trp Asn Pro Phe Val Asn Asp Tyr Thr Trp Thr Asp Phe Ser Lys Val Ala Ser Gly
Lys Tyr Thr Ala Asn Tyr Leu Asp Phe His Pro Asn Glu Val Lys Cys Cys Asp Glu Gly Thr Phe
Gly Gly Phe Pro Asp Ile Ala His Glu Lys Ser Trp Asp Gin Tyr Trp Leu Trp Ala Ser Asn Glu Ser
Tyr Ala Ala Tyr Leu Arg Ser Ile Gly Val Asp Ala Trp Arg Phe Asp Tyr Val Lys Gly Tyr Gly Ala
Trp Val Val Lys Asp Trp Leu Asp Trp Trp Gly Gly Trp Ala Val Gly Glu Tyr Trp Asp Thr Asn Val
Asp Ala Leu Leu Asn Trp Ala Tyr Ser Ser Asp Ala Lys Val Phe Asp Phe Pro Leu Tyr Tyr Lys Met
Asp Ala Ala Phe Asp Asn Lys Asn lle Pro Ala Leu Val Glu Ala Leu Lys Asn Gly Gly Thr Val Val
Ser Arg Asp Pro Phe Lys Ala Val Thr Phe Val Ala Asn His Asp Thr Asp Ile lle Trp Asn Lys Tyr
Pro Ala Tyr Ala Phe Ile Leu Thr Tyr Glu Gly Gin Pro Thr Ile Phe Tyr Arg Asp Tyr Glu Glu Trp
Leu Asn Lys Asp Arg Leu Lys Asn Leu Ile Trp Ile His Asp His Leu Ala Gly Gly Ser Thr Asp lle
Val Tyr Tyr Asp Asn Asp Glu Leu Ile Phe Val Arg Asn Gly Tyr Gly Asp Lys Pro Gly LeuIle Thr
Tyr lle Asn Leu Gly Ser Ser Lys Ala Gly Arg Trp Val Tyr Val Pro Lys Phe Ala Gly Ala Cys Ile
His Glu Tyr Thr Gly Asn Leu Gly Gly Trp Val Asp Lys Trp Val Asp Ser Ser Gly Trp Val Tyr Leu
Glu Ala Pro Ala His Asp Pro Ala Asn Gly Tyr Tyr Gly Tyr Ser Val Trp Ser Tyr Cys Gly Val Gly

71



ES 2368 555 T3

8 Ydnold

y mE P
o~ Q
(E1 g
% T 3
= R
N S U
4 + : o _ Al 0
m Ay _ -l
i § |
S 81 8T ¢
—HHE -
e
gL3a0 58 S
21308 i
_ L

OAI}oRI}3] 32IPUI - BDISULIJUI PEPISOISIA - ZN| 3P UQISNIP
sese|luy 9P OJJINNN N3 OIA3IN 1e[NJ3|0\ 0S3d |e djudly}
OS3d N3 OId3N 1e|NJ33|OJA 0S3d [9p uoideulwliala

72



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

