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DESCRIPCION
Moléculas de acido nucleico que codifican alternano sacarasas truncadas

La presente invencién se refiere a moléculas de acido nucleico que codifican una alternano sacarasa truncada. La
invencion se refiere ademas a alternano sacarasas truncadas, a vectores, a células huésped y a células vegetales
transformadas con las moléculas de acido nucleico descritas y a plantas que comprenden estas células. La presente
invencion se refiere ademas a polimeros de alternano novedosos con propiedades ventajosas y a procedimientos
para su produccion.

El alternano es un polisacarido compuesto por unidades de glucosa. Las unidades de glucosa estan unidas entre si
por enlaces a-1,3 y a-1,6-glucosidicos, con estos dos tipos de enlace alternandose de forma predominante (Miasaki
et al., Carbo. Res., 84:273- 285 (1980)). Ademas, el alternano puede comprender ramificaciones (Seymour et al.,
Carbohydrate Research 74, (1979); 41-62). El alternano nativo tiene un peso molecular medio Pm de 10°-10’
(documento WO 03/010177).

Debido a sus propiedades fisicoquimicas, se han analizado posibles usos del alternano, no sélo en la industria
farmacéutica, por ejemplo como excipiente para principios activos en medicamentos, sino también como aditivo en la
industria textil, cosmética y alimentaria (Lopez-Munguia et al., Enzyme Microb. Technol. 15, (1993), 77-85; Leathers
et al., Journal of Industrial Microbiology & Biotechnology 18, (1997), 278-283). Otro posible uso es como sustituto de
la goma arabiga (Cote, Carbohydate Polymers 19, (1992), 249-252).

El alternano se puede producir enzimaticamente usando enzimas con la actividad biolégica de las alternano
sacarasas. Las alternano sacarasas pertenecen al grupo de las glucosil transferasas que, partiendo de la sacarosa,
pueden catalizar la formacion de glucano y fructosa. Por lo general, las cepas naturales también produciran dextrano
ademas de alternano. La produccién de alternano sacarasa a partir de las cepas naturales supone una desventaja
porque no se ha podido obtener la enzima en su forma pura, a pesar de los intentos de realizar complicados
procedimientos de purificacion; véase, por ejemplo, la descripcion general de la introduccion del documento WO
00/4772.

En el pasado se han realizado gran cantidad de intentos para proporcionar alternano sacarasa ultrapura por medio
de rutas alternativas.

El documento WO 00/47727 describe moléculas de acido nucleico que codifican una alternano sacarasa. Ademas, el
documento WO 00/47727 se refiere a vectores, a células huésped y a células vegetales transformadas con las
moléculas de acido nucleico descritas y a plantas que comprenden estas células. Con ayuda de las moléculas de
acido nucleico del documento WO 00/47727, se pueden generar células huésped que producen proteina alternano
sacarasa recombinante de gran pureza y/o en cantidades suficientes y generar plantas modificadas genéticamente
con una actividad de estas enzimas, de modo que se forma alternano en la planta.

La solicitud de patente US20060127328A1 describe secuencias de acidos nucleicos de alternano sacarasas
truncadas o mutadas y vectores y células huésped transformadas. Se obtienen alternano sacarasas truncadas
ultrapuras que mantienen su actividad catalitica. Ademas, se reivindica que las alternano sacarasas truncadas se
expresan mejor y se degradan con menos rapidez.

A la vista de la técnica anterior, es un objeto de la presente invencién proporcionar alternano sacarasas con
propiedades aun mejores.

En particular, era un objeto de la invencién proporcionar moléculas de acido nucleico que se expresen
particularmente bien en células vegetales con el fin de lograr una produccién eficaz de alternano sacarasa en
plantas.

Otro objeto era proporcionar una alternano sacarasa que provoque una produccion de alternano en una planta
transgénica con rendimiento alto.

Ademas, era un objeto de la invencion proporcionar una alternano sacarasa con ayuda de la cual se pueda preparar
un alternano con propiedades particularmente ventajosas.

Estos objetivos se logran proporcionando las formas de uso que se caracterizan en las reivindicaciones de la
patente.

La presente memoria descriptiva se refiere a una molécula de acido nucleico que codifica una proteina con la
actividad enzimatica de una alternano sacarasa, donde la molécula de acido nucleico se selecciona de entre

a) una molécula de acido nucleico con una secuencia desde el nucleétido de la posicion 118 hasta, e incluido, el
nucledtido de la posicion 4140, inclusive, de la secuencia de acidos nucleicos mostrada en la SEQIDNO 1 ola
SEQ ID NO 3,

b) una molécula de acido nucleico que codifica una proteina cuya secuencia de aminoacidos tiene al menos el
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70 %, preferentemente al menos el 80 %, mas preferentemente al menos el 90 %, aun mas preferentemente al
menos el 95 % y lo mas preferentemente al menos el 98 % de identidad con la secuencia desde el aminoacido
de la posicion 40 hasta el aminoacido de la posiciéon 1380, inclusive, de la SEQ ID NO 2,

c) una molécula de acido nucleico con una secuencia desde el nucleétido de la posicion 118 hasta el nucledtido
de la posicién 3945, inclusive, de la secuencia de acidos nucleicos mostrada en la SEQ ID NO 1 o la SEQ ID NO
3,

d) una molécula de acido nucleico que codifica una proteina cuya secuencia de aminoacidos tiene al menos el
70 %, preferentemente al menos el 80 %, mas preferentemente al menos el 90 %, aun mas preferentemente al
menos el 95 % y lo mas preferentemente al menos el 98 % de identidad con la secuencia desde el aminoacido
de la posicion 40 hasta el aminoacido de la posiciéon 1315, inclusive, de la SEQ ID NO 2,

€) una molécula de acido nucleico con una secuencia desde el nucledtido de la posicion 118 hasta el nucleétido
de la posicion 4518, inclusive, de la secuencia de acidos nucleicos mostrada en la SEQ ID NO 1 o la SEQ ID NO
3,

f) una molécula de acido nucleico que codifica una proteina cuya secuencia de aminoacidos tiene al menos el
70 %, preferentemente al menos el 80 %, mas preferentemente al menos el 90 %, aun mas preferentemente al
menos el 95 % y lo mas preferentemente al menos el 98 % de identidad con la secuencia desde el aminoacido
de la posicion 40 hasta el aminoacido de la posiciéon 1506, inclusive, de la SEQ ID NO 2,

g) una molécula de acido nucleico cuya secuencia tenga al menos el 70 %, preferentemente al menos el 80 %,
mas preferentemente al menos el 90 %, aun mas preferentemente al menos el 95 % y lo mas preferentemente al
menos el 98 % de identidad con la secuencia de a), c) o e), donde dicha secuencia tiene el mismo nimero de
nucledtidos que la secuencia de a), c) o e),

h) una moléculas de acido nucleico cuya secuencia de acidos nucleicos, como consecuencia de la degeneracion
del codigo genético, se desvia de la secuencia de las moléculas de acido nucleico de a), b), c), d), e), f) 0 g),

i) una molécula de acido nucleico cuya secuencia de acidos nucleicos es complementaria a la secuencia de
longitud completa de una de las moléculas de acido nucleico de a), b), c), d), e), f), g) o h), donde la secuencia
complementaria tiene el mismo numero de nucledtidos que las moléculas de acido nucleico de a), b), ), d), e), f),

g)oh).
La presente invencion tiene, en particular, las siguientes ventajas:

Con ayuda de las moléculas de acido nucleico de acuerdo con la invencion, se pueden preparar proteinas con la
actividad enzimatica de una alternano sacarasa que, en comparacion con la alternano sacarasa de longitud
completa (por ejemplo, de origen natural), tienen una secuencia de aminoacidos truncada.

En la presente invencion, "alternano sacarasa de longitud completa” se refiere a la proteina que tiene una secuencia
de aminoacidos desde el aminoacido 40 al 2057 de la SEQ ID NO 2. La alternano sacarasa de longitud completa de
acuerdo con la definicion anterior difiere de la alternano sacarasa descrita en la literatura (por ejemplo, en el
documento US20060127328A1) por el hecho de que carece del péptido sefial de los aminoacidos 1-39 de la SEQ ID
NO 2.

Las proteinas de acuerdo con la invencién con la actividad enzimatica de una alternano sacarasa también se
denominan en adelante en el presente documento "alternano sacarasa truncada" o "enzima truncada". El término
"truncada" significa un truncamiento en el extremo N- y/o C-terminal de la secuencia de aminoacidos de una
alternano sacarasa de longitud completa, o en el extremo 5’ 0 3’ de la secuencia de acidos nucleicos en cuestion. El
truncamiento se puede llevar a cabo por medio de enzimas de restriccidon, enzimas proteoliticas en el caso de
proteinas, por sintesis completa (por ejemplo, de Merrifield) o, preferentemente, como se describe en los ejemplos
de la presente invencion. Por ejemplo, las moléculas de acido nucleico codificadas por la reivindicacion 1 y sus
modos de realizacién preferentes comprenden alternano sacarasas truncadas de acuerdo con la presente invencion.

Preferentemente, las moléculas de acido nucleico de acuerdo con la invencién adoptan la forma de moléculas de
acido nucleico aisladas.

Las alternano sacarasas truncadas de la presente invencion tienen una actividad mayor en células vegetales que las
enzimas de longitud completa.

Ademas, las alternano sacarasas truncadas de la presente invencion se expresan muy bien.

Las alternano sacarasas truncadas se pueden introducir mas facilmente en una vacuola vegetal o en otros
compartimentos vegetales, tales como plastos o apoplastos, que la enzima de longitud completa. Esto es ventajoso
para la producciéon de alternano en la planta, ya que, en funcién de la especie vegetal, la sacarosa material de
partida esta concentrada en la vacuola. Frecuentemente, es ventajoso expresar enzimas que sintetizan polimeros en
compartimentos distintos del citosol.
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La presente invencion demostré ademas que se puede obtener un alternano con propiedades ventajosas con ayuda
de alternano sacarasas truncadas codificadas por las moléculas de acido nucleico anteriores.

También se puede demostrar que la enzima alternano sacarasa truncada produce menos polimero de alternano
como subproducto en la produccién de oligosacarido de alternano que la alternano sacarasa de longitud completa.
Los oligosacaridos de alternano se producen por una reaccién catalizada por una enzima alternano sacarasa de
sacarosa con diversos azucares aceptores y se han descrito como prebioticos para controlar patdégenos bacterianos
entéricos. Al usar enzima alternano sacarasa truncada en la produccién de oligosacaridos de alternano, se obtiene
un rendimiento mayor del producto de oligosacarido deseado. Ademas, se facilita la purificacion de membrana del
oligosacarido, ya que el alternano polimérico puede dar lugar a incrustaciones en la membrana.

Por ultimo, la presente invencién proporciona también alternano sacarasas truncadas de gran pureza que mantienen
su actividad catalitica. Con ayuda de las moléculas de acido nucleico de acuerdo con la invencién, se pueden
generar esas células que producen una alternano sacarasa truncada recombinante de gran pureza y/o en
cantidades relativamente grandes, y también generar plantas modificadas genéticamente con una actividad de estas
enzimas, de modo que se produce la formacion de alternano en la planta: en el contexto de la presente invencién, el
término "gran pureza" significa que la proteina de acuerdo con la invencion tiene un grado de pureza de al menos el
80 %, preferentemente de al menos el 90 % y aun mas preferentemente de al menos el 95 %.

Preferentemente, se excluyen de la presente invencion las moléculas de acido nucleico y moléculas de acido
nucleico truncadas descritas en la solicitud de patente publicada US20060127328A1.

Preferentemente, se excluyen de la presente invencién las moléculas de acido nucleico descritas en los parrafos
[0062], [0065] y [0094] del documento US20060127328A 1. De acuerdo con la numeracion de la SEQ ID NO 1, éstas
son las siguientes moléculas de acido nucleico:

1. desde el nucledtido de la posicion 1 hasta el nucleétido de la posicion 4275, inclusive, de la SEQ ID NO 1 (=
acido nucleico 195-4469 de acuerdo con la numeracion del documento US20060127328A 1)

2. desde el nucledtido de la posiciéon 1 hasta el nucledtido de la posicion 4047, inclusive, de la SEQ ID NO 1 (=
acido nucleico 195-4241 de acuerdo con la numeracién del documento US20060127328A 1)

3. desde el nucledtido de la posicién 1024 hasta el nucleétido de la posicion 4275, inclusive, de la SEQ ID NO 1
(= acido nucleico 1218-4469 de acuerdo con la numeracion del documento US20060127328A 1)

4. desde el nucledtido de la posicion 1 hasta el nucleétido de la posicion 3870, inclusive, de la SEQ ID NO 1 (=
acido nucleico 195-4064 de acuerdo con la numeracion del documento US20060127328A 1)

5. desde el nucledtido de la posicién 1024 hasta el nucleétido de la posicidon 3870, inclusive, de la SEQ ID NO 1
(= acido nucleico 1218-4064 de acuerdo con la numeracion del documento US20060127328A 1)

Preferentemente, se excluyen asimismo de la presente invencion las moléculas de acido nucleico que se mencionan
en la memoria descriptiva del documento WO 00/47727 y que codifican una alternano sacarasa.

En contraste, otras moléculas de acido nucleico ventajosas que codifican una proteina con la actividad enzimatica de
alternano sacarasa son:

1. una molécula de acido nucleico con una secuencia desde el nucleétido de la posiciéon 502 hasta el nucleétido
de la posicion 3945, inclusive, de la secuencia de acidos nucleicos mostrada en la SEQ ID NO 1 o la SEQ ID NO
3,

2. una molécula de acido nucleico que codifica una proteina cuya secuencia de aminoacidos tiene al menos el
70 %, preferentemente al menos el 80 %, mas preferentemente al menos el 90 %, aun mas preferentemente al
menos el 95 % y lo mas preferentemente al menos el 98 % de identidad con la secuencia desde el aminoacido
de la posicion 168 hasta el aminoacido de la posicion 1315, inclusive, de la SEQ ID NO 2,

3. una molécula de acido nucleico con una secuencia desde el nucleétido de la posicion 1024 hasta el nucleétido
de la posicion 4047, inclusive, de la secuencia de acidos nucleicos mostrada en la SEQ ID NO 1 o la SEQ ID NO
3,

4. una molécula de acido nucleico que codifica una proteina cuya secuencia de aminoacidos tiene al menos el
70 %, preferentemente al menos el 80 %, mas preferentemente al menos el 90 %, aun mas preferentemente al
menos el 95 % y lo mas preferentemente al menos el 98 % de identidad con la secuencia desde el aminoacido
de la posicion 342 hasta el aminoacido de la posicion 1349, inclusive, de la SEQ ID NO 2,

5. una molécula de acido nucleico con una secuencia desde el nucledétido de la posicién 1024 hasta el nucleétido
de la posicion 3945, inclusive, de la secuencia de acidos nucleicos mostrada en la SEQ ID NO 1 o la SEQ ID NO
3,y
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6. una molécula de acido nucleico que codifica una proteina cuya secuencia de aminoacidos tiene al menos el
70 %, preferentemente al menos el 80 %, mas preferentemente al menos el 90 %, aun mas preferentemente al
menos el 95 % y lo mas preferentemente al menos el 98 % de identidad con la secuencia desde el aminoacido
de la posicion 342 hasta el aminoacido de la posicion 1315, inclusive, de la SEQ ID NO 2.

También se proporcionan en cada caso moléculas de acido nucleico cuya secuencia de acidos nucleicos deriva de la
secuencia de una de las moléculas de acido nucleico especificadas anteriormente, debido a la degeneracion del
codigo genético. Asimismo, se proporcionan moléculas de acido nucleico cuya secuencia tiene al menos el 70 %,
preferentemente al menos el 80 %, mas preferentemente al menos el 90 %, aun mas preferentemente al menos el
95 % y lo mas preferentemente al menos el 98 % de identidad con una de las secuencias especificadas
anteriormente. El término "identidad" se define en otro punto de la presente divulgacion y se detalla un procedimiento
de identificacion de la identidad. Ademas, la presente invencidon proporciona moléculas de acido nucleico cuya
secuencia de acidos nucleicos es complementaria a la secuencia de longitud completa de una de las moléculas de
acido nucleico mencionadas anteriormente, donde la secuencia complementaria, preferentemente, tiene el mismo
numero de nucledtidos que las moléculas de acido nucleico mencionadas anteriormente.

El trabajador experto puede encontrar en la literatura sugerencias relativas a la posicion de la secuencia de
nucledtidos o la secuencia de aminoacidos donde se pueden llevar a cabo modificaciones al mismo tiempo que la
proteina codificada, o la proteina con la secuencia de aminoacidos, mantiene aun la actividad enzimatica de una
alternano sacarasa. G. Joucla et al., FEBS Letters 580 (2006) 763-768 y el documento US 2006/0127328A1
describen diversos dominios de una enzima alternano sacarasa, véanse, por ejemplo, la fig. 2 de Joucla et al. y las
figs. 3A y 3B del documento US 2006/0127328A1. En primer lugar, esta referencia divulga una regién variable N-
terminal en el intervalo desde el aminoacido 40 hasta el 341 de la proteina, que corresponde a los nucleétidos 118 a
1023 de una secuencia codificante adecuada, tal como, por ejemplo, los nucleétidos 118 a 1023 de la SEQ ID NO 1
o 3 de la presente invencion. La region variable N-terminal va seguida de un dominio catalitico muy conservado
desde el aminoacido 342 hasta el 1290 de la proteina, que corresponde a los nucleétidos 1024 a 3870 de una
secuencia codificante correspondiente, por ejemplo, con la SEQ ID NO 1 o 3 (G. Joucla et al., p. 763, columna de la
izquierda). Partiendo de la presente divulgaciéon, un trabajador experto esperaria que las modificaciones de
nucledtidos/aminoacidos en la region variable mantuvieran la actividad enzimatica de una alternano sacarasa, en
lugar de las modificaciones en el dominio catalitico muy conservado. Por tanto, el trabajador experto, realizaria en
primer lugar modificaciones en la seccion de la molécula de acido nucleico que codifica la region variable de
proteinas alternano sacarasa (nucleotidos 118-1023 de la SEQ ID 1 o 3) con el fin de generar una molécula de acido
nucleico cuya secuencia tenga al menos el 70 %, preferentemente al menos el 80 %, mas preferentemente al menos
el 90 %, aun mas preferentemente al menos el 95 % y lo mas preferentemente al menos el 98 % de identidad con la
secuencia de la reivindicacion 1 a), c) o e) y que todavia codifique una proteina con actividad alternano sacarasa.
Esto mismo se cumple para una modificacion de la secuencia de aminoacidos con el fin de obtener una molécula de
acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 1 b), d) o f), que el trabajador experto realizaria en primer lugar en la
region de los aminoacidos 40-341 de la SEQ ID NO 2.

Ademas, en G. Joucla et al., FEBS Letters 580 (2006) 763-768 y el documento US 2006/0127328A1 se detalla un
dominio C-terminal (dominio de union a glucano, GBD) que consiste en 709 aminoacidos y, por lo tanto, comprende
los aminoacidos 1348-2057 de una enzima alternano sacarasa. El dominio C-terminal contiene lo que se conoce
como repeticiones CW y repeticiones APY. G. Joucla et al. explican que un alternano sintetizado por una alternano
sacarasa que carece de las repeticiones APY (aminoacidos 1507-2057) es idéntico a un alternano obtenido con
alternano sacarasa nativa. Por tanto, los motivos APY no participan en la actividad polimerasa de la enzima (Joucla
et al., p. 767, columna de la izquierda). Ademas, la alternano sacarasa truncada estudiada por Joucla et al.
(denominada "ASR C- APY- del") contiene todavia sélo 4 de las 7 repeticiones CW originales (Joucla et al. p. 765,
columna de la izquierda), sin que esto afecte a la actividad polimerasa de la enzima. Por tanto, la retirada de los
aminoacidos de la posicion 1426-1481, que corresponde aproximadamente a las unidades CW de 5 a 7 (véase,
Joucla et al., fig. 1) tampoco destruye la actividad de la alternano sacarasa, como confirman los resultados de Joucla
et al. Partiendo de una molécula de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 1 €), por lo tanto, un trabajador
experto, preferentemente llevaria a cabo modificaciones en la seccién de 4276-4518 de la SEQ ID NO 1 o 3, que
codifica los aminoacidos 1426-1506 de una alternano sacarasa de acuerdo con la SEQ ID NO 2, con el fin de
generar una molécula de acido nucleico cuya secuencia tenga al menos el 70 %, preferentemente al menos el 80 %,
mas preferentemente al menos el 90 %, aun mas preferentemente al menos el 95 % y lo mas preferentemente al
menos el 98 % de identidad con la secuencia de la reivindicacién 1 e). Esto mismo se cumple para una modificacion
de la secuencia de aminoacidos con el fin de obtener una molécula de acido nucleico de acuerdo con la
reivindicacion 1 f), que el trabajador experto realizaria en primer lugar en la region de los aminoacidos 1426-1506 de
la SEQ ID NO 2.

Sin embargo, lo dicho anteriormente no excluye en modo alguno las modificaciones en otras regiones de las
secuencias de acidos nucleicos/aminoacidos de acuerdo con la invencién, que todavia mantienen la actividad
enzimatica de una alternano sacarasa. Por lo tanto, el ambito de la presente invencion comprende expresamente
modificaciones en otras secciones distintas de las indicadas anteriormente.

En la técnica anterior de G. Joucla et al., se mantiene que la retirada de todo el dominio C-terminal es desfavorable
para la expresion de la proteina (p. 765, columna de la derecha), donde, de acuerdo con Joucla, el dominio C-

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2438 001 T3

terminal consiste en 709 aminoacidos y, por tanto, comprende los aminoacidos 1348-2057 de una alternano
sacarasa (Joucla, p. 763, columna de la derecha). Sin embargo, en la presente invencion se demostrd
sorprendentemente que una alternano sacarasa truncada que comprende los aminoacidos 40-1315 de la SEQ ID
NO 2 se expresa y es cataliticamente activa, cosa que no cabia esperar a la vista de las ensefianzas de Joucla et al.

En otro aspecto, la presente memoria descriptiva describe una molécula de acido nucleico que codifica una proteina
con actividad alternano sacarasa seleccionada del grupo que consiste en

a) una molécula de acido nucleico que comprende la secuencia de nucledtidos mostrada en la SEQ ID NO 3,

b) una molécula de acido nucleico cuya secuencia tiene al menos el 70 %, preferentemente al menos el 80 %,
mas preferentemente al menos el 90 %, ain mas preferentemente al menos el 95 % y lo mas preferentemente al
menos el 98 % de identidad con la secuencia mostrada en la SEQ ID NO 3,

c)una molécula de acido nucleico cuya secuencia de acidos nucleicos se desvia de la secuencia de las
moléculas de acido nucleico de a) o b) debido a la degeneracion del codigo genético,

d) una molécula de acido nucleico cuya secuencia de acidos nucleicos es complementaria a la secuencia de una
de las moléculas de acido nucleico de a), b), ¢) o parte de las mismas,

e) moléculas de acido nucleico que son fragmentos, variantes alélicas y/o derivados de las moléculas de acido
nucleico mencionadas en a), b), c) o d).

Como consecuencia de su secuencia con codones optimizados, las moléculas de acido nucleico basadas en la SEQ
ID NO 3 e indicadas en el parrafo anterior muestran una expresion mejorada en células vegetales en comparacion
con las moléculas de acido nucleico de la SEQ ID NO 1. Los codones se modifican en el sentido de que se adaptan
a la frecuencia de uso de los codones de la célula vegetal o de la planta en cuyo genoma estan integrados o se van
a integrar. El uso de codones de la SEQ ID NO 3 se optimizé especificamente para el maiz y la cafia de azucar.

Debido a la degeneracion del codigo genético, los aminoacidos pueden estar codificados por uno o mas codones.
Los diferentes organismos usan los codones, cada unos de los cuales codifican un aminoacido, con diferente
frecuencia. La adaptacion de los codones de una secuencia de acidos nucleicos codificante a su frecuencia de uso
en la célula vegetal o en la planta en cuyo genoma se va a integrar la secuencia a expresar puede contribuir a
aumentar la cantidad de proteina traducida y/o a la estabilidad del ARNm correspondiente en las células vegetales o
plantas en cuestion. El trabajador experto puede determinar la frecuencia de uso de los codones en las células
vegetales o plantas en cuestién mediante el estudio del mayor nimero posible de secuencias de acidos nucleicos
codificantes del organismo en cuestion para la frecuencia a la que se usan determinados codones para codificar un
aminoacido determinado. El trabajador experto conoce la frecuencia de uso de los codones de determinados
organismos y se puede llevar a cabo de forma sencilla y rapida con ayuda de programas informaticos. Existen
programas informaticos adecuados disponibles publicamente y estan disponibles de forma gratuita, entre otros, en
Internet (por ejemplo, http://gcua.schoedl.de/; http://www.kazusa.o.jp/codon/;
http://www.entelechon.com/eng/cutanalysis.html).

La adaptacion de los codones de una secuencia de acidos nucleicos codificante a su frecuencia de uso en la célula
vegetal o en la planta en cuyo genoma se va a integrar la secuencia a expresar se puede efectuar por mutagénesis
in vitro o, preferentemente, por sintesis de novo de la secuencia génica. El trabajador experto conoce
procedimientos para la sintesis de novo de secuencias de acidos nucleicos. Una sintesis de novo se puede efectuar,
por ejemplo, sintetizando en primer lugar oligonucleétidos de acidos nucleicos individuales, hibridandolos con
oligonucledtidos complementarios de modo que formen una doble hebra de ADN y ligando después los
oligonucledtidos bicatenarios individuales entre si de tal forma que se obtenga la secuencia de acidos nucleicos
deseada. La sintesis de novo de secuencias de acidos nucleicos que incluye la adaptacion de la frecuencia de uso
de los codones a un organismo objetivo especifico también se puede encargar a empresas que ofrecen este tipo de
servicio (por ejemplo, Entelechon GmbH, Regensburg, Alemania).

Preferentemente, también se excluyen de la presente invencion, entre las moléculas de acido nucleico descritas
anteriormente con secuencia con codones optimizados, las moléculas de acido nucleico que se describen en la
memoria descriptiva del documento WO 00/47727.

El término "derivado" significa que las secuencias de estas moléculas difieren de las secuencias de las moléculas de
acido nucleico descritas anteriormente en una o mas posiciones y que tienen un alto grado de identidad con estas
secuencias. Las desviaciones de las moléculas de acido nucleico descritas anteriormente se pueden haber
originado, por ejemplo, como consecuencia de una eliminacion, adicion, sustitucion, insercion o recombinacion. Las
variantes alélicas pueden adoptar la forma de variantes naturales o, si no, de variantes generadas sintéticamente o
variantes que se han generado por tecnologias de ADN recombinante.

Preferentemente, el triplete de acido nucleico ATG esta unido cadena arriba del extremo 5’ de las moléculas de
acido nucleico de acuerdo con la invencion descritas anteriormente y a continuacion en el presente documento, a
menos que ya haya un triplete de este tipo presente en el extremo 5’ de la secuencia. En este modo de realizacion
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preferente, ATG forma por tanto el nuevo extremo 5’ de la secuencia. ATG actla como el codén de iniciacion de la
traduccioén del acido nucleico. El triplete ATG puede estar unido al extremo 5’ de una molécula de acido nucleico de
acuerdo con la invencidon por procedimientos conocidos por el trabajador experto. Un procedimiento de uso
extendido es la PCR con el uso de cebadores adaptados especificamente, como se describe en los ejemplos
adjuntos.

Preferentemente, un triplete de acido nucleico seleccionado de entre TAA, TAG o TGA esta unido cadena abajo del
extremo 3’ de las moléculas de acido nucleico de acuerdo con la invencion descritas anteriormente y a continuacion
en el presente documento, a menos que ya haya un triplete de este tipo presente en el extremo 3’ de la secuencia.
En este modo de realizacion preferente, TAA, TAG o TGA forman por tanto el nuevo extremo 3’ de la secuencia. Los
tripletes mencionado actian como codones de detencion en la transcripcién/traduccion de las moléculas de acido
nucleico. Un triplete TAA, TAG o TGA puede estar unido al extremo 3’ de una molécula de acido nucleico de acuerdo
con la invencién por procedimientos conocidos por el trabajador experto. Un procedimiento de uso extendido es la
PCR con el uso de cebadores adaptados especificamente, como se describe en los ejemplos adjuntos.

Las proteinas codificadas por las moléculas de acido nucleico de acuerdo con la invencion se expresan muy bien en
células vegetales y en sistemas de expresion bacterianos.

Las moléculas de acido nucleico de acuerdo con la invencién adoptan la forma de moléculas de ADN, en particular
moléculas gendmicas. Ademas, las moléculas de acido nucleico de acuerdo con la invencién pueden ser moléculas
de ARN.

Las moléculas de acido nucleico de acuerdo con la invencién que codifican una alternano sacarasa truncada se
pueden haber preparado sintéticamente o por técnicas recombinantes. Con este fin, por ejemplo, se puede preparar
sintéticamente una molécula de acido nucleico con una secuencia con codones optimizados de acuerdo con la SEQ
ID NO 3 que codifica una alternano sacarasa de longitud completa, como ya se ha descrito anteriormente. Después,
se usa la molécula de acido nucleico con la secuencia de SEQ ID NO 3 para preparar las moléculas de acido
nucleico de acuerdo con la invencién, preferentemente por medio de técnicas de PCR usando cebadores adaptados
adecuadamente, moléculas de acido nucleico que codifican una alternano sacarasa truncada. En los ejemplos y los
listados de secuencias adjuntos se detallan el procedimiento de PCR y cebadores adecuados.

Las moléculas de acido nucleico que codifican una alternano sacarasa de longitud completa también se pueden
originar a partir de una fuente natural, preferentemente a partir de microorganismos, mas preferentemente a partir de
bacterias, aun mas preferentemente a partir de bacterias grampositivas y lo mas preferentemente a partir de
bacterias de especies de Leuconostoc, en particular de Leuconostoc mesenteroides. En el documento WO 00/47727
se describen moléculas de acido nucleico que codifican una alternano sacarasa de longitud completa a partir de
Leuconostoc mesenteroides y que tienen una secuencia como se muestra en la SEQ ID NO 1. Por lo tanto, el
trabajador experto puede consultar la divulgacion del documento WO 00/47727 para obtener una molécula de acido
nucleico como se muestra en la SEQ ID NO 1. Una molécula de acido nucleico con la SEQ ID NO 1, a su vez, se
puede usar para preparar las moléculas de acido nucleico de acuerdo con la invencién que codifican una alternano
sacarasa truncada. Preferentemente, la preparacion de las moléculas de acido nucleico de acuerdo con la invencién
a partir de moléculas de acido nucleico con una secuencia como se muestra en la SEQ ID NO 1 se lleva a cabo por
medio de técnicas de PCR. También se pueden preparar moléculas de acido nucleico de acuerdo con la invencién a
partir de una molécula de acido nucleico con la SEQ ID NO 3 por medio de PCR, de forma analoga a la preparacion
de las moléculas de acido nucleico de acuerdo con la invencién a partir de una molécula de acido nucleico con la
SEQ ID NO 1 como se describe en los ejemplos. La preparacion de los cebadores adaptados adecuadamente forma
parte de las competencias de un experto en la técnica.

Se entiende que una proteina o enzima con la actividad enzimatica o biolégica de una alternano sacarasa (E.C.
2.4.1.140) quiere decir una enzima que cataliza la conversion de sacarosa en alternano y fructosa. Esta conversion
se puede producir en presencia o ausencia de aceptores externos (por ejemplo, maltosa, isomaltosa, isomaltotriosa
y similares). En ausencia de aceptores externos, las alternano sacarasas, partiendo de la sacarosa; catalizaran la
liberacién de fructosa y alternano de alto peso molecular, un polisacarido compuestos por unidades de glucosa, cuyo
esqueleto consiste en unidades de glucosa que estan unidas entre si, preferentemente de forma alterna, por enlaces
a-1,3- y a-1,6-glucosidicos, donde la estructura puede contener también ramificaciones. En presencia de aceptores
externos tales como, por ejemplo, maltosa, isomaltosa, isomaltotriosa y metil-alfa-D-glucano, la alternano sacarasa
puede catalizar, en esos aceptores de polisacaridos, la sintesis de cadenas de alfa-D-glucano en las que los
residuos de glucosa estan unidos, predominantemente de forma alterna, con enlaces alfa-1,6- y alfa-1,3-
glucosidicos, y de fructosa. En funcion del aceptor empleado, los productos obtenidos tienen diferentes estructuras.
La actividad enzimatica de una alternano sacarasa se puede detectar, por ejemplo, como se describe por Lopez-
Munguia (Annals New York Academy of Sciences 613 (1990), 717-722) o en los ejemplos de la presente solicitud.
Se puede definir una unidad de actividad (1 u) como la cantidad de enzima que, en un minuto, da lugar a la
liberacién de 1 umol de fructosa.

En el contexto de la presente invencion, el término "identidad" significa una identidad de secuencia a lo largo de toda
la extension de una secuencia de nucledtidos o una identidad de secuencia a lo largo de toda la extension de una
secuencia de aminoacidos de al menos el 60 %, preferentemente al menos el 70 %, mas preferentemente al menos
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el 80 %, en particular al menos el 90 %, aun mas preferentemente al menos el 95 % y lo mas preferentemente al
menos el 98 %. Por tanto, la presente invencion comprende también todas las modificaciones de todas las
secuencias de acidos nucleicos o de aminoacidos de acuerdo con la invencién que se describen en el presente
documento que tienen el porcentaje de identidad mencionado anteriormente.

En relacion con la presente invencion, se entiende que el término "identidad" significa el numero de
aminoacidos/nucledtidos coincidentes (identidad)con ofras proteinas/aminoacidos, expresado como porcentaje.
Preferentemente, la identidad entre dos secuencias de aminoacidos pertinentes o entre dos secuencias de acidos
nucleicos pertinentes se determina con la ayuda de programas informaticos. Si las secuencias que se comparan
entre si son de distinta longitud, la identidad se debe determinar de tal forma que el nUmero de aminoacidos que la
secuencia mas corta comparte con la secuencia mas larga determine el porcentaje de identidad. Preferentemente, la
identidad se determina por medio del programa informatico conocido y disponible publicamente ClustalWW (Thompson
et al., Nucleic Acids Research 22 (1994), 4673-4680). La definicion de identidad en el programa ClustalW y los
procedimientos para determinarla, que estan disponible publicamente, se incorporan expresamente por referencia.
ClustalW ha sido puesto a disposicion del publico por Julie Thompson (Thompson@EMBL-Heidelberg.DE) y Toby
Gibson (Gibson@EMBL-Heidelberg.DE), del European Molecular Biology Laboratory, Meyerhofstrasse 1, D 69117
Heidelberg, Alemania. Clustal W también se puede descargar de diversas paginas de Internet, entre otras, la del
IGBMC (Institut de Génétique et de Biologie Moléculaire et Cellulaire, B.P. 163, 67404 lllkkirch Cedex, Francia; ftp:
[Iftp-igbmc.u-strasbg.fr/pub/) y el EBI (ftp: //ftp.ebi.ac.uk/pub/ software/) y todas las paginas de Internet del EB1
reflejadas (European Bioinformatics Institute, Welcome Trust Genome Campus, Hinxton, Cambridge CB10 ISD, RU).

Preferentemente, para determinar la identidad entre proteinas descritas dentro del ambito de la presente invencion y
otras proteinas se usa la versién 1.8 del programa informatico ClustalW. En este contexto, se configuraran los
siguientes parametros: KTUPLE=1, TOPDIAG=5, WINDOW=5, PAIRGAP=3, GAPOPEN=10, GAPEXTEND=0,05,
GAPDIST=8, MAXDIV=40, MATRIX=GONNET, ENDGAPS (OFF), NOPGAP, NOHGAP. Preferentemente, para
determinar la identidad entre, por ejemplo, la secuencia de nucleétidos de las moléculas de acido nucleico descritas
dentro del ambito de la presente invencion y la secuencia de nucledtidos de otras moléculas de acido nucleico, se
usa la version 1.8 del programa informatico ClustalW. En este contexto, se configuraran los siguientes parametros:
KTUPLE=2, TOPDIAGS=4, PAIRGAP=5, DNAMATRIX: IUB, GAPOPEN=10, GAPEXT=5, MAXDIV=40,
TRANSITIONS: no ponderadas.

En la presente invencion, preferentemente, la secuencia de comparacion ya la secuencia modificada (es decir, las
secuencias comparadas) tienen el mismo numero de nucleétidos o aminoacidos. Aun mas preferentemente, la
secuencia de acidos nucleicos o de aminoacidos modificada se obtiene por intercambio de acidos nucleicos o
aminoacidos en la secuencia de comparacion. Esto es, la secuencia de acidos nucleicos o aminoacidos modificada
se basa en la misma seccion de la SEQ 1, 2 o 3 que la secuencia de comparacion. Por ejemplo, una molécula de
acido nucleico modificada cuya secuencia tiene al menos el 70 %, preferentemente al menos el 80 %, mas
preferentemente al menos el 90 %, aun mas preferentemente al menos el 95 % y lo mas preferentemente al menos
el 98 % de identidad con la secuencia se basa en una molécula de acido nucleico con una secuencia desde el
nucleétido de la posicién 118 hasta el nucleétido de la posicién 4140, inclusive, de la secuencia de acidos nucleicos
mostrada en la SEQ ID NO 1 o SEQ ID NO 3 (secuencia de comparacioén), pero dicha molécula de acido nucleico
con una secuencia desde el nucleétido de la posiciéon 118 hasta el nucleétido de la posicidon 4140, inclusive, se
modificé por intercambio de nucleétidos con el fin de obtener la secuencia modificada en la que se mantiene el
numero de nucledtidos. Preferentemente, se puede aplicar el mismo principio a todas las demas secuencias de
acidos nucleicos o aminoacidos modificadas descritas en el presente documento, que se definen por un determinado
porcentaje de identidad en relacion con una secuencia de comparacion.

También se describe una molécula de acido nucleico cuya secuencia de acidos nucleicos difiere de la secuencia de
una de las moléculas de acido nucleico descritas anteriormente, en particular de una molécula de acido nucleico
como se especifica en la reivindicacién 1, por una o mas mutaciones puntuales dentro de la secuencia de acidos
nucleicos, manteniéndose la actividad enzimatica de una alternano sacarasa en la proteina codificada.

Es posible introducir las mutaciones mencionadas anteriormente en las moléculas de acido nucleico por medio de
técnicas convencionales de biologia molecular (véase, por ejemplo, Sambrook et al., 2001, Molecular Cloning, A
Laboratory Manual, 32 edicion, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY).

Un ejemplo que es factible es la introduccion de mutaciones puntuales donde una modificaciéon de la secuencia de
aminoacidos tiene un efecto, por ejemplo, en la actividad de la enzima o en la regulacion de la enzima. De este
modo, es posible generar, por ejemplo, mutantes con una estereoselectividad o una regioselectividad modificadas o
un valor de Km modificado, o que ya no estan sujetos a los mecanismos reguladores que normalmente estan
presentes en la célula y que actian a través de regulacion alostérica o modificacion covalente. Mutaciones de este
tipo, que también se pueden introducir en una molécula de acido nucleico de acuerdo con la invencién, se describen,
por ejemplo, en la solicitud de patente publicada US 20060127328A1. Preferentemente, se excluyen de la presente
invencion las moléculas de acido nucleico descritas en el documento US20060127328A1, en particular en los
parrafos [0063], [0064] y [0066]. Preferentemente, también se excluyen de la presente invencion las alternano
sacarasas de longitud truncada que estan codificadas por estas moléculas de acido nucleico y que se describen en
particular en el parrafo [0091] del documento US20060127328A1.
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Con el fin de someter células procariotas a manipulaciéon recombinante, se pueden introducir las moléculas de acido
nucleico de acuerdo con la invencion o partes de estas moléculas en plasmidos que permitan una mutacién o
modificacién de secuencia por medio de recombinacién de secuencias de ADN. Se pueden llevar a cabo
intercambios de bases o se pueden afiadir secuencias naturales o sintéticas, con ayuda de procedimientos
ordinarios (véase Sambrook et al., 2001, Molecular Cloning: A laboratory manual, 32 edicién, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, NY, EE. UU.). Para conectar los fragmentos de ADN entre si, se pueden afadir adaptadores o
enlazadores a los fragmentos. Ademas, es posible emplear manipulaciones que proporcionan sitios de escision de
restriccion o que retiran el exceso de ADN o sitios de escision de restriccion. Cuando sean adecuadas inserciones,
eliminaciones o sustituciones, se puede usar mutagénesis in vitro, "reparacion de cebadores", restriccion; PCR o
ligacion (véase Sambrook et al., 2001, Molecular Cloning: A laboratory manual, 32 edicion, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, NY, EE. UU.). Los procedimientos analiticos que se llevan a cabo en general son el analisis de
secuencias, los analisis de restriccion y otros procedimientos bioquimicos/de biologia molecular.

La invencién se refiere también a moléculas de acido nucleico que hibridan en condiciones rigurosas con las
moléculas de acido nucleico de acuerdo con la invenciéon descritas anteriormente, con la condiciéon de que la
proteina codificada tenga la actividad enzimatica de una alternano sacarasa.

Para los propositos de la presente invencion, el término "hibridacion" significa hibridacion en condiciones de
hibridacion convencionales, preferentemente en condiciones rigurosas, como se describen, por ejemplo, en
Sambrook et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 3?2 edicién, (2001) Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Cold Spring Harbor, NY. De forma particularmente preferente "hibridacién" significa que se produce una hibridacion
en las siguientes condiciones: tampdn de hibridacion: 2 x SSC; 10 x solucion de Denhardt (Ficoll 400 + PEG + BSA,;
proporcion 1:1:1); SDS al 0,1 %; EDTA 5 mM; Na;HPO,4 50 mM; 250 ug/ml de ADN de esperma de Herring; 50 pug/ml
de ARN{; o tampon fosfato de sodio 0,25 M a pH 7,2; EDTA 1 mM, SDS al 7 %; T=65 a 68 °C, tampon de lavado: 0,1
x SSC; SDS al 0,1 %, temperatura de lavado: T=65 a 68 °C.

Las moléculas de acido nucleico que hibridan con moléculas de acido nucleico de acuerdo con la invencién pueden
derivar de cualquier organismo deseado; pueden derivar, por lo tanto, bacterias, hongos, animales, plantas o de
virus.

Las moléculas de acido nucleico que hibridan con las moléculas mencionadas anteriormente se pueden aislar, por
ejemplo, a partir de colecciones genomicas de colecciones de ADNc. La identificacion y el aislamiento de estas
moléculas de acido nucleico se pueden efectuar usando las moléculas de acido nucleico mencionadas anteriormente
o partes de estas moléculas, o los complementos inversos de estas moléculas, por ejemplo, por medio de
hibridacion por procedimientos ordinarios (véase, por ejemplo, Sambrook et al., 2001, Molecular Cloning, A
Laboratory Manual, 32 edicion, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY), o por amplificacion
por medio de PCR.

Los fragmentos usados como sonda de hibridacién también pueden adoptar la forma de fragmentos sintéticos u
oligonucledtidos que se han preparado con ayuda de técnicas de sintesis habituales y cuya secuencia coincide
esencialmente con la de una molécula de acido nucleico descrita dentro del ambito de la presente invencion.

Las moléculas que hibridan con las moléculas de acido nucleico descritas comprenden en particular fragmentos,
derivados y variantes alélicas de las moléculas de acido nucleico mencionadas anteriormente. El término "derivado”
significa que las secuencias de estas moléculas difieren de las secuencias de las moléculas de acido nucleico
descritas anteriormente en una o mas posiciones y que tienen un alto grado de identidad con estas secuencias. Las
desviaciones de las moléculas de acido nucleico descritas anteriormente se pueden haber originado, por ejemplo,
por eliminacion, adicion, sustitucion, insercién o recombinacion.

También se describen oligonucledtidos que hibridan especificamente con una molécula de acido nucleico de
acuerdo con la invencion. Preferentemente, estos oligonucleétidos tienen una longitud de al menos 10, en particular
de al menos 15 y de forma particularmente preferente de al menos 50 nucleétidos. Se caracterizan por que hibridan
especificamente con moléculas de acido nucleico de acuerdo con la invencion, es decir, no lo hacen, o lo hacen en
un grado muy bajo, con secuencias de acidos nucleicos que codifican otras proteinas, en particular otras glucosil
transferasas. Los oligonucledtidos se pueden usar, por ejemplo, como cebadores para técnicas de amplificacion
tales como la reaccion de PCR, o como sonda de hibridacion para el aislamiento de genes relacionados.

En otro modo de realizacién preferente, las moléculas de acido nucleico de acuerdo con la invencién estan
enlazadas a elementos reguladores que garantizan la transcripcion y la sintesis de un ARN traducible en células
procariotas o eucariotas. Estas secuencias reguladoras se detallan en otra parte de la presente divulgacion, tanto
para microorganismos como para plantas.

La invencion se refiere ademas a vectores, en particular plasmidos, césmidos, virus, bacteriéfagos y otros vectores
usados convencionalmente en ingenieria genética, que comprenden las moléculas de acido nucleico de acuerdo con
la invencioén descritas anteriormente. En un modo de realizacion preferente de la invencion, los vectores de acuerdo
con la invencién son adecuados para la transformacion de células de microorganismos. Preferentemente, estos
vectores son adecuados para la transformacion de células vegetales. En otro modo de realizacion preferente, estos
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vectores permiten la integracion en el genoma de la célula vegetal de las moléculas de acido nucleico de acuerdo
con la invencidn, en caso apropiado junto con regiones reguladoras flanqueantes. Son ejemplos los vectores binarios
que se pueden emplear en la transferencia de genes mediada por agrobacterias, algunos de los cuales ya estan
disponibles comercialmente. Otros vectores que se pueden usar de forma ventajosa son los que comprenden
secuencias que se integran en el genoma de la planta por medio de administracion directa de genes. Un ejemplo de
una referencia sobre la administracion directa de genes en la cafia de azucar es: Bower R, Elliot AR, Potier BAM y
Birch RG (1996) High efficiency, microprojectile-mediated cotransformation of sugarcane, using visible o selectable
markers. Molecular Breeding 2: 239-249.

En un aspecto de la presente invencién, los vectores son plasmidos como se describe en el documento
US20060127328A1, parrafo [0076].

La expresioén de los acidos nucleicos de la presente invencién se puede producir en células procariotas o eucariotas.
En el documento US20060127328A1, parrafo [0077], se detallan ejemplos de células adecuadas.

Otros vectores preferentes son los vectores usados en los ejemplos de uso adjuntos.

Una expresion particularmente ventajosa es la expresion de las moléculas de acido nucleico de acuerdo con la
invencion en células procariotas o eucariotas que no tienen enzimas que interfieran, tales como, por ejemplo,
dextrano sacarasas u otras enzimas formadoras o degradadoras de polisacaridos.

En otro modo de realizacion, la invencion se refiere a células huésped, en particular células procariotas o eucariotas,
que estan transformadas con una molécula de acido nucleico de acuerdo con la invencion descrita anteriormente o
un vector de acuerdo con la invencion, y a células que derivan de estas células transformadas y que comprenden
una molécula de acido nucleico de acuerdo con la invencidn o un vector de acuerdo con la invencion.
Preferentemente, la célula de acuerdo con la invencién es una célula huésped aislada.

En un modo de realizacion preferente, las células huésped son células de microorganismos. En el contexto de la
presente invencion, el término "microorganismo" comprende bacterias y todos los protistas (por ejemplo, hongos, en
particular levaduras, algas) como se define en Schlegel "Allgemeine Mikrobiologie" (Georg Thieme Verlag, 1985, 1-
2). En un modo de realizacion preferente, la invencion se refiere a células de algas y células huésped de los géneros
Aspergillus, Bacillus, en particular Bacillus subtilis, Saccharomyces, tal como Saccharomyces cerevisiae, o Pichia
(Rodriguez, Journal of Biotechnology 33 (1994), 135-146, Romanos, Vaccine, Vol. 9 (1991), 901 y sig.). Otras células
adecuadas que se pueden usar en la presente invencion son Salmonella typhimurium, cepas derivadas de
Pseudomonas, Streptomyces y Staphylococcus, parasitos tales como parasitos apicomplejos (Plasmodia,
Toxoplasma, Cryptosporidia), Leishmania o Trypanosoma. En un modo de realizacién particularmente preferente, la
invencion se refiere a células de E. coli.

Es particularmente preferente que la alternano sacarasa truncada se secrete desde la célula huésped. La generacion
de células huésped de este tipo para la produccién de una alternano sacarasa truncada se puede efectuar por
procedimientos conocidos por el trabajador experto. Normalmente, la secrecion de proteinas por microorganismos
esta mediada por péptidos sefial N-terminales (secuencia sefal, péptido lider, péptido de transito). Las proteinas con
esta secuencia sefial pueden atravesar la membrana celular del microorganismo. Se puede lograr una secrecion de
proteinas uniendo la secuencia de ADN que codifica el péptido sefial a la region codificante de alternano sacarasa
correspondiente. La secrecion la garantiza una secuencia sefial que comprende los primeros 39 residuos de
aminoacido N-terminales de la SEQ ID NO 2.

En un modo de realizacién preferente de la invencion, las células huésped de acuerdo con la invencion no tienen
actividades enzimaticas que interfieren, tales como, por ejemplo, de enzimas formadoras o degradadoras de
polisacaridos.

Se encuentra una descripcion general de los diversos sistemas de expresion, por ejemplo, en Methods in
Enzymology 153 (1987), 385-516, en Bitter et al. (Methods in Enzymology 153 (1987), 516-544) y en Sawers et al.
(Applied Microbiology and Biotechnology 46 (1996), 1-9), Billman-Jacobe (Current Opinion in Biotechnology 7 (1996),
500-4), Hockney (Trends in Biotechnology 12, (1994), 456-463), Griffiths et al., Methods in Molecular Biology 75
(1997), 427-440). Se puede encontrar una descripcion general de sistemas de expresion de levaduras, por ejemplo,
en Hensing et al. (Antonie von Leuwenhoek 67(1995), 261-279), Bussineau et al. (Developments in Biological
Standardization 83 (1994), 13-19), Gellissen et al. (Antonie von Leuwenhoek 62 (1992), 79-93), Fleer (Current
Opinion in Biotechnology 3 (1992), 486-496), Vedvick (Current Opinion in Biotechnology 2 (1991), 742-745) y
Buckholz (Bio/Technology 9 (1991), 1067-1072).

En la literatura se describen ampliamente vectores de expresion. Ademas de un gen marcador de seleccion y un
origen de replicacion que garantice la replicacion en el huésped escogido, comprenden, por norma, un promotor
bacteriano o virico y, en la mayoria de los casos, una sefial de transcripcion. Entre el promotor y la sefal de
terminacion se localiza al menos un sitio de escisiéon de restriccién o un polienlazador, elementos que hacen posible
la insercién de una secuencia de ADN codificante. Un elemento que se puede usar como secuencia promotora es la
secuencia de ADN que controla de forma natural la transcripcion del gen en cuestién, siempre que esté activa en el
organismo huésped escogido. Sin embargo, también se pueden sustituir las demas secuencias promotoras por esta
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secuencia. No solo es posible usar promotores que provocan la expresion constitutiva del gen, sino también
promotores inducibles, que permiten una regulacion dirigida de la expresion del gen cadena abajo.

En la literatura se describen ampliamente secuencias promotoras bacterianas y viricas con estas propiedades. En la
literatura se describen suficientemente secuencias reguladoras para su expresion en microorganismos (por ejemplo,
E. coli, S. cerevisiae). Son promotores que permiten una expresion particularmente intensa del gen cadena abajo,
por ejemplo, el promotor T7 (Studier et al., Methods in Enzymology 185 (1990), 60-89), lacuv5, trp, trp-lacUV5
(DeBoer et al., en Rodriguez y Chamberlin (Eds), Promotors, Structure and Function; Praeger, Nueva York , (1982),
462-481; DeBoer et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1983), 21-25), Ipl, rac (Boros et al., Gene 42 (1986), 97- 100). Por
norma, las cantidades de proteina alcanzan su maximo desde la mitad hacia el final de la fase logaritmica del ciclo
de crecimiento de los microorganismos. Por lo tanto, la sintesis de proteinas se lleva a cabo preferentemente usando
promotores inducibles. Frecuentemente, dan lugar a mayores rendimientos de proteina que los promotores
constitutivos. Como consecuencia de la transcripcion y traduccion permanentes de un gen clonado, el uso de
promotores constitutivos fuertes conduce frecuentemente al hecho de la pérdida de energia para otras funciones
celulares, de modo que se ralentiza el crecimiento celular (Bernard R. Glick/Jack J. Pasternak, Molekulare
Biotechnologie (1995), Spektrum Akademischer Verlag GmbH, Heidelberg Berlin Oxford, p. 342.). Para lograr una
cantidad optima de proteina, por lo tanto, se recurre frecuentemente a un procedimiento en dos etapas. En primer
lugar, se cultivan las células huésped en condiciones 6ptimas hasta alcanzar una densidad celular relativamente
alta. En la segunda etapa, se induce la transcripcion, en funcién del tipo de promotor empleado. Un promotor que es
particularmente adecuado en este contexto es un promotor tac inducible por lactosa o IPTG (= isopropil-beta-D-
tiogalactopirandsido) (deBoer et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80 (1983), 21-25). En la literatura se describen del
mismo modo sefales de terminacion de la transcripcion (Young RA (1979) Transcription termination in the
Escherichia coli ribosomal RNA operon rrC, J Biol Chem. 254: 12725 31; Lynn SP, Bauer CE, Chapman K, Gardner
JF. (1985) Identification and characterization of mutants affecting transcription termination at the threonine operon
attenuator. J Mol Biol. 183: 529- 41).

Por norma, la transformaciéon de la célula huésped microbiana con el ADN que codifica una alternano sacarasa
truncada se puede llevar a cabo por procedimientos ordinarios, tales como, por ejemplo, los descritos en Sambrook
et al. (Molecular Cloning: A Laboratory Course Manual, 32 edicion, (2001), Cold Spring Harbor Press, Nueva York;
Methods in Yeast Genetics, A Laboratory Course Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1990). La célula
huésped se cultiva en medios nutriente que cumplen los requisitos de la célula huésped en particular usada en cada
caso, teniendo en cuenta en particular el pH, la temperatura, la concentracion de sales, la oxigenacion, los
antibioticos, las vitaminas, los oligoelementos y similares.

La invencién se refiere ademas a proteinas con la actividad enzimatica de una alternano sacarasa que estan
truncadas en comparacion con una alternano sacarasa de longitud completa definida anteriormente en el extremo N-
y/o C-terminal de la secuencia de aminoacidos (en adelante en el presente documento, denominadas también
"alternano sacarasa truncada") y que estan codificadas por moléculas de acido nucleico de acuerdo con la invencion
con la secuencia correspondiente.

En particular, se describen las siguientes proteinas con la actividad enzimatica de una alternano sacarasa:
Una proteina con la actividad enzimatica de una alternano sacarasa, proteina que se selecciona de entre

a) una proteina con una secuencia de aminoacidos que comienza en la regiéon desde el aminoacido de la
posicion 1 hasta el aminoacido de la posicion 350, preferentemente en la region desde el aminoacido 1 hasta el
300, mas preferentemente en la region desde el aminoacido 1 hasta el 200, aun mas preferentemente en la
region desde el aminoacido 1 hasta el 100 y lo mas preferentemente en la region desde el aminoacido 1 hasta el
40 de la SEQ ID NO 2 y que termina en la region desde el aminoacido de la posicién 1295 hasta el aminoacido
de la posicion 1345 de la SEQ ID NO 2,

b) una proteina con una secuencia de aminoacidos que tiene al menos el 70 %, preferentemente al menos el
80 %, mas preferentemente al menos el 90 %, adin mas preferentemente al menos el 95% y lo mas
preferentemente al menos el 98 % de identidad con una secuencia de aminoacidos de a), donde,
preferentemente, la secuencia de aminoacidos comparada tiene el mismo nimero de aminoacidos,

c) una proteina con una secuencia de aminoacidos que comienza en la regiéon desde el aminoacido de la
posicion 1 hasta el aminoacido de la posicion 350, preferentemente en la region desde el aminoacido 1 hasta el
300, mas preferentemente en la region desde el aminoacido 1 hasta el 200, aun mas preferentemente en la
region desde el aminoacido 1 hasta el 100 y lo mas preferentemente en la region desde el aminoacido 1 hasta el
40 de la SEQ ID NO 2 y que termina en la region desde el aminoacido de la posicién 1355 hasta el aminoacido
de la posicion 1420 de la SEQ ID NO 2,

d) una proteina con una secuencia de aminoacidos que tiene al menos el 70 %, preferentemente al menos el
80 %, mas preferentemente al menos el 90 %, aun mas preferentemente al menos el 95% y lo mas
preferentemente al menos el 98 % de identidad con una secuencia de aminoacidos de c), donde,
preferentemente, la secuencia de aminoacidos comparada tiene el mismo nimero de aminoacidos,
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e) una proteina con una secuencia de aminoacidos que comienza en la regiéon desde el aminoacido de la
posicion 1 hasta el aminoacido de la posicion 350, preferentemente en la region desde el aminoacido 1 hasta el
300, mas preferentemente en la region desde el aminoacido 1 hasta el 200, aun mas preferentemente en la
region desde el aminoacido 1 hasta el 100 y lo mas preferentemente en la region desde el aminoacido 1 hasta el
40 de la SEQ ID NO 2 y que termina en la region desde el aminoacido de la posicién 1430 hasta el aminoacido
de la posicion 1520 de la SEQ ID NO 2, o

f) una proteina con una secuencia de aminoacidos que tiene al menos el 70 %, preferentemente al menos el
80 %, mas preferentemente al menos el 90 %, aun mas preferentemente al menos el 95% y lo mas
preferentemente al menos el 98 % de identidad con una secuencia de aminoacidos de e€), donde,
preferentemente, la secuencia de aminoacidos comparada tiene el mismo nimero de aminoacidos.

Se divulga ademas una proteina con la actividad enzimatica de una alternano sacarasa, proteina que se selecciona
de entre

a) una proteina con una secuencia de aminoacidos que comienza en la regiéon desde el aminoacido de la
posicion 1 hasta el aminoacido de la posicion 350, preferentemente en la region desde el aminoacido 1 hasta el
300, mas preferentemente en la region desde el aminoacido 1 hasta el 200, aun mas preferentemente en la
region desde el aminoacido 1 hasta el 100 y lo mas preferentemente en la region desde el aminoacido 1 hasta el
40 de la SEQ ID NO 2 y que termina en la region desde el aminoacido de la posicién 1305 hasta el aminoacido
de la posicion 1325 de la SEQ ID NO 2,

b) una proteina con una secuencia de aminoacidos que tiene al menos el 70 %, preferentemente al menos el
80 %, mas preferentemente al menos el 90 %, aun mas preferentemente al menos el 95% y lo mas
preferentemente al menos el 98 % de identidad con una secuencia de aminoacidos de a), donde,
preferentemente, la secuencia de aminoacidos comparada tiene el mismo nimero de aminoacidos,

c) una proteina con una secuencia de aminoacidos que comienza en la regiéon desde el aminoacido de la
posicion 1 hasta el aminoacido de la posicion 350, preferentemente en la region desde el aminoacido 1 hasta el
300, mas preferentemente en la region desde el aminoacido 1 hasta el 200, aun mas preferentemente en la
region desde el aminoacido 1 hasta el 100 y lo mas preferentemente en la region desde el aminoacido 1 hasta el
40 de la SEQ ID NO 2 y que termina en la region desde el aminoacido de la posicién 1370 hasta el aminoacido
de la posicion 1390 de la SEQ ID NO 2,

d) una proteina con una secuencia de aminoacidos que tiene al menos el 70 %, preferentemente al menos el
80 %, mas preferentemente al menos el 90 %, aun mas preferentemente al menos el 95% y lo mas
preferentemente al menos el 98 % de identidad con una secuencia de aminoacidos de c), donde,
preferentemente, la secuencia de aminoacidos comparada tiene el mismo nimero de aminoacidos,

e) una proteina con una secuencia de aminoacidos que comienza en la regién desde el aminoacido de la
posicion 1 hasta el aminoacido de la posicion 350, preferentemente en la region desde el aminoacido 1 hasta el
300, mas preferentemente en la region desde el aminoacido 1 hasta el 200, aun mas preferentemente en la
region desde el aminoacido 1 hasta el 100 y lo mas preferentemente en la region desde el aminoacido 1 hasta el
40 de la SEQ ID NO 2 y que termina en la region desde el aminoacido de la posicién 1470 hasta el aminoacido
de la posicion 1520 de la SEQ ID NO 2,

f) una proteina con una secuencia de aminoacidos que tiene al menos el 70 %, preferentemente al menos el
80 %, mas preferentemente al menos el 90 %, aun mas preferentemente al menos el 95% y lo mas
preferentemente al menos el 98 % de identidad con una secuencia de aminoacidos de a), donde,
preferentemente, la secuencia de aminoacidos comparada tiene el mismo nimero de aminoacidos.

Adicionalmente, se describen proteinas con la actividad enzimatica de una alternano sacarasa:

a) una proteina con una secuencia desde el aminoacido de la posicion 40 hasta el aminoacido de la posicion
1380, inclusive, de la SEQ ID NO 2,

b) una proteina con una secuencia desde el aminoacido de la posicién 40 hasta el aminoacido de la posicion
1315, inclusive, de la SEQ ID NO 2,

c) una proteina con una secuencia desde el aminoacido de la posicion 40 hasta el aminoacido de la posicion
1506, inclusive, de la SEQ ID NO 2.

Se divulgan ademas las siguientes proteinas con la actividad enzimatica de una alternano sacarasa:

d) una proteina con una secuencia desde el aminoacido de la posicién 168 hasta el aminoacido de la posicion
1315, inclusive, de la SEQ ID NO 2,

€) una proteina con una secuencia desde el aminoacido de la posicién 342 hasta el aminoacido de la posicion
1349, inclusive, de la SEQ ID NO 2,
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f) una proteina con una secuencia desde el aminoacido de la posicién 342 hasta el aminoacido de la posicion
1315, inclusive, de la SEQ ID NO 2.

Se describen ademas proteinas con la actividad enzimatica de una alternano sacarasa cuyas secuencias de
aminoacidos tienen al menos el 70 %, mas preferentemente al menos el 80 %, en particular al menos el 90 %, aun
mas preferentemente al menos el 95 % y lo mas preferentemente al menos el 98 % de identidad con las secuencias
de aminoacidos especificadas anteriormente, donde, preferentemente, las secuencias de aminoacidos comparadas
tienen el mismo numero de aminoacidos. El término "identidad" se define como se describe anteriormente, y
anteriormente se ha descrito un procedimiento de identificacién de la identidad.

En una divulgacion, hay una metionina situada cadena arriba del extremo N de las proteinas (o secuencias
proteinicas) descritas anteriormente y a continuacion en el presente documento que tienen la actividad enzimatica de
una alternano sacarasa. Por tanto, la metionina forma el extremo N de la secuencia de aminoacidos de acuerdo con
la invencién. Esta metionina deriva habitualmente de la traduccién del ARN que codifica la proteina, donde esta
codificada por el triplete de acido nucleico ATG. A menos que ya esté presente en la secuencia de acidos nucleicos,
el triplete ATG se puede unir al extremo 5’ de una molécula de acido nucleico de acuerdo con la invencion por el
procedimiento conocido por el trabajador experto. Un procedimiento establecido es la PCR usando cebadores
adaptados especificamente, como se describe en los ejemplos adjuntos.

Preferentemente, se excluyen de la presente invencion las proteinas con la actividad enzimatica de una alternano
sacarasa descritas en el documento US20060127328A1, en particular las proteinas descritas en el parrafo [0089] y
en las figuras 3A y 3B del documento US20060127328A1. Por tanto, preferentemente, se excluyen de la presente
invencion las proteinas desde el aminoacido de la posicidon 1 a la 1425, de la posicion 1 a la 1349, de la posicién 1 a
la 1290, de la posicion 342 a la 1425 y de la posicion 342 a la 1290, estando definidas las posiciones con referencia
ala SEQ ID NO 2 adjunta.

La invencion se refiere ademas a un procedimiento de produccién de una proteina descrita anteriormente de
acuerdo con la invencion con la actividad enzimatica de una alternano sacarasa, en el que se transforma una célula
huésped con

a) una molécula de acido nucleico cuya secuencia codifica la secuencia de aminoacidos de una proteina descrita
anteriormente con la actividad enzimatica de una alternano sacarasa, donde la molécula de acido nucleico se
puede obtener a partir de una molécula de acido nucleico con una secuencia mostrada enla SEQIDNO 103, 0

b) un vector o plasmido que comprende una molécula de acido nucleico como se describe en a),
2) se cultiva la célula huésped en medio de cultivo y
3) se aisla la proteina de las células cultivadas y/o del medio de cultivo.

Las secuencias de aminoacidos de las proteinas de acuerdo con la invencién con la actividad enzimatica de una
alternano sacarasa se detallan mas arriba y se definen con referencia a la SEQ ID NO 2. Basandose en las
secuencias de aminoacidos, el trabajador experto puede determinar secuencias de acidos nucleicos codificantes
adecuadas, que pueden diferir entre si debido a la degeneracion del codigo genético. Por ejemplo, a partir de la SEQ
ID NO 1, que comprende la secuencia de aminoacidos de una alternano sacarasa de longitud completa y una
secuencia de nucleétidos codificante, es posible determinar la correspondiente secuencia de acidos nucleicos que
codifica la proteina de acuerdo con la invencién (alternano sacarasa truncada). Sobre la base de las mismas
posiciones de nucledtidos que en la SEQ ID NO 1, que determinan el comienzo y el final de la secuencia de
nucleétidos para la proteina de acuerdo con la invencién que se desea en cada caso, también es posible determinar,
sobre la base de la SEQ ID NO 3, una secuencia de acidos nucleicos que codifica la proteina. Del mismo modo, es
posible traducir la secuencia de nucleétidos de acuerdo con la SEQ ID NO 3 en una secuencia de aminoacidos v,
con referencia al comienzo y al final de la secuencia de aminoacidos deseada, como se detalla para las proteinas de
acuerdo con la invencién, determinar la secuencia de nucleétidos codificante correspondiente.

Una vez determinada la secuencia, se puede generar una molécula de acido nucleico con esta secuencia a partir de
una molécula de acido nucleico con una secuencia de acuerdo con la SEQ ID NO 1 o la SEQ ID NO 3.
Preferentemente, la generacion de una molécula de acido nucleico cuya secuencia codifica la secuencia de
aminoacidos de una proteina de acuerdo con la invencién con la actividad enzimatica de una alternano sacarasa se
lleva a cabo por medio de una técnica de PCR, partiendo de moléculas de acido nucleico con una secuencia de
acuerdo con la SEQ ID NO 1 o 3. La generacion de cebadores adaptados adecuadamente forma parte de los
conocimientos de un experto en la técnica.

En el procedimiento descrito anteriormente, también es posible emplear todas moléculas de acido nucleico de
acuerdo con la invencion descritas anteriormente que codifican una proteina con la actividad enzimatica de una
alternano sacarasa y que esta truncada en el extremo N- y/o C-terminal de la secuencia de aminoacidos en
comparacion con una alternano sacarasa de longitud completa. En particular, es posible emplear las moléculas de
acido nucleico definidas en la reivindicacion 1.
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En cuanto a los vectores y plasmidos que se pueden emplear en el procedimiento anterior, en otro lugar se hace
referencia a la divulgacion en cuestion. Ademas, en otro lugar de la presente descripcion se divulgan con detalle
células huésped y técnicas para la transformacion de células huésped microbianas y vegetales que se pueden
emplear en el procedimiento anterior. Son preferentes células huésped vegetales o células huésped microbianas,
por ejemplo, células de Escherichia coli.

Las células huésped se hacen crecer, es decir, se cultivan y propagan, en un medio nutriente adecuado y en
condiciones de cultivo adecuadas. Los medios nutriente y las condiciones de cultivo para células microbianas y
vegetales habituales son conocidas por el trabajador experto y se describen en la literatura especializada (por
ejemplo, Sambrook y Russell Molecular cloning: a laboratory manual (tercera edicién) Cold Spring Harbor Laboratory
Press, NY, EE. UU. (2001)).

Por ultimo, se aisla la proteina a partir de la célula huésped y/o a partir del medio de cultivo. Con este fin, por norma,
el material celular producido se homogeneiza con ayuda de procedimientos fisicos, quimicos y/o enzimaticos
adecuados. Las proteinas con la actividad enzimatica de una alternano sacarasa se pueden aislar a partir del
material homogeneizado.

Se puede llevar a cabo la purificacion adicional de las proteinas con ayuda de procedimientos habituales conocidos
en la técnica. Para obtener un extracto en bruto, se trata la solucién obtenida en el procedimiento de disrupcién, por
ejemplo, con ayuda de procedimientos de extraccion, procedimientos de centrifugacion y procedimientos de
filtracion. La precipitacion de las proteinas a partir del extracto en bruto y los procedimientos de ultrafiltracién son
procedimientos eficaces para concentrar proteinas a partir de una cantidad sustancial de fluido. Son agentes de
precipitacion adecuados, entre otros, las sales inorganicas, por ejemplo, sulfato de sodio y sulfato de amonio, los
disolventes organicos, por ejemplo, alcoholes, y los polimeros, por ejemplo, polietilenglicol. Para retirar el agente de
precipitacion usado, se puede llevar a cabo posteriormente un procedimiento de didlisis. Se puede realizar una
segunda purificaciéon adicional con ayuda de procedimientos cromatograficos y procedimientos de distribucion, por
ejemplo, usando sistemas de fase acuosa. Estos procedimientos incluyen, entre otros, la cromatografia de
adsorcion, la cromatografia de intercambio iénico, la cromatografia en gel y la cromatografia de afinidad.

En otro aspecto, la proteina de acuerdo con la invenciéon con la actividad enzimatica de una alternano sacarasa se
puede sintetizar por el procedimiento de sintesis de proteinas de Merrifield. Por tanto, las alternano sacarasas
truncadas producidas sintéticamente son otro aspecto de la presente invencion.

En otro aspecto, la proteina de acuerdo con la invencién con la actividad enzimatica de una alternano sacarasa
también se puede preparar con sistemas de expresion/traduccion in vitro sin células. Es posible una traduccién in
vitro, por ejemplo, en extracto de germen de trigo. Sin embargo, los procedimientos in vitro no estan restringidos en
modo alguno y en principio se puede usar cualquier procedimiento conocido en la técnica. De acuerdo con la
invencion, es posible usar células huésped y vectores que permitan la produccién de la alternano sacarasa truncada
en ausencia de sacarosa, de modo que ya no haga falta una separacion adicional de la alternano sacarasa truncada
de los polisacaridos.

La purificacion de la alternano sacarasa truncada producida por las células huésped se puede efectuar con ayuda de
procedimientos tradicionales de purificacion tales como la precipitacion, la cromatografia de intercambio idnico, la
cromatografia de afinidad, la filtracién en gel, la HPLC, la cromatografia en fase inversa y similares.

Como consecuencia de la modificacién de las moléculas de acido nucleico de acuerdo con la invencién que se
expresan en las células huésped y que codifican una alternano sacarasa truncada, se puede producir un polipéptido
en la célula huésped que, como consecuencia de determinadas caracteristicas, se puede aislar mas facilmente del
medio de cultivo. Por tanto, es posible expresar la proteina a expresar como una proteina de fusiéon con otra
secuencia polipeptidica (marca) cuyas propiedades de union especificas hagan posible el aislamiento de la proteina
de fusion por cromatografia de afinidad (por ejemplo, Hopp et al., Bio/Technology 6 (1988), 1204-1210; Sassenfeld,
Trends Biotechnol. 8 (1990), 88-93). Son marcas usadas convencionalmente, por ejemplo, la marca Estrep, la marca
His, la marca FLAG, la marca T7, la marca S.

Ademas, las secuencias de acidos nucleicos de la presente invencion se pueden modificar en el extremo 5’ o 3’ por
secuencias que codifican marcas en el extremo N o C de la proteina, por ejemplo, también por las que se describen
en el parrafo [0071] del documento US20060127328A1.

Proporcionando las moléculas de acido nucleico de acuerdo con la invencién, con ayuda de procedimientos
recombinantes es posible generar células vegetales que expresan alternano sacarasa truncada. Por tanto, la
invencion se refiere también a células vegetales transgénicas que se han transformado con una molécula de acido
nucleico de acuerdo con la invencién o un vector de acuerdo con la invencién o que derivan de estas células, donde
la molécula de acido nucleico que codifica la proteina con la actividad enzimatica de una alternano sacarasa esta
bajo el control de elementos reguladores que inician la transcripcion de un ARNm traducible en células vegetales
(promotores). Pueden adoptar la forma de promotores homologos o heterélogos. Los promotores pueden adoptar la
forma de promotores constitutivos, de promotores especificos de tejido, de promotores especificos del desarrollo o,
si no, de promotores que estan regulados por factores externos (por ejemplo, después de la aplicacion de sustancias
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quimicas, como consecuencia del efecto de factores abidticos tales como el calor y/o el frio, la sequia, la incidencia
de enfermedades y similares).

En general, un promotor que es adecuado para la expresion de una molécula de acido nucleico exdgena es un
promotor que es activo en células vegetales. Son ejemplos de promotores adecuados el promotor de ARN 35S del
virus del mosaico de la coliflor o el promotor de la ubiquitina del maiz o el promotor YLCV de Cestrum (virus del
rizado amarillo de la hoja; en el documento WO 01 73087; Stavolone et al., 2003, Plant Mol. Biol. 53, 703-713) para
la expresion constitutiva, el promotor del gen de la patatina B33 (Rocha-Sosa et al., EMBO J. 8 (1989), 23- 29) para
una expresion especifica de tubérculo en patatas, o un promotor especifico de fruto para tomates tal como, por
ejemplo, el promotor de la poligalacturonasa del tomate (Montgomery et al., 1993, Plant Cell 5, 1049-1062) o el
promotor E8 del tomate (Metha et al., 2002, Nature Biotechnol. 20 (6), 613-618) o el promotor de la ACC oxidasa del
melocotén (Moon y Callahan, 2004, J. Experimental Botany 55 (402), 1519-1528), o un promotor que garantice la
expresion unicamente en tejidos fotosintéticamente activos, por ejemplo, el promotor ST-LS | (Stockhaus et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 84 (1987), 7943-7947; Stockhaus et al., EMBO J. 8 (1989), 2445-2451), o, para la expresion
especifica de endospermo, el promotor HMWG del trigo, el promotor USP, el promotor de la faseolina, los
promotores de los genes Zein del maiz (Pedersen et al., Cell 29 (1982), 1015-1026; Quatroccio et al., Plant Mol. Biol.
15 (1990), 81-93), un promotor de la glutelina (Leisy et al., Plant Mol. Biol. 14 (1990), 41-50; Zheng et al., Plant J. 4
(1993), 357- 366; Yoshihara et al., FEBS Lett. 383 (1996), 213-218), un promotor de la globulina (Nakase et al.,
1996, Gene 170 (2), 223-226), un promotor de la prolamina (Qu y Takaiwa, 2004, Plant Biotechnology Journal 2 (2),
113-125) o un promotor Shrunken-1 (Werr et al., EMBO J. 4 (1985), 1373-1380). Sin embargo, también es posible
usar promotores que se activan Unicamente en un punto temporal que viene determinado por factores externos
(véase, por ejemplo, el documento WO 9307279). En este contexto pueden ser de especial interés los promotores
de proteinas de choque térmico, que permiten una induccién sencilla. Ademas, es posible, usar promotores
especificos de semilla tales como, por ejemplo, el promotor USP de Vicia faba, que garantiza una expresion
especifica de semilla en Vicia faba y otras plantas (Fiedler et al., Plant Mol. Biol. 22 (1993), 669-679; Baumlein et al.,
Mol. Gen. Genet. 225 (1991), 459-467).

El uso de promotores que se encuentran en el genoma de virus que infectan algas también es adecuado para la
expresion de secuencias de acidos nucleicos en plantas (Mitra et al., 1994, Biochem. Biophys Res Commun 204 (1),
187-194; Mitra y Higgins, 1994, Plant Mol Biol 26 (1), 85-93, Van Etten et al., 2002, Arch Virol 147, 1479-1516).

En el contexto de la presente invencion, se entiende que el término "especifico de tejido" significa la limitacion
predominante de una infeccién (por ejemplo, iniciacion de la transcripcion) a un tejido especifico.

En el contexto de la presente invencién, se ha de entender que los términos "células de tubérculo, célula de fruto o
célula de endospermo” significan todas las células que estan presentes en un tubérculo, un fruto o en una semilla.

En el contexto de la presente invencion, se entiende que el término "promotor homdlogo" significa un promotor
presente de forma natural en células vegetales o plantas que se han usado para la generacion de células vegetales
modificadas genéticamente de acuerdo con la invencion o plantas modificadas genéticamente de acuerdo con la
invencion (homdlogo respecto a la célula vegetal o planta), o un promotor que regula la regulacion de la expresion de
un gen del organismo a partir del cual se ha aislado la correspondiente molécula de acido nucleico exégena que
codifica una proteina (homélogo respecto a la molécula de acido nucleico a expresar).

En el contexto de la presente invencion, se entiende que el término "promotor heterélogo” significa un promotor que
no esta presente de forma natural en células vegetales o plantas que se han usado para la generacion de células
vegetales modificadas genéticamente de acuerdo con la invencion o plantas modificadas genéticamente de acuerdo
con la invencion (heterdlogo respecto a la célula vegetal o planta), o un promotor que no regula de forma natural la
expresion de dicha molécula de acido nucleico exdgena en el organismo a partir del cual se ha aislado la
correspondiente molécula de acido nucleico exdgena que codifica una proteina (heterélogo respecto a la molécula
de acido nucleico a expresar).

También es posible que esté presente una secuencia de terminacion (sefal de poliadenilacion), que sirve para
afadir una cola poli-A al transcrito. Se supone que la cola poli-A ejerce una funcion en la estabilizacién del transcrito.
Estos elementos se describen en la literatura (véase Gielen et al., EMBO J. 8 (1989), 23-29) y se pueden sustituir
como se desee.

La presente divulgacion también se refiere de forma explicita a los promotores y secuencias de terminacion que se
describen en el documento WO 00/47727, paginas 21/22.

También es posible que estén presente secuencias intronicas entre el promotor y la region codificante de la molécula
de acido nucleico exdgena. Estas secuencias intronicas pueden dar lugar a la estabilidad de la expresion y a un
aumento de la expresion en plantas (Callis et al., 1987, Genes Devel. 1, 1183-1200; Luehrsen, y Walbot, 1991, Mol.
Gen. Genet. 225, 81-93; Rethmeier et al., 1997; Plant Journal 12(4), 895-899; Rose y Beliakoff, 2000, Plant Physiol.
122 (2), 535-542; Vasil et al., 1989, Plant Physiol. 91, 1575-1579; XU et al., 2003, Science in China Series C vol.46
N.° 6, 561-569). Son secuencias intrénicas adecuadas, por ejemplo, el primer intron del gen sh1 del maiz, el primer
intron del gen de la poliubiquitina 1 del maiz, el primer intrén del gen EPSPS del arroz, o uno de los dos primeros
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intrones del gen PAT1 de Arabidopsis.

Introduciendo la actividad de las proteinas de acuerdo con la invencién, por ejemplo, mediante la expresion de
moléculas de acido nucleico adecuadas, es posible producir alternano en células vegetales modificadas
genéticamente de forma adecuada. Esto permite la expresion de las moléculas de acido nucleico de acuerdo con la
invencion en células vegetales, de modo que se puede introducir una actividad adicional de la alternano sacarasa en
cuestion, que no esta presente en la natural. Ademas, es posible modificar las moléculas de acido nucleico de
acuerdo con la invencion por procedimientos conocidos por el trabajador experto con el fin de obtener alternano
sacarasas truncadas de acuerdo con la invencion, por ejemplo, con dependencias de la temperatura modificadas, o
especificidades de sustrato o de producto. Estos procedimientos se describen con mas detalle en la solicitud de
patente WO00/47727.

Existen multiples técnicas disponibles para la generaciéon de células vegetales de acuerdo con la invencion, o de
plantas que comprenden células vegetales de acuerdo con la invencion, para la integracion (estable) de moléculas
de acido nucleico en una célula huésped vegetal. Estas técnicas comprenden la transformacion de células vegetales
con ADN-T usando Agrobacterium tumefaciens o Agrobacterium rhizogenes como agentes de transformacion, la
fusion de protoplastos, la inyeccion, la electroporacion de ADN, la introduccion del ADN por medio de un enfoque
biolistico, y otras posibilidades (revision en "Transgenic Plants", Leandro ed., Humana Press 2004, ISBN 1-59259-
827-7).

El uso de la transformacion de células vegetales mediada por agrobacterias se ha estudiado extensamente y se ha
descrito suficientemente en el documento EP 120516 y Hoekema, en: The Binary Plant Vector System
Offsetdrukkerij Kanters B.V. Alblasserdam (1985), Chapter V; Fraley et al., Crit. Rev. Plant Sci. 4, 1-46 y en An et al.
EMBO J. 4, (1985), 277-287). Para la transformacion de la patata, véase, por ejemplo, Rocha-Sosa et al., EMBO J.
8, (1989), 29-33), para la transformacién de tomateras, véase, por ejemplo, el documento US 5.565.347.

Para la transformacién de plantas monocotiledéoneas por medio de vectores, también se han descrito
transformaciones basadas en Agrobacterium (Chan et al., Plant Mol. Biol. 22, (1993), 491-506; Hiei et al., Plant J. 6,
(1994) 271-282; Deng et al, Science en China 33, (1990), 28-34; Wilmink et al., Plant Cell Reports 11, (1992), 76-80;
May et al., Bio/Technology 13, (1995), 486-492; Conner y Domisse, Int. J. Plant Sci. 153 (1992), 550-555; Ritchie et
al, Transgenic Res. 2, (1993), 252-265). Un sistema alternativo para la transformacién de plantas monocotiledéneas
es la transformacién por medio de un enfoque biolistico (Wan y Lemaux, Plant Physiol. 104, (1994), 37-48; Vasil et
al., Bio/Technology 11 (1993), 1553-1558; Ritala et al., Plant Mol. Biol. 24, (1994), 317-325; Spencer et al., Theor.
Appl. Genet. 79, (1990), 625-631), las transformacion de protoplastos, la electroporacion de células parcialmente
permeabilizadas, la introduccion de ADN por medio de fibras de vidrio. La transformaciéon del maiz, en particular, se
describe repetidamente en la literatura (véanse, por ejemplo, los documentos WO095/06128, EP0513849,
EP0465875, EP0292435; Fromm et al., Biotechnology 8, (1990), 833-844; Gordon-Kamm et al., Plan Cell 2, (1990),
603-618; Koziel et al., Biotechnology 11 (1993), 194-200; Moroc et al., Theor. Appl. Genet. 80, (1990), 721-726). Se
ha descrito igualmente la transformacion de otras hierbas, tales como, por ejemplo, el pasto varilla (Panicum
virgatum) (Richards et al., 2001, Plant Cell Reporters 20, 48-54).

También se ha descrito la transformacion con éxito de otras especies de cereales, por ejemplo, para la cebada (Wan
y Lemaux, véase anteriormente; Ritala et al., véase anteriormente; Krens et al., Nature 296, (1982), 72-74) y para el
trigo (Nehra et al.,, Plant J. 5, (1994), 285-297; Becker et al., 1994, Plant Journal 5, 299-307). Todos los
procedimientos anteriores son adecuados para los fines de la presente invencion.

Las células vegetales modificadas genéticamente y las plantas modificadas genéticamente que contienen una
molécula de acido nucleico exdgena se pueden distinguir de las células vegetales naturales, o las plantas naturales
que no comprenden dicha molécula de acido nucleico exdgena, entre otros, por el hecho de que comprenden una
molécula de acido nucleico exégena que no esta presente de forma natural en células vegetales naturales o plantas
naturales. La integracion de una molécula de acido nucleico exdgena en una célula vegetal o planta se puede
detectar por procedimientos que son conocidos por el trabajador experto, tales como, por ejemplo, analisis de
transferencia Southern o por medio de PCR.

Preferentemente, la molécula de acido nucleico exégena esta integrada en el genoma; de forma especialmente
preferente, la molécula de acido nucleico exdgena esta integrada de forma estable en el genoma de las células
vegetales de acuerdo con la invencién o plantas de acuerdo con la invencion. En el contexto de la presente
invencion, se entiende que el término "molécula de acido nucleico integrada de forma estable" significa la integracion
de una molécula de acido nucleico en el genoma de la planta. Una molécula de acido nucleico integrada de forma
estable se distingue por el hecho de que se replica al replicarse el sitio de integracion en cuestion junto con las
secuencias de acidos nucleicos homologas que flanquean el sitio de integracion, de modo que el sitio de integracion
de la hebra de ADN hija replicada esta rodeado por las mismas secuencias de acidos nucleicos que en la hebra
original leida, que actia como matriz para la replicacion.

La integracion de una molécula de acido nucleico en el genoma de una célula vegetal o una planta se puede
detectar por procedimientos genéticos y/o de biologia molecular. Una integracion estable de una molécula de acido
nucleico en el genoma de una célula vegetal o en el genoma de una planta se distingue por el hecho de que la
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molécula de acido nucleico integrada de forma estable esta presente en el mismo entorno genémico en la progenie a
la que se ha pasado dicha molécula de acido nucleico que en la generacion original. Para que se pueda detectar la
presencia de una integracion estable de una secuencia de acidos nucleicos en el genoma de una célula vegetal o en
el genoma de una planta por procedimientos conocidos por el trabajador experto, entre otros, con ayuda del analisis
de bandas Southern, el analisis de RFLP (polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccion) (Nam et al.,
1989, The Plant Cell 1, 699-705; Leister y Dean, 1993, The Plant Journal 4 (4), 745-750), procedimientos basados en
PCR tales como, por ejemplo, el analisis de polimorfismos en la longitud de fragmentos amplificados (AFLP)
(Castiglioni et al., 1998, Genetics 149, 2039-2056; Meksem et al., 2001, Molecular Genetics and Genomics 265, 207-
214; Meyer et al., 1998, Molecular and General Genetics 259, 150-160), o el uso de fragmentos amplificados que se
han escindido con endonucleasas de restriccion (secuencias polimérficas amplificadas y escindidas, CAPS)
(Konicczny y Ausubel, 1993, The Plant Journal 4, 403-410; Jarvis et al., 1994, Plant Molecular Biology 24, 685-687;
Bachem et al., 1996, The Plant Journal 9 (5), 745-753).

En el contexto de la presente invencion, se entiendo que el término "genoma" significa todo el material hereditario
que esta presente en una célula vegetal. El trabajador experto sabe que no sélo el nucleo comprende material
hereditario, sino también otros compartimentos (por ejemplo, los plastos, las mitocondrias). Una molécula de acido
nucleico de acuerdo con la invencién se puede integrar en el genoma nuclear, pero también en el genoma de otros
compartimentos tales como, por ejemplo, los plastos.

Ademas, preferentemente, las células vegetales de acuerdo con la invencidon se pueden distinguir de células
vegetales naturales por al menos una de las siguientes caracteristicas: si las células vegetales transgénicas
comprenden transcritos de las moléculas de acido nucleico de acuerdo con la invencién que se han introducido, esto
se puede comprobar, por ejemplo, por analisis de bandas Northern. Preferentemente, las células vegetales de
acuerdo con la invencién comprenden una alternano sacarasa truncada que esta codificada por una molécula de
acido nucleico de acuerdo con la invencidon que se ha introducido. Esto se puede detectar, por ejemplo, por
procedimientos inmunolégicos, en particular por un analisis de bandas Western. Si una célula vegetal o planta de
acuerdo con la invencion comprende una alternano sacarasa truncada, de forma ventajosa, también se puede
distinguir una célula vegetal o planta de acuerdo con la invencién por el hecho de que comprende una actividad
alternano sacarasa en comparacién con las células naturales/plantas naturales. La actividad enzimatica de una
alternano sacarasa se puede medir como se describe, por ejemplo, en Lopez-Munguia et al. (Annals New York
Academy of Sciences 613, (1990), 717-722) o como se especifica en los ejemplos de la presente invencion.

En otro modo de realizacion preferente, las células vegetales son células de patata, cafia de azucar, maiz, tabaco,
remolacha azucarera, sorgo azucarero, arroz o trigo.

Las células vegetales transgénicas se pueden regenerar por técnicas conocidas por el trabajador experto para dar
plantas intactas.

Las plantas que se pueden obtener por regeneracion de las células vegetales transgénicas de acuerdo con la
invencion con otro asunto objeto de la presente invencion.

En la mayoria de las plantas, los fotoasimilados que se han formado en una planta durante la fotosintesis en forma
de azlcares se transportan a los 6rganos objetivo en cuestion, principalmente en forma de sacarosa. Dado que la
sacarosa es el sustrato para la reaccién de polimerizacion de la alternano sacarasa truncada de acuerdo con la
invencion, en principio, es posible modificar todas las plantas, tanto plantas monocotiledéneas como dicotiledéneas,
con ayuda de la molécula de acido nucleico de acuerdo con la invencién con respecto a la expresion de la alternano
sacarasa truncada.

La expresion de las moléculas de acido nucleico de acuerdo con la invencién es particularmente ventajosa en los
organos vegetales que tienen mayor contenido en sacarosa o que almacenan sacarosa. Estos 6rganos son, por
ejemplo, la raiz de la remolacha azucarera, el tallo de la cafia de azucar, el tallo de las plantas de maiz o el tallo del
sorgo azucarero.

El sitio de biosintesis de sacarosa en las células vegetales es el citosol. En contraste, el sitio de almacenamiento es
la vacuola. En el transporte al tejido de almacenamiento de la remolacha azucarera o de la patata, o en el transporte
al endospermo de las semillas, la sacarosa debe migrar a través del apoplasto. Por tanto, los tres compartimentos
son adecuados para la expresion de las moléculas de acido nucleico de acuerdo con la invencion para la sintesis de
alternano, es decir, el citosol, la vacuola y el apoplasto. Ademas, los plastos también son adecuados, como se ha
demostrado, por ejemplo, por medio de la expresion amiloplastidica de fructosil transferasas bacterianas. Estas
fructosil transferasas, que requieren asimismo sacarosa como sustrato, han podido mediar la formacion de
"amilofructano” en amiloplastos (Smeekens, Trends in Plant Science vol. 2, N.° 8, (1997), 286-288). Las
publicaciones W02006/072603 y WO 2006/063862 se refieren a células vegetales y plantas modificadas
genéticamente en las que la modificaciéon genética da lugar a la expresion de mutano sacarasa o dextrano sacarasa,
respectivamente, en plastos.

En el caso de plantas productoras de almidén tales como, por ejemplo, la patata y el maiz, en las que la biosintesis
de almidon y el almacenamiento de almidén se produce normalmente en los amiloplastos, una expresion de la
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alternano sacarasa truncada en el apoplasto, en el citosol o en la vacuola daria lugar a una sintesis adicional de
oligo- y/o polisacaridos en estos compartimentos, que, en total, puede suponer un aumento del rendimiento. Este
también puede ser el caso de los plastos, ya que aqui no se utiliza ADP-glucosa, sino la sacarosa plastidica.

Dado que es posible que las plantas, en particular la patata, separen el almidén sintetizado en los amiloplastos del
alternano sintetizado en el apoplasto, en el citosol o en la vacuola, se puede usar la misma planta para obtener
almidon y alternano.

Ademas, se conocen plantas transgénicas de patata y maiz en las que, como consecuencia de la inhibicion de la
enzima ADP-glucosa pirofosforilasa por una construccién antisentido, se inhibe completamente la sintesis de
almidon en los tubérculos o en los granos. En su lugar, se acumulan azucares solubles, en particular sacarosa y
glucosa, por ejemplo en los tubérculos, en el caso de la patata (Miller-Réber et al., EMBO J. 11, (1992), 1229-
1238). Como consecuencia de la expresion de una alternano sacarasa truncada que utiliza sacarosa como sustrato,
se puede producir alternano en el citosol, en la vacuola o en el apoplasto de estas plantas.

Es aqui donde, en otro modo de realizacion de la invencion, las células vegetales o plantas de acuerdo con la
invencion tienen una actividad ADP-glucosa pirofosforilasa reducida (AGPasa), en comparacion con células
correspondientes de plantas naturales. Las moléculas de ADN que codifican la AGPasa son bien conocidas por el
experto en la técnica y se describen, por ejemplo, en Miller-Rdber et al. (Mol. Gen. Genet. 224 (1) (1990), 136-146).
Como consecuencia de las moléculas de ADN que codifican AGPasa, es posible generar, usando técnicas de ADN
recombinante (por ejemplo, un enfoque antisentido, de ribozima o de cosupresion), plantas que tienen una actividad
AGPasa reducida. Ademas, el experto en la técnica conoce mutantes de AGPasa, por ejemplo, del maiz (brittle-2 y
shrunken-2) con una actividad AGPasa reducida. Preferentemente, el término "reducida o disminuida" significa una
reduccion de la actividad de la AGPasa de al menos el 10 %, mas preferentemente de al menos el 50 % y aun mas
preferentemente de al menos el 80 % en comparacion con las correspondientes células naturales.

Cuando se expresan las moléculas de acido nucleico de acuerdo con la invencién en plantas, en principio, es posible
que la proteina sintetizada que tiene la actividad enzimatica de una alternano sacarasa esté localizada en cualquier
compartimento de la célula vegetal (por ejemplo, el citosol, los plastos, la vacuola, las mitocondrias) o la planta (por
ejemplo, el apoplasto). Para lograr la localizacion en un compartimento especifico, se debe enlazar la region
codificante, en caso apropiado, con secuencias de ADN que garanticen la localizacion en el compartimento en
cuestion. Se conocen secuencias de este tipo (véanse, por ejemplo, Braun, EMBO J. 11 (1992), 3219-3227;
Sonnewald, Plant J. 1 (1991), 95-106; Rocha-Sosa, EMBO J. 8 (1989), 23-29, Neuhaus y Rodgers, 1998, Plant
Molecular Biology 38: 127-144). La unién de las secuencias sefial con la regién codificante de la proteina se lleva a
cabo de tal forma que las secuencias de acidos nucleicos fusionadas al péptido sefial y las codificantes de la
proteina forman conjuntamente un marco de lectura abierto durante la transcripcion (fusion traduccional). Esto es por
lo que, después de la traduccién del ARN, que es la consecuencia de la transcripcién de las secuencias de acidos
nucleicos fusionadas, se forma una proteina que comprende un péptido sefial ademas de la region codificante de la
proteina.

En principio, una secuencia sefial plastidica que se puede usar es cualquier secuencia sefial que garantice la
importacion de proteinas codificadas en el nucleos al interior de los plastos. El trabajador experto sabe como obtener
secuencias sefal plastidicas. Por tanto, es posible, por ejemplo, examinar secuencias codificantes de proteina con
ayuda de programas informaticos (1999, Emanuelsson et al., Protein Science 8, 978-984) para determinar la
presencia de una secuencia sefal plastidica. Existen programas informaticos que realizan este tipo de analisis tanto
disponibles  comercialmente como  disponibles  publicamente  en Internet  (por  ejemplo, en
http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/).

Por ejemplo, es posible usar la secuencia sefial plastidica de la ferrodoxina:NADP+ oxidorreductasa (FNR) de la
espinaca. Esta secuencia comprende la region no traducida de 5’ y la secuencia de péptido de transito flanqueante
del ADNc de la proteina plastidica ferrodoxina:NADP+ oxidorreductasa de la espinaca (nucleétido -171 a +165;
Jansen et al., Current Genetics 13 (1988), 517-522).

Otra secuencia sefal plastidica que se puede usar es, por ejemplo, el péptido de transito de la proteina cerosa del
maiz mas los primeros 34 aminoacidos de la proteina cerosa madura (Kldsgen et al., Mol Gen Genet. 217 (1989),
155-161). Ademas, también es posible usar el péptido de transito de la proteina cerosa del maiz (véase
anteriormente) sin los primeros 34 aminoacidos de la proteina cerosa madura.

También es factible el uso de las siguientes secuencias sefial plastidicas: la secuencia sefal de la subunidad
pequena de la ribulosa bisfosfato carboxilasa (Wolter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85 (1988), 846-850; Nawrath
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91 (1994), 12760-12764); la secuencia sefal de la NADP-malato deshidrogenasa
(Gallardo et al., Planta 197 (1995), 324-332); la secuencia sefial de la glutation reductasa (Creissen et al., Plant J. 8
(1995), 167-175), la secuencia sefial de la EPSPS (en el documento US 5.188.642). Se prefiere el uso de la
secuencia sefal del gen dul del arroz.

La molécula de acido nucleico recombinante puede comprender una o mas secuencias sefal, preferentemente dos.
En este contexto, las secuencias sefial pueden estar presentes en la direccidon de la transcripcion directamente una
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detras de otra o, si no, pueden estar separadas entre si en cada caso por lo que se conoce como un espaciador. Se
describen secuencias sefial plastidicas que comprenden dos secuencias sefial, por ejemplo, en los documento EP 0
508 909 y EP 0 924 299, US 5.510.471.

En un modo de realizacién particularmente preferente, las moléculas de acido nucleico de acuerdo con la invencién
estan unidas, por tanto, a una secuencia que dirige a la vacuola con el fin de provocar el transporte de la proteina
formada al interior de la vacuola vegetal, donde se puede producir la sintesis de alternano con un rendimiento
particularmente alto debido a la concentracién de sacarosa, que es alta localmente. Para garantizar la localizacion
en la vacuola, es factible el uso de una de las siguientes proteinas de transito: la secuencia N-terminal (146
aminoacidos) de la proteina patatina (Sonnewald et al., Plant J. 1 (1991), 95-106) o las secuencias sefial que se
describen en Matsuoka y Neuhaus, Journal of Experimental Botany 50 (1999), 165-174; Chrispeels y Raikhel, Cell 68
(1992), 613-616; Matsuoka y Nakamura, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88 (1991), 834-838; Bednarek y Raikhel, Plant
Cell 3 (1991), 1195-1206; Nakamura y Matsuoka; Plant Phys. 101 (1993), 1-5.

Para garantizar la localizacion en los plastos, en la mitocondria o en los apoplastos, también es posible el uso de uno
de los péptidos de transito que se describen en el documento WO 00/47727 en la pagina 25/26 y en la solicitud de
patente de EE. UU. 5.510.471 (péptido sefial OTP para dirigir a plastos).

En principio, las plantas transgénicas pueden ser plantas de cualquier especie vegetal, es decir, plantas tanto
monocotiledéneas como dicotiledéneas. Preferentemente, son plantas utiles, es decir, plantas que cultivadas por el
ser humano como alimento o con fines técnicos, en particular industriales. Preferentemente, son plantas que
almacenan almidén, por ejemplo, especies de cereales tales como centeno, cebada, avena, trigo, mijo/sorgo, sagu y
similares, arroz, guisante, guisante de grano arrugado, mandioca, patata, tomate, colza, soja, cafiamo, lino, tabaco,
girasol, judia de vaca o arrurruz, plantas formadoras de fibras tales como, por ejemplo, lino, cafiamo, algodon,
plantas que almacenan aceite tales como, por ejemplo, colza, girasol, soja, y plantas que almacenan proteinas tales
como, por ejemplo, plantas leguminosas, cereales, soja. La invencion también se refiere arboles frutales y palmeras.
La invencion se refiere ademas a plantas para piensos tales como, por ejemplo, hierbas para piensos y hierbas para
forraje (tales como, por ejemplo, alfalfa, trébol, ballico), y plantas hortalizas, tales como tomate, lechuga, achicoria, y
ornamentales tales como, por ejemplo, tulipanes y jacintos.

Del modo mas preferente, las plantas de acuerdo con la invencion son cafia de azudcar, remolacha azucarera, sorgo
azucarero, plantas de patata, maiz, arroz, trigo o tabaco.

La invencion también se refiere a un procedimiento de generacion de células vegetales modificadas genéticamente y
plantas modificadas genéticamente que, en comparacion con las células naturales no modificadas
genéticamente/plantas naturales no modificadas genéticamente, sintetizan alternano.

El procedimiento de acuerdo con la invencion comprende las siguientes etapas:

a) introducir en una célula vegetal una molécula de acido nucleico que codifica una alternano sacarasa truncada
o un vector que comprende una molécula de acido nucleico de este tipo,

b) regenerar una planta a partir de células vegetales obtenidas en la etapa a), y
c) en caso apropiado, generar mas plantas con ayuda de las plantas obtenidas en la etapa b).

Las moléculas de acido nucleico que codifican una alternano sacarasa truncada y los vectores que comprenden una
molécula de acido nucleico de este tipo se han descrito anteriormente.

En cuanto a la introduccién en una célula vegetal de moléculas de acido nucleico exégenas de acuerdo con la etapa
a) del procedimiento de generacion de una planta modificada genéticamente, en principio, puede adoptar la forma de
cualquier tipo de introduccion de moléculas de acido nucleico que sea adecuada para integrar una molécula de acido
nucleico exdgena en una célula vegetal o planta. Ya se han descrito procedimientos de este tipo anteriormente y se
pueden aplicar aqui de forma analoga.

La regeneracion de plantas, en funcion de los procedimientos de la etapa b) y/o c) de los procedimientos de acuerdo
con la invencion, se puede llevar a cabo por procedimientos que son conocidos para el trabajador experto (por
ejemplo, los descritos en "Plant Cell Culture Protocols", 1999, ed. por R.D. Hall, Humana Press, ISBN 0-89603-549-
2).

La generacion de mas plantas en funcién del procedimiento de acuerdo con la etapa c) o d) de los procedimientos de
acuerdo con la invencidon se puede llevar a cabo, por ejemplo, por propagacion vegetativa (por ejemplo, por
esquejes, tubérculos o cultivo de callos y regeneracion de plantas intactas) o por propagacion generativa. En este
contexto, la propagacion generativa se produce, preferentemente, en condiciones controladas, es decir, se cruzan
plantas seleccionadas con propiedades especificas entre si y se propagan. Preferentemente, la seleccion se lleva a
cabo de tal forma que las plantas, en funcién del procedimiento de acuerdo con la etapa b) o d), comprenden las
modificaciones introducidas en la etapa a).
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La invencidon también se refiere a material de propagacion de las plantas de acuerdo con la invenciéon que
comprende células vegetales de acuerdo con la invencién. En este contexto, el término "material de propagacion”
comprende los componentes de la planta que son adecuados para generar una progenie por medio de una via
vegetativa o generativa. El material adecuado para la propagacion vegetativa es, por ejemplo, esquejes, cultivos de
callos, rizomas o tubérculos. Otro material de propagacion comprende, por ejemplo, frutos, semillas, plantulas,
cultivos celulares y similares. Preferentemente, el material de propagacion es material de propagacion de cafa de
azucar, remolacha azucarera, sorgo azucarero, plantas de patata, maiz, arroz, trigo o tabaco.

En otro aspecto, la presente invencién se refiere a un procedimiento de produccién de una proteina de acuerdo con
la invencién con la actividad enzimatica de una alternano sacarasa, en el que se expresa la proteina en una planta
de acuerdo con la invencion y, en una etapa posterior, se extrae y se aisla. Con este fin, se puede hacer crecer la
planta de acuerdo con la invencion y cultivarla en condiciones de crecimiento adecuadas hasta que, como
consecuencia de la biosintesis de proteinas, se forme la proteina con la actividad enzimatica de una alternano
sacarasa en sus células, que comprenden una molécula de acido nucleico de acuerdo con la invencién. Después de
esto, se puede obtener la proteina de acuerdo con la invencién por medio de procedimientos habituales, a partir de
la planta o a partir de partes de la planta o a partir de material de propagacion de la planta en el que esté presente la
proteina con la actividad enzimatica de una alternano sacarasa. Las etapas de procedimiento convencionales
comprenden, por ejemplo, triturar el material vegetal y extraer y purificar la proteina.

Preferentemente, el procedimiento de producciéon de una proteina con la actividad enzimatica de una alternano
sacarasa, comprende las etapas de

1) se transforma una célula vegetal con

a) una molécula de acido nucleico cuya secuencia codifica la secuencia de aminoacidos de una proteina descrita
anteriormente con la actividad enzimatica de una alternano sacarasa, pudiendo obtenerse la molécula de acido
nucleico a partir de una molécula de acido nucleico con una secuencia mostrada en la SEQIDNO 10 3, 0

b) un vector o plasmido que comprende una molécula de acido nucleico de acuerdo con a),
2) se regenera una planta a partir de las células vegetales obtenidas en la etapa 1),
3) se expresa la proteina en la planta y posteriormente se extrae y se aisla.

Las secuencias de aminoacidos de las proteinas de acuerdo con la invencién con la actividad enzimatica de una
alternano sacarasa se indican mas arriba y se definen con referencia a la SEQ ID NO 2. Partiendo de las secuencias
de aminoacidos, un experto en la técnica puede determinar secuencias codificantes de acidos nucleicos adecuadas
que, debido a la degeneracion del cédigo genético, pueden diferir. La determinacién de una secuencia de acidos
nucleicos codificante y la generacion de dicha secuencia de acidos nucleicos por medio de PCR ya se han descrito
anteriormente en el procedimiento de produccién de la proteina de acuerdo con la invencion a partir de células
huésped transformadas que se hacen crecer en medio de cultivo. En cuanto a los vectores y plasmidos que se
pueden emplear en el procedimiento anterior, en otro punto se hace referencia a la divulgacion en cuestion. Ademas,
en otro punto de la presente descripcion se divulgan ampliamente células huésped y técnicas para la transformacion
de células huésped vegetales que se pueden emplear en el procedimiento anterior.

La invencion también se refiere a partes de plantas de las plantas de acuerdo con la invencién descritas
anteriormente que se pueden cosechar, tales como, por ejemplo, de frutos, semillas, tubérculos, hojas o rizomas de
tallos, donde las partes de la planta cosechables comprenden células vegetales de acuerdo con la invencion.

En el presente documento se divulga un alternano con un promedio en peso del peso molecular Pm en el intervalo
de desde 12 000 000 hasta 30 000 000 g/mol.

El término "alternano" se refiere a un polisacarido compuesto por unidades de glucosa. Las unidades de glucosa
estan unidas entre si por enlaces a-1,3 y a-1,6-glucosidicos, donde estos dos tipos de enlace se alternan de forma
predominante. Ademas, el alternano puede comprender ramificaciones.

Preferentemente, el alternano descrito en el presente documento tiene un promedio en peso del peso molecular Pm
en el intervalo de desde 14 000 000 hasta 28 000 000 g/mol, ain mas preferentemente de 16 000 000 a 26 000 000
g/mol, mas preferentemente de 18 000 000 a 23 000 000 g/mol y lo mas preferentemente de 19 000 000 a
23 000 000 g/mol. El peso molecular se determina por medio del procedimiento GPC-MALLS, que se describe con
mayor detalle en los ejemplos de uso.

Por tanto, el alternano descrito en el presente documento tiene un peso molecular promedio notablemente mayor
que el descrito para el alternano nativo (Pm 10°-10’, p. ej., en el documento WO 03/010177) y también un peso
molecular notablemente mayor que el descrito en los documentos WO 2004/023891 y US 2006/0127328.

La presente invencion se refiere ademas a diversos procedimientos para la produccién del alternano de acuerdo con
la invencion.

20



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2438 001 T3

Se divulga un procedimiento para la produccion del alternano de acuerdo con la invencion en el que

1) se pone en contacto una solucidon que comprende sacarosa con una proteina con la actividad enzimatica de
una alternano sacarasa, y

2) se aisla alternano a partir de la solucion,
donde, en el procedimiento, la proteina

a) tiene una secuencia de aminoacidos que comienza en la region desde el aminoacido de la posicién 1 hasta el
aminoacido de la posicién 350, preferentemente en la regién desde el aminoacido 1 hasta el 300, mas
preferentemente en la region desde el aminoacido 1 hasta el 200, aun mas preferentemente en la region desde
el aminoacido 1 hasta el 100 y lo mas preferentemente en la region desde el aminoacido 1 hasta el 40 de la SEQ
ID NO 2y termina en la region desde el aminoacido de la posicién 1295 al aminoacido de la posicion 1520 de la
SEQIDNO 2,0

b) tiene una secuencia de aminoacidos (secuencia modificada) con al menos el 70 %, preferentemente al menos
el 80 %, en particular al menos el 90 %, aun mas preferentemente al menos el 95 % y lo mas preferentemente al
menos el 98 % de identidad con una secuencia de aminoacidos de a), donde, preferentemente, la secuencia de
aminoacidos modificada tiene el mismo nimero de aminoacidos que la secuencia de a).

Por tanto, la invencion se refiere a un procedimiento para la produccion de alternano in vitro con ayuda de una
preparacion de una enzima sin células. En comparacién con la sintesis de alternano en un sistema que si tiene
células, este procedimiento tiene la ventaja de que se pueden controlar mejor las condiciones de reaccién y de que
los productos de la reaccion son considerablemente mas puros y se pueden purificar con mas facilidad.

La proteina con la actividad enzimatica de una alternano sacarasa se puede obtener, por ejemplo, transformando
una célula huésped con un vector de acuerdo con la invencion como se describe anteriormente y propagando las
células huésped en condiciones adecuadas. Después, se pueden obtener la proteina expresada a partir de las
células huésped. Se puede formar un extracto de proteina destruyendo las células huésped, por ejemplo, usando
una prensa francesa, y se emplea este extracto de proteina en el procedimiento de acuerdo con la invencion. En
principio, es posible usar todas las técnicas conocidas para aislar proteinas a partir de células huésped. De forma
muy particularmente preferente, la célula huésped es E. coli.

En otra variante para obtener la proteina con la actividad enzimatica de una alternano sacarasa, se cultivan
microorganismos que secretan una proteina de este tipo en un medio sin sacarosa, lo que permite la formacion de la
proteina, hasta alcanzar la fase estacionaria. Una vez se han separado las células del medio de cultivo por
centrifugacion, se puede obtener la enzima secretada a partir del sobrenadante. Posteriormente se pueden afiadir la
enzima a soluciones que comprenden sacarosa con el fin de sintetizar alternano.

Una proteina que se usa preferentemente en el procedimiento descrito anteriormente es una proteina con la
actividad enzimatica de una alternano sacarasa que

a) tiene una secuencia de aminoacidos que comienza en la region desde el aminoacido de la posicion 1 hasta el
aminoacido de la posicion 350, preferentemente en la regién desde el aminoacido 1 hasta el 300, mas
preferentemente en la region desde el aminoacido 1 hasta el 200, ain mas preferentemente en la region desde
el aminoacido 1 hasta el 100 y mas preferentemente en la regién desde el aminoacido 1 hasta el 40 de la SEQ ID
NO 2 y que termina en la region desde el aminoacido de la posicion 1300 hasta el aminoacido de la posicion
1420 de la SEQ ID NO 2, o que

b) tiene una secuencia de aminoacidos (secuencia modificada) que tiene al menos el 70 %, mas preferentemente
al menos el 80 %, en particular al menos el 90 %, aun mas preferentemente al menos el 95% y lo mas
preferentemente al menos el 98 % de identidad con una secuencia de aminoacidos de a), donde,
preferentemente, la secuencia modificada tiene el mismo niumero de aminoacidos que la secuencia de a).

Una proteina que se usa aun mas preferentemente en el procedimiento descrito anteriormente es una proteina con
la actividad enzimatica de una alternano sacarasa que

a) tiene una secuencia de aminoacidos que comienza en la region desde el aminoacido de la posicién 1 hasta el
aminoacido de la posicién 350, preferentemente en la regién desde el aminoacido 1 hasta el 300, mas
preferentemente en la region desde el aminoacido 1 hasta el 200, ain mas preferentemente en la region desde
el aminoacido 1 hasta el 100 y mas preferentemente en la region desde el aminoacido 1 hasta el 40 de la SEQ ID
NO 2 y que termina en la region desde el aminoacido de la posicion 1300 hasta el aminoacido de la posicion
1340 de la SEQ ID NO 2, o que

b) tiene una secuencia de aminoacidos (secuencia modificada) que tiene al menos el 70 %, mas preferentemente

al menos el 80 %, en particular al menos el 90 %, aun mas preferentemente al menos el 95% y lo mas
preferentemente al menos el 98 % de identidad con una secuencia de aminoacidos de a), donde,
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preferentemente, la secuencia modificada tiene el mismo nimero de aminoacidos que la secuencia de a).

En otro modo de realizacién ventajoso, el procedimiento descrito anteriormente emplea una proteina con la actividad
enzimatica de una alternano sacarasa que

a) tiene una secuencia de aminoacidos que comienza en la regién desde el aminoacido de la posicién 1 hasta el
aminoacido de la posicién 350, preferentemente en la regién desde el aminoacido 1 hasta el 300, mas
preferentemente en la region desde el aminoacido 1 hasta el 200, ain mas preferentemente en la region desde
el aminoacido 1 hasta el 100 y mas preferentemente en la region desde el aminoacido 1 hasta el 40 de la SEQ ID
NO 2 y que termina en la region desde el aminoacido de la posicion 1310 hasta el aminoacido de la posicion
1320 de la SEQ ID NO 2, o que

b) tiene una secuencia de aminoacidos (secuencia modificada) que tiene al menos el 70 %, mas preferentemente
al menos el 80 %, en particular al menos el 90 %, aun mas preferentemente al menos el 95% y lo mas
preferentemente al menos el 98 % de identidad con una secuencia de aminoacidos de a), donde,
preferentemente, la secuencia modificada tiene el mismo numero de aminoacidos que la secuencia de a).

Lo mas preferentemente, la proteina con la actividad enzimatica de una alternano sacarasa, proteina que se emplea
en el procedimiento de acuerdo con la invencion, tiene una de las siguientes secuencias:

a) una secuencia desde el aminoacido de la posicion 40 hasta el aminoacido de la posicion 1380, inclusive, de la
SEQID NO 2

b) una secuencia desde el aminoacido de la posicion 40 hasta el aminoacido de la posicion 1315, inclusive, de la
SEQIDNO 2

c) una secuencia desde el aminoacido de la posicion 40 hasta el aminoacido de la posicion 1506, inclusive, de la
SEQIDNO 2

d) una secuencia (secuencia modificada) que tiene al menos el 70 %, mas preferentemente al menos el 80 %, en
particular al menos el 90 %, aun mas preferentemente al menos el 95 % y lo mas preferentemente al menos el
98 % de identidad con la secuencia de a), b) o c), donde, preferentemente, la secuencia modificada tiene el
mismo numero de aminoacidos que la secuencia de a).

Ademas, el procedimiento descrito anteriormente también puede emplear todas las proteinas descritas
anteriormente con la actividad enzimatica de una alternano sacarasa que estan truncadas en comparacién con una
alternano sacarasa de longitud completa definida anteriormente del extremo N-y/o C-terminal de la secuencia de
aminoacidos ("alternano sacarasa truncada") y que estan codificadas por moléculas de acido nucleico de acuerdo
con la invencién con la secuencia correspondiente.

En una divulgacion, hay una metionina situada cadena arriba del extremo N de las proteinas descritas anteriormente
y a continuacion en el presente documento, con la actividad enzimatica de una alternano sacarasa, proteinas que se
emplean en el procedimiento de acuerdo con la invencion. En este modo de realizacion preferente, por tanto, la
metionina forma el nuevo extremo N de la proteina empleada en el procedimiento de acuerdo con la invencion. Esta
metionina se origina habitualmente en la traduccion del ARN que codifica la proteina y esta codificada en la
traduccion por el triplete de acido nucleico ATG.

Preferentemente, se excluyen del procedimiento de acuerdo con la invencién las proteinas truncadas con la
actividad enzimatica de una alternano sacarasa que se describen en el documento US20060127328A1, en particular
las proteinas descritas en el parrafo [0089], y en la figura 3A y 3B del documento US20060127328A 1. Por tanto,
preferentemente, se excluyen de la presente invencion las proteinas desde el aminoacido de la posicion 1 a la 1425,
de la posicion 1 a la 1349, de la posicién 1 a la 290, de la posicion 342 a la 1425 y de la posicion 342 a la 1290,
estando definidas las posiciones con referencia a la SEQ ID NO 2 adjunta.

Un modo de realizacion preferente del procedimiento de acuerdo con la invencidon emplea una proteina purificada
con la actividad enzimatica de una alternano sacarasa. Se entiende que una proteina purificada significa un proteina
que, en gran medida, no tiene componentes celulares de las células en las que se sintetiza la proteina y/o que
carece de contaminacion con proteinas que tienen actividades sintetizadoras de polisacaridos (por ejemplo, dextrano
sacarasas) o actividades degradadoras de polisacaridos y/o que comprenden aceptores (de polisacaridos).
Preferentemente, el término "proteina purificada con la actividad enzimatica de una alternano sacarasa" indica una
proteina con un grado de pureza de al menos el 70 %, preferentemente de al menos el 85 % y de forma
particularmente preferente de al menos el 95 %.

El uso de una proteina purificada para la produccion de alternano tiene una variedad de ventajas. En comparacion
con procedimientos que emplean extractos de proteinas parcialmente purificados, el medio de reacciéon del
procedimiento de acuerdo con la invenciéon no comprende restos de la cepa de produccion (microorganismo) que se
usa para producir genéticamente la proteina.
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Ademas, el uso de la proteina purificada conlleva ventajas para el uso en las industrias alimentaria y farmacéutica.
Como consecuencia de la composicion definida del medio de reaccién, composicién que se ha liberado de todos los
componentes innecesarios, el producto también se define de forma mas precisa en cuanto a sus componentes. Esto
da lugar a un proceso de obtencidon de licencias considerablemente menos complicado para estos productos
biotecnolégicos en la industrias alimentaria y farmacéutica, en particular porque estos productos no deberian
comprender trazas de un microorganismo transgénico.

Ademas, con ayuda de este procedimiento de acuerdo con la invencion, es posible producir alternano con
rendimientos altos, sin pérdidas como consecuencia, por ejemplo, de la interferencia de la actividad secundaria de
las enzimas de otra célula huésped que puede formar productos secundarios que interfieren.

En otro modo de realizacion preferente del procedimiento de acuerdo con la invencién, se usa una proteina
producida de forma recombinante con la actividad enzimatica de una alternano sacarasa.

En otro modo de realizacién preferente mas, la proteina con la actividad enzimatica de una alternano sacarasa se
inmoviliza sobre un soporte.

La inmovilizacion de la proteina de acuerdo con la invencién con la actividad enzimatica de una alternano sacarasa
tiene la ventaja de que se puede recuperar la enzima, que es un catalizador de la reacciéon de sintesis, de forma
sencilla a partir de la mezcla de reaccién y volverse a emplear. Dado que la purificacion de las enzimas, por norma
general, es cara y consume tiempo, una inmovilizaciéon y recuperacion de la enzima permite realizar ahorros
considerables. Otra ventaja es el grado de pureza de los productos de la reacciéon, que no comprenden proteina
residual.

Existen multiples soportes disponibles para la inmovilizaciéon de proteinas, siendo posible su acoplamiento al soporte
por medio de enlaces covalentes o no covalentes (para una descripcion general, véase: Methods in Enzymology
135, 136, 137). Son soportes de uso extendido, por ejemplo, la agarosa, el alginato, la celulosa, la poliacrilamida, la
silice o el nailon.

El soporte puede ser, por ejemplo, un soporte inerte, un soporte cargado eléctricamente, un soporte inorganico o un
soporte organico. Son soportes adecuados que se pueden usar los materiales inorganicos tales como vidrios
porosos, gel de silice, alimina, hidroxiapatita o diversos 6xidos metalicos, los polimeros naturales, por ejemplo,
celulosa, almidén, alginatos, agarosa o colageno, o los polimeros sintéticos tales como poliacrilamida, poli(alcohol
vinilico), acrilato de metilo, nailon u oxiranos. La inmovilizacion se lleva a cabo por fuerzas de unién fisicas tales
como, por ejemplo, las fuerzas de Van der Waals, las interacciones hidréfobas y los enlaces idnicos. Como se
menciona anteriormente, la proteina con la actividad enzimatica de una alternano sacarasa también se puede
inmovilizar sobre soportes por medio de un enlace covalente. Con este fin, los soportes deben presentar grupos
reactivos, que pueden formar enlaces homopolares con cadenas laterales de aminoacidos. Son ejemplos de grupos
adecuados los grupos carboxilo, los grupos hidroxilo y los grupos sulfuro. Por ejemplo, se puede activar la superficie
de los vidrios porosos por tratamiento con silanos y, posteriormente, hacerla reaccionar con proteinas. Se pueden
activar los grupos hidroxilo de los polimeros naturales con bromuro de cianégeno y los grupos carboxilo con cloruro
de tionilo y, posteriormente, acoplarlos con enzimas. Otra posibilidad de inmovilizacion de la proteina con la actividad
enzimatica de una alternano sacarasa es su inclusion en redes tridimensionales. Una ventaja es que las enzimas
estan presentes en forma libre, sin unir, en la red. Los poros de la matriz circundante deben ser lo suficientemente
pequefios para retener la enzima.

En un modo de realizacion preferente del procedimiento de acuerdo con la invencién descrito anteriormente, la
solucién que comprende sacarosa es una solucioén con una concentracion de sacarosa de al menos el 12 % en peso,
aun mas preferentemente de al menos el 15 % en peso, en base al peso de agua. De forma particularmente
preferente, la concentracion de sacarosa es del 15 % en peso, del 40 % en peso en base al peso de agua, mas
preferentemente, del 15 % en peso al 30 % en peso y, lo mas preferentemente, del 18 % en peso al 25 % en peso.

La etapa 1) del procedimiento, en la que se pone en contacto una solucidbn que comprende sacarosa con una
proteina con la actividad enzimatica de una alternano sacarasa, se lleva a cabo preferentemente a una temperatura
de 35-45 °C, aun mas preferentemente a 35-40 °C.

Preferentemente, el pH en el procedimiento de acuerdo con la invencion es de 5-6, aun mas preferentemente 5,0-
5,3.

Preferentemente, el tiempo de reaccién en la etapa 1 del procedimiento supone al menos 12 horas, mas
preferentemente al menos 24 horas, aun mas preferentemente al menos 36 horas, de forma particularmente
preferente 40-60 horas.

En otra variante ventajosa, el procedimiento se lleva a cabo sin agitacion.

En una variante del procedimiento descrito anteriormente, se afiade una molécula aceptora en la etapa 1) del
procedimiento. En el contexto de la presente invencion, se entiendo que una molécula aceptora significa una
molécula en la que una alternano sacarasa truncada puede catalizar una reaccion de elongacion de la cadena,

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2438 001 T3

formandose una cadena alternano en la molécula aceptora. Preferentemente, el aceptor que se puede afadir a la
mezcla de reaccion al comienzo de la reacciéon es un hidrato de carbono o un derivado de hidrato de carbono.
Preferentemente, el aceptor de hidrato de carbono es un oligo o polisacarido, en particular un polisacarido ramificado
tal como, por ejemplo, dextrina, glucogeno o amilopectina, preferentemente un polisacarido lineal y de forma
particularmente preferente un sacarido seleccionado del grupo que consiste en maltosa, isomaltosa, isomaltotriosa y
metil-alfa-D-glucano o gentobiosa. Si la elongaciéon de una cadena de alternano se produce en estos aceptores, esto
da lugar a productos con un peso molecular mayor en comparacion con el material de partida. Cuando se usan
maltosa, isomaltosa, isomaltotriosa y metil-alfa-D-glucano, se obtienen productos que tienen un peso molecular
reducido en comparacién con el alternano que se puede preparar en ausencia de aceptores de hidrato de carbono
externos, productos que se denominan oligoalternanos. El tamafio del peso molecular de los oligoalternanos
preparados depende de la proporcién de sacarosa:aceptor empleada. Por tanto, el grado de polimerizacién de los
productos aumenta con un aumento de la proporcion de sacarosa:aceptor. Ademas, la proporcion de
sacarosa:aceptor afecta al rendimiento de oligoalternano. Por tanto, en el caso del aceptor de isomaltosa, el
rendimiento de oligoalternano aumenta al disminuir la proporcion de sacarosa:isomaltosa.

En otro procedimiento, se obtiene alternano extrayendo alternano de una célula huésped de acuerdo con la
invencion o una planta de acuerdo con la invenciéon o su material de propagacién o de las partes de plantas
cosechadas descritas anteriormente, y, si es apropiado, aislandolo.

Un modo de realizacion ventajoso proporciona que el alternano se aisla de las plantas de acuerdo con la invencion,
en particular de sus vacuolas, y se purifica. Es particularmente preferente aislar, y obtener, alternanos a partir de los
o6rganos de almacenamiento de las plantas de patata, maiz, remolacha azucarera, sorgo azucarero o cafia de
azucar. En un modo de realizacion, el procedimiento comprende la trituracién mecanica de la biomasa de células de
las plantas mas grandes con ayuda de un mezclador de turbina, por ejemplo, una mezcladora Waring, donde,
preferentemente, el desmenuzamiento se lleva a cabo en un volumen grande de medio acuoso a bajas
temperaturas, por ejemplo, 4 °C. Se puede llevar a cabo una disrupcién adicional con ayuda de procedimientos
fisicos de disrupcion, por ejemplo, por medio de ultrasonidos, un dispositivo de prensa francesa, con molinos o
prensas, con ayuda de procedimientos quimicos de disrupcion, por ejemplo, liofilizacion o usando detergentes o
usando cambios en la presion osmética, o con ayuda de procedimientos biolégicos de disrupcién, por ejemplo,
usando enzimas que atacan la pared celular, o por medio de un tratamiento con acido/alcali. En un modo de
realizacion particularmente preferente, se obtiene el alternano mediante la produccién de un extracto acuoso, en
particular de los 6rganos de almacenamiento, y la posterior precipitacion con alcohol, o a bajas temperaturas, por
ejemplo, 4 C.

El trabajador experto puede encontrar otras variantes del procedimiento de obtencion de alternano por
extraccién/aislamiento a partir de una célula huésped de acuerdo con la invencion, una planta de acuerdo con la
invencion o su material de propagacion o partes de plantas cosechables en la literatura especializada conocida, tal
como, por ejemplo, Loncin, Marcel Grundlagen der Verfahrenstechnik in der Lebensmittelindustrie [Fundamentos de
ingenieria de procesos en la industria alimentaria). Francfort/Main: Verlag Sauerlander 1969; Tscheuschner, H.D.
Grundzuge der Lebensmitteltechnik [Fundamentos de tecnologia de los alimentos]. Hamburgo: Behrs Verlag 2004;
Kessler, H.G. Lebensmittel und Bioverfahrenstechnik [Tecnologia de los alimentos y bioprocesos]. Munich: Verlag A.
Kessler 1996; Martin, A.M. Bioconversion of waste materials to industrial products. Londres, Nueva York: Blackie
Academic & Professional 1998.

Si la célula vegetal/planta de acuerdo con la invenciéon adopta la forma de una planta de almacenamiento de
azucares tal como, por ejemplo, la remolacha azucarera o la cafia de azucar, o de material de propagacion o partes
de plantas cosechables de las mismas, el trabajador experto dispone de protocolos de extraccion establecidos para
azucares, tales como los descritos, por ejemplo, en Belitz y Grosch. Lehrbuch der Lebensmittelchemie [Manual de
quimica de los alimentos], Berlin Heidelberg, Springer-Verlag 1992, p. 786.

La extraccion y el aislamiento del alternano a partir de una planta de acuerdo con la invencién o su material de
propagacion se puede realizar por medio de procedimientos ordinarios tales como, por ejemplo, precipitacion,
extraccion y procedimientos cromatograficos.

En otro procedimiento mas de acuerdo con la presente invencién, se secreta una proteina de acuerdo con la
invencion con la actividad enzimatica de una alternano sacarasa, como se describe anteriormente (en adelante en el
presente documento, alternano sacarasa), producida por una célula huésped de acuerdo con la invencion,
preferentemente E. coli, en un medio de cultivo que comprende sacarosa, y se aisla alternano a partir del medio de
cultivo.

Este procedimiento se describe en el documento WO 00/47727. Las partes pertinentes de la divulgacion incluyen los
modos de realizacién preferentes, en particular de la p. 28, 3° parrafo hasta la p. 31, 1% parrafo, inclusive, del
documento WO 00/47727.

El alternano es un polvo seco blanco que es de transparente a opaco en solucion. Presenta una solubilidad alta y la
solucion tiene una viscosidad baja, como se muestra en los ejemplos adjuntos. El alternano de la presente invencion
no tiene aroma y tiene un sabor limpio. Ademas, el alternano de la presente invencién es inerte frente a los
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microbios, no digerible, tiene pocas o ninguna caloria y tiene una respuesta glucémica y un indice glucémico muy
bajos.

También se describe el uso de alternano con un peso molecular promedio en peso Pm en el intervalo de desde
12.000.000 g/mol hasta 30.000.000 g/mol como adicion a alimentos o complementos alimenticios. De acuerdo con la
presente invencion, el término alimentos incluye tanto alimentos para seres humanos como alimentos para animales
0 pienso para animales. Ademas, el término alimentos incluye bebidas. Los complementos alimenticios incluyen
complementos alimenticios para seres humanos y para animales.

En los alimentos y los complementos alimenticios, se puede usar alternano con un peso molecular promedio en peso
Pm en el intervalo de desde 12.000.000 g/mol hasta 30.000.000 g/mol en particular como emulsionante, sustituto de
la goma arabiga, carga, agente voluminizador, agente descompactante, diluyente, agente prebidtico y/o fibra
alimenticia. Son alimentos, sin limitacion, bebidas tales como bebidas carbonatadas, zumos, especialmente zumos
de fruta, batidos de fruta, gaseosas, té helado, bebidas dietéticas, bebidas saciantes, bebidas terminadas, bebidas
para deportistas, bebidas de resistencia, mezclas en polvo de bebidas para complementos alimenticios, productos
de panaderia, tales como pan, pasteles, galletas, pastas, galletas saladas, cruasanes, fideos y pasta, barritas
nutritivas, barritas energéticas, barritas de desayuno, productos de aperitivo y cereales, tales como cereales
extrudidos, cereales de desayuno, virutas de cereal, alimentos infantiles y para bebés, sopas, congelados, comida
precocinada y sustitutivos de las comidas.

Como fibra alimenticia se usa alternano con un peso molecular promedio en peso Pm en el intervalo de desde
12.000.000 g/mol hasta 30.000.000 g/mol. En relaciéon con esto, es particularmente util para el enriquecimiento en
fibra en los alimentos mencionados anteriormente.

Se divulgan ademas alimentos y complementos alimenticios que comprenden alternano con un peso molecular
promedio en peso Pm en el intervalo de desde 12.000.000 g/mol hasta 30.000.000 g/mol como emulsionante,
sustituto de la goma arabiga, carga, agente voluminizador, agente descompactante, diluyente, agente prebidtico y/o
fibra alimenticia.

También se divulga el uso de alternano con un peso molecular promedio en peso Pm en el intervalo de desde
12.000.000 g/mol hasta 30.000.000 g/mol como adicién a productos cosméticos o farmacéuticos. En estos productos
se puede usar alternano con un peso molecular promedio en peso Pm en el intervalo de desde 12.000.000 g/mol
hasta 30.000.000 g/mol como emulsionante, carga, agente descompactante, diluyente y/o como excipiente para
principios activos.

Descripcion de las secuencias

SEQ ID NO 1: secuencia de acidos nucleicos de Leuconostoc mesenteroides, que codifica una proteina con la
actividad enzimatica de una alternano sacarasa

SEQ ID NO 2: secuencia de aminoacidos de una proteina con la actividad enzimatica de una alternano
sacarasa de Leuconostoc mesenteroides. La secuencia de aminoacidos mostrada puede derivar
de la SEQ ID NO 1.

SEQ ID NO 3: Secuencia de acidos nucleicos sintética que codifica una proteina con la actividad enzimatica de
una alternano sacarasa. La sintesis de los codones de la secuencia mostrada se llevé a cabo de
tal forma que esta adaptada al uso de codones en células vegetales. La secuencia de acidos
nucleicos mostrada codifica una proteina con la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ
ID NO 2.

SEQ ID NO 4: Cebador sintético GUS-Forwl

SEQ ID NO 5: Cebador sintético GUS-Rev

SEQ ID NO 6: Cebador sintético GUS-Forwll

SEQIDNO7: Secuencia de enlazador sintético Linker1

SEQ ID NO 8: Secuencia de enlazador sintético Linker2

SEQID NO 9: Cebador sintético Nos-Forw

SEQ ID NO 10: Cebador sintético Nos-Rev

SEQ ID NO 11: Oligonucledtido sintético, extension 5’ antes del nucledtido 118 de la SEQ ID NO 3
SEQ ID NO 12: Oligonucledtido sintético, extension 3’ de la SEQ ID NO 3

SEQ ID NO 13: Cebador sintético RLP3
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SEQ ID NO 14: Cebador sintético RLP4

SEQ ID NO 15: Cebador sintético AlSul-Forw
SEQ ID NO 16: Cebador sintético AlSul-Rev
SEQID NO 17: Cebador sintético AlSull-Forw
SEQ ID NO 18: Cebador sintético AlSull-Rev
SEQIDNO 19:  Cebador sintético SIP6

SEQ ID NO 20: Cebador sintético SIP7
SEQIDNO 21:  Cebador sintético SIP1a
SEQ ID NO 22: Cebador sintético SIP2

SEQ ID NO 23: Cebador sintético SIP3

SEQ ID NO 24: Cebador sintético SIP4

SEQ ID NO 25: Cebador sintético SIP5

1. Procedimientos

1.1 Construccion de plasmidos

Todos los procedimientos de biologia molecular se llevaron a cabo por medio de procedimientos ordinarios
(Sambrook y Russell Molecular cloning: a laboratory manual (tercera ediciéon) Cold Spring Harbor Laboratory Press,
NY, EE. UU. (2001)). Las enzimas de restriccion se obtuvieron de New England Biolabs, Inc., Ipswitch, MA, EE. UU.

pUbiGusNos

Se escindi6 el promotor de la ubiquitina de Zea mays (n.° de acceso de GenBank 94464, Christensen et al., Plant
Mol. Biol. 18, 1992, 675)) a partir de un pML8 (en el documento WO 2006 066969) con Pstl y se ligé en un pUC18
escindido con Pstl (n.° de acceso de GenBank L09136) en un orientacion tal que el extremo 5’ del promotor estaba
en el lado del sitio Hindlll, lo que dio lugar a un pUC18-Ubi. Se amplificé la secuencia codificante de la beta-
glucuronidasa (GUS) de E. coli (nimero de acceso de GenBank S69414) con los cebadores GUS-Forwl (SEQ ID NO
4; GAAAGCTTGGCTGCAGGTCAGTCCCTTATGTTACGTCCTGTAG) y GUS-Rev (SEQ ID NO 5;
CTGGTCCCGGGATTCATTGTTTGCCTCCCTGCT), condiciones de PCR: 5 ciclos en cada caso de 30 s a 94 °C, 30
s a 60°C, 2 min a 72 °C, y 25 ciclos en cada caso con 30 s a 94 °C, 30 s a 73 °C, 2 min a 72 °C, usando la
polimerasa de ADN Taq Platinum de alta fidelidad (Invitrogen Corp, Carlsbad, CA, EE. UU.) y realizando el
procedimiento en las condiciones descritas por el fabricante. El fragmento resultante se amplificé de nuevo con los
cebadores GUS-Forwll (SEQ ID NO 6; TCGAGCTCGCGAAAGCTTGGCTGCAGGT) y GUS-Rev en las mismas
condiciones y se escindié con Xmal. Se escindié el pUC18-Ubi con BamHI, se rellenaron los salientes con la
polimerasa de ADN T4 (New England Biolabs, Inc., Ipswitch, MA, EE. UU.) y se escindié el fragmento con Xmal. El
producto de PCR escindido con Xmal GUS se ligé en este vector y el plasmido resultante se llamoé pUC18-Ubi-GUS.
Se escindié el pUC18-Ubi-GUS con Xmal y se retiraron los salientes con nucleasa de judia mungo (New England
Biolabs, Inc., Ipswitch, MA, EE. UU.) y se escindi6 el fragmento con EcoRI. Se alinearon los oligonucleétidos
fosforilados Linker1 (SEQ ID NO 7; AACAACTCTCCTGGCGCACCATCGTCG-
GCTACAGCCTCGGGAATTGCTGCAGGTC GACGGATCCG) y Linker2 (SEQ ID NO 8;
AATTCGGATCCGTCGACCTGCAGCAATTCCCGAGGCTGTAGCCGACGATGGTGCG CCAGGAGAGTTGTT) y se
ligd el enlazador resultante en este fragmento de vector escindido con Xmal/EcoRI, dando lugar al pUC18-Ubi-GUS-
PL. Se amplificé el terminador nos de Agrobacterium tumefaciens (Depicker et al., 1982, Journal of Molecular and
Applied Genetics 1, 561-573) a partir de un pML8 usando los cebadores Nos-Forw (SEQ ID NO 9;
CGGATCGGATCCGTCGACCTGCAGATCGTTCAAACATTTGGCAAT) y Nos-Rev (SEQ ID NO 10
CCACGGAATTCGATCTAGTAACATAGATGACACCGCG). Condiciones de PCR: 5 ciclos en cada caso con 30 s a
94 °C, 30 s a58°C, 3 mina 72 °C, y 25 ciclos en cada caso con 30 s a 94 °C, 30 s a 70°C, 3 mina 72 °C, usando la
polimerasa de ADN Taq Platinum de alta fidelidad (Invitrogen Corp, Carlsbad, CA, EE. UU.) y realizando el
procedimiento en las condiciones descritas por el fabricante. Se escindi6 el producto de PCR con BamHI y EcoRI y
se ligd en el pUC18-Ubi-GUS-PL escindido con BamHI/EcoRl, lo que dio lugar al vector pUbiGusNos.

pSM13

La secuencia codificante de alternano sacarasa con codones optimizados se sintetizé en Entelechon (Regensburg,
Alemania). Se retiraron los sitios de ayuste predichos y las sefales de poli(A). Ademas, en la secuencia con codones
optimizados no existen tramos de GC/AT de mas de 5 o 6 nucledtidos de longitud, respectivamente, ni secuencias
CAAT. Se retiraron o aiadieron determinados sitios de escisién de restriccion. La secuencia sintética comprende los
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nucleodtidos 118-6174 de la SEQ ID NO 3, con la extension en 5 GCGGCCGCGGCAGCCATG [SEQ ID NO 11], de
modo que se introduce un codoén de iniciacion de las traducciones ATG [subrayado] cadena arriba del nucleétido 118
de la SEQ ID NO 3, y con la extension en 3° ACCGGATATCGCGGCCGC [SEQ ID NO 12]). Se clond la secuencia
sintética en un pUC19 (New England Bio labs; niumero de acceso de GenBank M77789) usando EcoRI/Hindlll y
usando el sitio de escision de restriccion de Hindlll en la secuencia codificante de alternano sacarasa sintética, lo
que dio lugar a un pRVL110. Se introdujo de nuevo el coddn de detencidon (subrayado en RLP3) alineando los
cebadores fosforilados RLP3 (SEQ ID NO 13; AGCTTGAACCGGATATCGCGGCCGC) y RLP4 (SEQ ID NO 14;
AGCTGCGGCCGCGATATCCGGTTCA) y ligando el enlazador resultante en un pRVL110 escindido con Hindlll, con
la orientacion del enlazador de tal modo que el RLP3 estaba en orientacion sentido cadena abajo de la secuencia
codificante de la alternano sacarasa. El plasmido resultante se llamé pSM12.

Se amplifico el segmento 5’ de la alternano sacarasa a partir de pSM12 con los cebadores AlSul-Forw (SEQ ID NO
15; CAACTGAGCTCTGCAGAATTCGGCTTGTTCGGGCAGCCATGGACACCAACTCC) y AlSul-Rev (SEQ ID NO
16; GCCGGAGTTGTCGGTGCCGAAGCCCTTGCG). Condiciones de PCR: 5 ciclos en cada caso con 30 s a 94 °C,
30 s a 65°C, 3 min a 72 °C, y 25 ciclos en cada caso con 30 s a 94 °C, 30 s a 72°C, 5 min a 72 °C, usando la
polimerasa de ADN Taq Platinum de alta fidelidad (Invitrogen Corp, Carlsbad, CA, EE. UU.) en las condiciones
especificadas por el fabricante. Se escindié el producto con Sacl. Se cloné el fragmento resultante en un
pUbiGusNos abierto con Sacl en una orientacion tal que el extremo 5’ de la alternano sacarasa estaba cadena abajo
del promotor de la ubiquitina, lo que dio el pUbiAISul. Se amplifico el extremo 3’ de la alternano sacarasa en un
pSM12 usando los cebadores AlSull-Forw (SEQ ID NO 17; TCCTACGACAAGTCCTCCTTCGAGAACGTG) y AlSull-
Rev (SEQ ID NO 18; CTTACGGATCCACTAGTAACGGCCGCGATATCCGGTTC). Condiciones de PCR: 5 ciclos en
cada caso con 30 sa 94 °C, 30 s a 65°C, 3 mina 72 °C, y 25 ciclos en cada caso con 30 s a 94 °C, 30 s a 72°C, 5
min a 72 °C, usando la polimerasa de ADN Taq Platinum de alta fidelidad (Invitrogen Corp, Carlsbad, CA, EE. UU.)
en las condiciones especificadas por el fabricante. Se escindioé el fragmento resultante con Kpnl y BamHI y se ligoé en
el pUbiAISul digerido con Kpnl/BamHI, lo que dio un pSM13.

pS13

Se amplific6 la alternano sacarasa del pSM13 usando los cebadores SIP6 (SEQ ID NO 19;
GCCATCGAGCAGCAGATCTCCCTCAAG) y SIP7 (SEQ ID NO 20; CATAGGATCCCTACACGCCGGAGGCGTC). Al
hacerlo, se introdujo un codén de detencion TAG (secuencia complementaria subrayada en el SIP7) después del
nucleodtido 3945 de la SEQ ID NO 3. Condiciones de PCR: 30 ciclos en cada casocon 10sa 95 °C,2mina 71 °C, 3
min + 15 s de autoextension por ciclo a 68 °C, seguido de 5 min a 72 °C, usando la polimerasa de ADN Taq Platinum
de alta fidelidad (Invitrogen Corp, Carlsbad, CA, EE. UU.) y realizando el procedimiento como especifica el
fabricante. Se escindi6 el producto de PCR con Dralll y BamHI y se cloné en el fragmento Dralll/BamHI del vector
pSM13. El plasmido resultante se llamé pS13.

pSR16

El pSR16 se generd por escision del pSM13 con Xbal y Sall y ligando el fragmento que contiene la alternano
sacarasa en el fragmento Xbal-Sall del vector pAlsu-pET24a (en el documento WO 00/47727). La proteina codificada
por el pSR16 comprende los aminoacidos 40-2057 de la SEQ ID NO 2 mas una metionina den el extremo N. Esta
proteina se llama alternano sacarasa de longitud completa en los ejemplos que figuran a continuacion.

pSR17

El pSR17 se clond por escisién del pS13 con Xbal y Sall y ligando el fragmento que comprende la alternano
sacarasa en el fragmento Xbal-Sall del vector pAlsu-pET24a (en el documento WO 00/47727). La proteina codificada
por el pSR17 comprende los aminoacidos 40-1315 de la SEQ ID NO 2 mas una metionina den el extremo N. Esta
proteina se llama alternano sacarasa truncada en los ejemplos que figuran a continuacion.

1.2 Expresion de alternano sacarasa en extracto de germen de trigo

Transcripcion in vitro

Se generaron moldes para la transcripcion in vitro por medio de PCR. Las condiciones de PCR fueron las siguientes:
35 ciclos en cada caso con 10 s a 94 °C, 2 min a 71 °C, 3 min a 68 °C, seguido de 5 min a 72 °C. La polimerasa
usada fue la polimerasa de ADN Taq Platinum de alta fidelidad (Invitrogen Corp, Carlsbad, CA, EE. UU.) realizando
el procedimiento como especifica el fabricante. La PCR se llevd a cabo sobre el pSM13 usando los siguientes
cebadores: SIP1a (SEQ ID NO 21; TAATACGAGTCACTATAGGCAGAATTCGGCTTGTTCGGGC) y SIP2 (SEQ ID
NO 22; AGTAACGGCCGCGATATCCGGTTCAAGC) (el producto codifica los aminoacidos 40-2057 de la SEQ ID NO
2 mas una metionina en el extremo N); SIP1a-SIP3 (SEQ ID NO 23; CGAAGAGGCCGTCCTAGCGGAGGGAG),
donde se incorporé un coddén de detencion TAG después del nucledtido 4518 de la SEQ ID NO 3 (secuencia
complementaria subrayada en el SIP3) (el producto codifica los aminoacidos 40 a 1506 de la SEQ ID NO 2 mas una
metionina en el extremo N); SIP1a-SIP4 (SEQ ID NO 24; GGTGCCGAAGCCCTAGCGGAGCTC), donde se
incorpor6 un codon de detencion TAG después del nucledtido 4140 de la SEQ ID NO 3 (secuencia complementaria
subrayada en el SIP4) (el producto codifica los aminoacidos 40 a 1380 de la SEQ ID NO 2 mas una metionina en el
extremo N); SIP1a-SIP5 (SEQ ID NO 25; CCGGAGATGGAGTAGTACTACACGCCGGA), donde se incorporé un
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coddn de detencion TAG después del nucledtido 3945 de la SEQ ID NO 3 (secuencia complementaria subrayada en
el SIP5) (el producto codifica los aminoacidos 40 a 1315 de la SEQ ID NO 2 mas una metionina en extremo N).

La transcripcion in vitro se llevo a cabo con el kit mMessage mMachine (Ambion, Austin, TX, EE. UU.) usando la
polimerasa de ARN T7 y siguiendo los protocolos proporcionados por el fabricante.

Traduccién in vitro

Se tradujeron los ARNm descritos anteriormente en un extracto de germen de trigo de Promega (Promega, Madison,
WI, EE. UU.), siguiendo los protocolos proporcionados por el fabricante.

Determinacion de la cantidad de alternano sacarasa

La traduccién in vitro se llevé a cabo como se describe anteriormente en presencia de metionina marcada con 35S.
Se separaron las proteinas en gel de SDS/poliacrilamida al 8 % y se visualizaron por medio de autorradiografia.

1.3 Expresion de alternano sacarasa en protoplastos de patata

Se generaron protoplastos de patata mediante la incubacion de material foliar cortado de plantas de patata in vitro
durante la noche en celulasa al 0,5 % y macerozima al 0,2 % en manitol 0,6 M en oscuridad a temperatura ambiente.
Al dia siguiente, se recogieron los protoplastos colandolos con un colador de 125 pm y uno de 63 ym. Se lavaron los
protoplastos con manitol 0,6 M, se contaron, se sedlmentaron y se suspendieron en medio MaMg [MaMg2x6H-0,
MES al 0,1 %, a pH 5,6] a una concentracion de 2x10° protoplastos por ml. Se incubaron los protoplastos en hielo
durante 30 minutos. Para la transformacion, se incubd un volumen tipico de 40 ul de ADN con 10° protoplastos y 1
ml [PEG 6000 al 40 %, manitol 0,4 M, Ca(NOs3) x 4H,O 0,1 M, a pH 7-9] durante 20 minutos a temperatura ambiente.
Se afiadieron por etapas 10 ml de medio B5 SMX [vitaminas y sales B5 de Gamborg (Duchefa) complementado con
sacarosa al 1 %, manitol 0,4 M, 1,25 g/l de xilosa, 0,1 mg/l de 2,4-D, 0,2 mg/l de BAP, 1,0 mg/l de NAA, -2 pH 5,7]. Se
recogieron los protoplastos por centrifugacion, se resuspendieron en 5 ml de medio B5 SMX por 10° protoplastos
transformados y se incubaron durante la noche en oscuridad a 23 °C. Se recogieron los protoplastos por
centrifugacion. Para analizar la actividad alternano sacarasa, se resuspendio el sedimento en 100 pl [citrato de sodio
100 mM a pH 6,5, EDTA 1 mM, DTT 5 mM], se congelé rapidamente en nitrdgeno liquido para romper las células y
se centrifugd. El sobrenadante se usé para el analisis posterior.

Para analizar la actividad beta-glucuronidasa (GUS), se homogeneiz6 el sedimento en tampoén de extraccion de GUS
[tampon NaP 50 mM a pH 7, EDTA 10 mM, SDS al 0,1 %, Triton X-100 al 0,1 %, beta-mercaptoetanol 10 mM] y se
centrifugd. El sobrenadante se usoé para el analisis posterior.

Determinacion de la eficacia de transformacién de los protoplastos

Se determind la eficacia de la transformacion cuantificando la cantidad de GUS sintetizada. La cantidad de GUS se
cuantificé incubando 100 ug del extracto de proteina en 4-metilumbeliferil-glucurénido (4-MUG) a una concentracion
final de 1 mM. Se detuvo la reaccion mediante la adicién de 900 uyl de Na;CO3; 0,2 M a 100 pl de solucion de
reaccion. Se tomaron muestras en diversos puntos en el tiempo y se determiné la cantidad de 4-metilumbeliferilo
(MU) producida en un fluorimetro con una absorcion a 356 nm y una emisiéon a 455 nm en diversos puntos en el
tiempo como medida de la actividad GUS. La eficacia de transformacion relativa se expres6 como el aumento
relativo de la cantidad de MU formada por 100 pg de extracto de proteina.

1.4 Determinacion de la actividad alternano sacarasa

Se determiné la actividad alternano sacarasa como se describe en el documento WO 00/47727, excepto porque se
tifd el polimero con azul alcian al 0,5 %, solucién de HAc al 3 %.

1.5 Produccion de alternano sacarasa truncada y de longitud completa recombinante y alternanos en E. coli

Se transformaron el plasmido pSR16 (la proteina codificada por el pSR16 comprende los aminoacidos 40-2057 de la
SEQ ID NO 2 mas una metionina en el extremo N-alternano sacarasa de longitud completa) y el pSR17 (la proteina
codificada por el pSR17 comprende los aminoacidos 40-1315 de la SEQ ID NO 2-alternano sacarasa truncada) en
BL21 de E. coli (DE3) (Stratagene), siguiendo procedimientos ordinarios como se describe en Sambrook y Russell,
Molecular cloning: a laboratory manual (tercera edicion) Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY, EE. UU. (2001).
Se inocularon 50 ml de medio YT + 50 pg/ml de kanamicina con 1 ml de precultivo de estas células y se hicieron
crecer a 37 °C hasta que la DOggo fue de 0,4. Se afadieron IPTG hasta una concentracion final de 5 mM y glucosa
hasta una concentracion final del 1 %, y se hizo crecer el cultivo durante la noche a temperatura ambiente. Se
recogieron las células (15 min a 4000 rpm, a 4 °C), se resuspendieron en 3 ml de tampén de extraccion (citrato de
sodio 100 mM a pH 5,2, EDTA 1 mM, DTT 10 mM) y se disrupciéon dos veces usando una prensa francesa. Se
centrifugd el extracto en bruto durante 10 min a 13 000 rpm y se esterilizé el sobrenadante (Sterivex GV 0,2 pM,
Millipore) y después se uso para el analisis adicional.

Tipicamente, se incubaron 5 ml de extracto de proteina de la alternano sacarasa truncada o de longitud completa de
matraces de agitacion Erlenmeyer en un volumen total de 1 litro (acetato de sodio 100 mM a pH 5,3, sacarosa al
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20 %) durante 48 horas a 37 °C sin agitacién. Se obtuvo alternano mediante la adicion de EtOH hasta una
concentracion final del 50 %, centrifugacion durante 10 minutos a 4000 rpm, lavado de los sedimentos de alternano
tres veces con EtOH al 50 % y secado de los sedimentos a 37 °C. El alternano seco se molié en un mortero con
mano.

1.6 Determinacion del peso molecular del alternano

Se disolvio alternano en DMSO a una concentracion del 0,1 % (p/v). Se incuban las soluciones durante la noche a
TA en un agitador (Eppendorf) a 300 rpm y después se calientan durante 2 h a 95 °C en un agitador térmico
(Eppendorf) a 300 rpm. Se filtré la muestra a través de una jeringuilla de 13 mm con un filiro de PTFE de 5 ym
Whatman Puradisc™. Se analizaron los polimeros usando un sistema Dionex (Dionex Corporation, Sunnyvale,
EE. UU.) que consistia en los siguientes componentes: una bomba de HPLC P680, un automuestreador AS50, un
compartimento de columna termostatizada TCC-100. Se lleva a cabo la deteccién usando un detector de dispersion
de luz DAWN-EOS (Wyatt Technology, Santa Barbara, EE. UU.) con una Ap= 690 nm y 15 detectores en el intervalo
de angulos desde 25,9 hasta 163,3° y una celda de flujo K5 acoplada a un detector Shodex RI-101 RI (Shodex
Denko K.K., Kanagawa, Japon). Se fraccionan los polimeros por medio de las siguientes columnas: columna de
guarda WATERS Styragel, Styragel 7, Styragel 6E y Styragel 2 (Waters Corp, Milford, MA, EE. UU.). Se inyectan 50
pl de solucion. El fraccionamiento se produce a una temperatura de 60 °C y a un caudal de 0,5 ml/min con NaNO3
90 mM en DMSO como eluyente. Se analiza a distribucion de pesos moleculares de las muestras por medio del
programa Astra V 5.1.7.3, usando el programa de calculo de masas Berry 2nd order (Wyatt Technology, Santa
Barbara, EE. UU.).

1.7 Determinacion de la viscosidad

Se determind la viscosidad de soluciones de alternano a 23 °C como una funciéon de la concentracion, usando el
reometro avanzado Gemini de BOHLIN a una velocidad de cizalladura constante de 39,6 s-1. Se transfiere la
muestra a la placa/cono del sistema de medida CP4°/40 mm que se habia precalentado hasta 23 °C. Los
parametros de medida son los siguientes: modo de viscosimetria con configuracion de velocidad de cizalladura: pre-
cizalladura: 10 1/s, 60 s, tiempo de configuracion 10 s; velocidad de cizalladura constante 39,6 s-1; por 10 datos,
tiempo de retardo y tiempo de espera: 5 s, tiempo de integracion 10 s; tiempo por punto 20 s. Se mide dos veces la
misma muestra; en el caso de curvas indebidamente inestables, tres veces con el fin de obtener un mayor nimero
de datos. Los datos que se desvian claramente de la curva lineal no se tienen en cuenta para calcular la media.

2. Ejemplos

Ejemplo 1: Actividad de mutantes de alternano sacarasa por delecion C terminal en extracto de germen de
trigo

Se generaron mutantes de alternano sacarasa por delecion para su expresion en extracto de germen de trigo como
se describe en los procedimientos. Se determinaron la actividad y la cantidad del alternano producido en el extracto
de germen de trigo.

La fig.1 muestra la actividad y la cantidad de la alternano sacarasa en el extracto de germen de trigo. La fig. 1A
muestra la actividad alternano sacarasa y que la alternano sacarasa generada usando los cebadores SIP1a y SIP5
(es decir, la proteina comprende los aminoacidos 40 a 1315 de la SEQ ID NO 2 mas una metionina en el extremo N)
es activa en extracto de germen de trigo.

La fig. 1B muestra la cantidad de la alternano sacarasa y que la eficacia de produccion en extracto de germen de
trigo aumenta con la disminucién del tamario de la proteina. El control es la traduccion in vitro en ausencia de ARN.
Los cebadores usados para generar moldes para la transcripcion in vitro se muestran en las lineas anteriores. La
alternano sacarasa de E. coli es una alternano sacarasa de longitud completa expresada en E. coli. El peso
molecular de los marcadores proteinicos se indica a la derecha en la fig. 1B.

Ejemplo 2: Actividad de mutantes de alternano sacarasa por delecion C terminal en protoplastos de patata

Para expresar alternano sacarasa de Iongltud completa en protoplastos de patata, se transformaron 30 ug de pSM13
junto con 10 pg de pUbiGusNos por 10° protoplastos. Para expresar la alternano sacarasa truncada en el extremo C-
terminal, se transformaron 30 ug de pS13 junto con 10 pg de pUbiGusNos por 10° protoplastos. Como control, se
transformaron 30 ug de pBluescriptll KS(+) (Stratagene, La Jolla, CA, EE. UU ; numero de acceso de GenBank
X52327) junto con 10 pyg de pUbiGusNos o 40 pg de pBluescriptll KS(+) por 10 protoplastos. Se determind la
actividad de las proteinas como se describe en los procedimientos. La cantidad de extracto de proteina analizada se
corrigi6 mediante la eficacia de transformacion relativa. Las fig. 2A y 2B muestran los resultados de los dos
experimentos diferentes. Se aplico la alternano sacarasa codificada por el pS13 al gel a diferentes concentraciones y
se comparo con la alternano sacarasa codificada por el pSM13. El pKS-GUS es el control negativo en el que no se
habian transformado las secuencias codificantes de alternano sacarasa.

El experimento mostrado en las fig. 2A/B demuestra que la actividad de la proteina codificada por el pS13 (la
proteina comprende los aminoacidos 40 a 1315 de la SEQ ID NO 2 mas una metionina en el extremo N) en
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protoplastos de patata es de 5 a 40 veces mayor que la actividad de la alternano sacarasa codificada por el pSM13
(la proteina comprende los aminoacidos 40 a 2057 de la SEQ ID NO 2 mas una metionina en el extremo N).

Ejemplo 3: Determinacion del peso molecular de alternanos

Se produjeron alternanos con alternano sacarasa truncada y con alternano sacarasa de longitud completa (ejemplo
comparativo) como se describe en 1.5. El alternano producido con alternano sacarasa truncada también se abrevia
en adelante en el presente documento como "SR17" y el alternano producido con alternano sacarasa de longitud
completa también se abrevia en adelante en el presente documento como "SR16".

Se determinaron los pesos moleculares de los alternanos por GPC MALLS (véanse los procedimientos) y se
muestran en la tabla siguiente. El promedio en peso del peso molecular Pm del alternano producido con la alternano
sacarasa truncada fue de 21 200 000 g/mol (SR17) y el Pm del alternano producido con la alternano sacarasa de
longitud completa (SR16) fue de 35 300 000 g/mol (ambos con una concentracion inicial del 1 %).

Muestra Concentracion Pm (g/mol) *10” | Recuperacion
inicial (%)
Alternano producido a partir de alternano sacarasa 1% 3,53 79,0 %
de longitud completa
SR16-15 15 % 3,56 59,5 %
SR16-13 13 % 3,64 45,0 %
SR16-12 12% 3,69 71,1 %
SR16-11 1% 3,69 66,1 %
SR16-10 10 % 3,74 83,2 %
SR16-9 9% 3,74 80,9 %
SR16-8 8 % 3,77 86,8 %
SR16-7 7% 3,77 87,1 %
Alternano producido a partir de alternano sacarasa 1% 2,12 86,4 %
truncada (ej. comparativo)
SR17-15 15 % 2,18 66,5 %
SR17-13 13 % 2,18 67,8 %
SR17-12 12% 2,22 90,8 %
SR17-11 1% 2,21 95,2 %
SR17-10 10 % 2,20 88,0 %
SR17-9 9% 2,19 87,4 %
SR17-8 8 % 2,21 89,3 %
SR17-7 7% 2,23 91,2%

El alternano producido a partir de alternano sacarasa truncada se midié usando espectrometria de RMN de 13C.
Con este fin, se disolvié el material de muestra en DMSO deuterado a 80 °C con agitacion intensa y se midi6 a una
temperatura igualmente de 80 °C usando un espectrometro Unity INOVA 500 (Varian Inc., EE. UU.) a una frecuencia
de medida de 125,69 MHz en condiciones de medida cuantitativa (desacoplamiento de paso inverso, retardo de
relajacion de 5 s). El tiempo de medida fue de aproximadamente 18 horas. Los desplazamientos quimicos eran
referidos a TMS (0 ppm). Las intensidades de las diferentes sefales del grupo de carbono C1, C3 y C6 de los
enlaces 1,3 y 1,6 en el espectro de RMN se usaron para calcular una proporcién media de enlaces alfa-1,3 y enlaces
alfa-1,6 de estos alternanos de 0,41/0,59 (error de 0,02).

Ejemplo 4: Solubilidad del alternano

Se produjeron alternanos con alternano sacarasa truncada y con alternano sacarasa de longitud completa (ejemplo
comparativo) como se describe en 1.5. El alternano producido con alternano sacarasa truncada también se abrevia
en adelante en el presente documento como "SR17" y el alternano producido con alternano sacarasa de longitud
completa también se abrevia en adelante en el presente documento como "SR16".

Se disolvieron los alternanos durante la noche a 50 °C a concentraciones de desde el 7 % hasta el 15 % (p/v). Se
filtraron las muestras a través de una jeringuilla de 13 mm con filtro de PFTE de 5 ym Whatman Puradisc™ y se
analizo la fraccion de alternano disuelto por medio de GPC-MALLS. En la tabla 1 se muestra la fraccién de alternano
disuelto a diferentes concentraciones.

Tabla 1. Fraccion de alternano disuelto a diferentes concentraciones, determinado por GPC-MALLS

30




10

15

20

25

30

ES 2438 001 T3

Alternano producido a partir de |Alternano producido a partir de alternano
alternano sacarasa truncada (SR17) | sacarasa de longitud completa (SR16)
Concentracion (p/v) % disuelto % disuelto
7% 91,2% 87,1 %
8 % 89,3 % 86,8 %
9% 87,4 % 80,9 %
10 % 88,0 % 83,2 %
1% 95,2 % 66,1 %
12% 90,8 % 71,1 %
13 % 67,8 % 45,0 %
15 % 66,5 % 59,5 %

Ejemplo 5: Viscosidad del alternano

Se produjeron alternanos con alternano sacarasa truncada y con alternano sacarasa de longitud completa (ejemplo
comparativo) como se describe en 1.5. El alternano producido con alternano sacarasa truncada también se abrevia
en adelante en el presente documento como "SR17" y el alternano producido con alternano sacarasa de longitud
completa también se abrevia en adelante en el presente documento como "SR16".

Se disolvieron los alternanos durante la noche a 50 °C a concentraciones de desde el 7 % hasta el 15 % (p/v). Se
filtraron las muestras a través de una jeringuilla de 13 mm con un filtro de PTFE de 5 pym Whatman Puradisc™. Se
determind la viscosidad como se describe en los procedimientos. La viscosidad se muestra en la tabla 2.

Tabla 2. Viscosidad del alternano a diferentes concentraciones.

Alternano producido a Alternano producido a partir de
partir de alternano alternano sacarasa de longitud
sacarasa truncada (SR17) completa (SR16)

Concentracion (p/v) Viscosidad (mPa*S) Desv. estandar Viscosidad (mPa*S) Desv. estandar
8 % 9,4 1,9 17,7 1,8
9% 13,9 21 39,3 2,0
10 % 29,9 3,2 120,6 3,8
1% 60,7 2,5 367,9 11,1
12% 240,3 9,3 927,2 7.4
13 % 702,0 14,1 1722,8 25,5
15 % 3605,7 94,5 6204,1 60,3

Ejemplo 6: Prueba de diferencias en las reacciones con aceptor que afectan al desarrollo del alternano con
relacion a los oligosacaridos de alternano

6.1 Materiales y procedimientos:

Expresién de proteinas:

El vector pAl-B-AlSu contiene la secuencia codificante de la alternano sacarasa de longitud completa derivada de la
cepa NRRL B-1355 de Leuconostoc mesenteroides que carece de los 39 aminoacidos N-terminales del péptido
sefial (la proteina comprende los aminoacidos 40-2057 de la SEQ ID NO 2), fusionada con un octapéptido con una
marca estrep en el extremo C-terminal. La marca estrep se une a la proteina por medio de un dipéptido enlazador.
La expresion de la alternano sacarasa se encuentra bajo en control transcripcional del promotor/operador y represor
tetA. El promotor tetA esta estrechamente regulado por el represor tet, que esta codificado en el mismo plasmido y
se expresa de forma constitutiva a partir del promotor de la R-lactamasa. De este modo, la expresion de la alternano
sacarasa esta reprimida de forma rigurosa hasta su induccion quimica eficaz por tetraciclina o anhidrotetraciclina,
AHT.

Para la fermentacion, se transformé el vector pAl-B-AlSu en K12 DH5a de E. coli y se hicieron crecer de forma
selectiva células bacterianas que albergaban el vector durante 28 h a 37 °C hasta una DO600 de 50 en medio
mineral (Horn et al., 1996) complementado con ampicilina (100 ug/ml). Se indujo la expresion de la alternano
sacarasa mediante la adicion de anhidrotetraciclina (0,2 mg/l) y cultivo adicional durante 22 h a 25 °C hasta una
DO600 de 140. Para la purificacion de la enzima, se recogieron las células bacterianas por centrifugacion (20000
rpm; 20 min) y se solubilizaron en tampdn de resuspension (acetato de sodio 100 mM, a pH 5,3).
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Se provoco la disrupcion de las células usando un homogeneizador de alta presion (dos ciclos, 1200 bar [11,8x‘|07
Pa]). Se degrado el acido nucleico bacteriano por tratamiento con DNasa/RNasa (3 mg/l) y se centrifugé el extracto
resultante (9400 g durante 15 min a 4 °C) para recoger la materia celular insoluble. Se filtr6 el sobrenadante a través
de Sterivex-GV de 0,22 uym (Millipore) y se almaceno a -20 °C hasta su uso.

El vector pAN94 contiene la versiéon truncada en C-terminal de la alternano sacarasa, que carece de los 742
aminoacidos C-terminales (la proteina comprende los aminoacidos 40-1315 de la SEQ ID NO 2). El vector pAN94
deriva del vector pAl-B y la expresion también se produce bajo el control transcripcional del promotor/operador y
represor tetA. Para su expresion, se transformé el vector pAN94 en K12 DH5a de E. coli y se hicieron crecer de
forma selectiva células bacterianas que albergaban el vector durante 4 h a 37 °C hasta una DO600 de 0,73 en 400
ml de medio YT (Sambrook, Fritsch, Maniatis) complementado con ampicilina (100 ug/ml). Se indujo la expresion de
la alternano sacarasa truncada mediante la adicion de anhidrotetraciclina (0,2 mg/l). También se afiadieron IPTG 5
mM y glucosa al 1 %. El cultivo adicional se produce durante 25 h a 22 °C hasta una DO600 de 1,9. Para la
purificacion de la enzima, se recogieron las células bacterianas por centrifugacion (4000 rpm; 20 min) y se
solubilizaron en tampén de resuspension (acetato de sodio 50 mM, a pH 5,3, DTT 2,5 mM). Se disrupcion las células
usando una prensa francesa (3 ciclos). Se centrifugd el extracto (33000 g durante 15 min a 4 °C) para recoger la
materia celular insoluble. Se filtr6 el sobrenadante a través de Sterivex-GV de 0,22 ym (Millipore) y se almacen¢ a -
20 °C hasta su uso.

Ensayo de actividad:

Se sometié a ensayo la actividad usando un ensayo fotométrico acoplado de NADP que media la liberacién de
fructosa. Para las variantes de la alternano sacarasa, se define una unidad como la cantidad de enzima que cataliza
la formacion de 1 ymol de fructosa en un minuto a 37 °C en acetato de sodio 75 mM, a pH 5,2 y con 200 g/l de
sacarosa.

Reacciones con aceptor

Se realizaron reacciones con aceptor en un volumen total de 20 ml con 0,22 unidades/ml, a 20 °C en tampon acetato
de sodio 75 mM, a pH 5,2 y con 200 g/l de sacarosa. Como aceptor, se afadieron 80, 100, 120 g/l de maltosa
monohidratada o isomaltulosa, respectivamente. Se realizd un seguimiento de la conversion de sacarosa después
de 2,5 h, 18,5 h, 26 h, 42,5 h, y 48 h mediante el uso de un ensayo fotométrico acoplado a NADP que media la
liberacién de fructosa y la sacarosa restante, y se detuvieron las reacciones por 10 min de incubacion a 95 °C.

Analisis de glucanos

Tras la eliminacion total de la sacarosa (48 h) se analiza la reacciéon con aceptor por s-MALLS-RI en columnas
Styragel de WATERS (Styragel 7, Styragel 6E, Styragel 2 y Styragel de guarda). Como eluyente se usé nitrato de
sodio 90 mM en dimetilsulféxido (DMSO) a un caudal de 0,5 ml/min. Se calentaron las columnas hasta 60 °C. Se
prepararon las muestras como sigue: Se afiadieron 10 pl de muestra a 990 pyl de DMSO. La muestra diluida se
incub6é a temperatura ambiente con rotacién al mismo tiempo durante la noche. Después, se incubd la muestra
diluida durante 2 horas a 95 °C mezclando al mismo tiempo a 1400 rpm en un termomezclador. Después de
enfriarla, se centrifugd la muestra durante 5 min a 13000 rpm y se filtré a través de una jeringuilla con filtro de PTFE
de 5 ym (Whatman). Se inyectaron 50 pl de la muestra filtrada. En caso posible, se determinaron y compararon las
areas de pico del indice de refraccion (IR) del alternano y los productos con aceptor. En el caso de la maltosa, la
cantidad de alternano es demasiado baja y, por lo tanto, solo fue posible una comparacion de las sefiales de
dispersion de luz, muchos mas sensibles.

6.2 Resultados

La cantidad de alternano producido por la variante de la alternano sacarasa de longitud completa es mayor en
comparacién con la cantidad producida por la alternano sacarasa truncada.

En el caso de la maltosa, los elugramas de s-MALLS-RI se muestran en la figura 3. La figura 3 muestra elugramas
(IR y sefales de dispersion de luz, DL) de muestras provenientes de reacciones con aceptor con maltosa al 10 %
(AlSa_truncada = alternano sacarasa truncada, AlSa_completa = alternano sacarasa de longitud completa, OSA =
oligosacaridos de alternano).

Debido a la elevada fuerza aceptora de la maltosa, no hay sefiales de IR provocadas por el alternano. Pero la
diferencia de las sefiales de dispersion de luz muestra las diferentes cantidades de alternano. Usando la alternano
sacarasa truncada, la sefial de dispersion de luz resultante es mucho mas baja en comparacién con el uso de la
variante de la alternano sacarasa de longitud completa en la reaccion con aceptor.

En el caso de la isomaltulosa se muestran tanto los elugramas como las areas de pico de IR en la figura 4 y la tabla
3, respectivamente. La figura 4 muestra elugramas (IR y sefales de dispersion de luz, DL) de muestras provenientes
de reacciones con aceptor con isomaltulosa al 10 % (AlSa_truncada = alternano sacarasa truncada, AlSa_completa
= alternano sacarasa de longitud completa, OSA = oligosacaridos de alternano).
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Debido a la baja fuerza como aceptor en comparacion con la maltosa, se pueden detectar cantidades medibles de
alternano. Usando la alternano sacarasa truncada, el area de pico de IR y la sefial de dispersion de luz resultante es
mucho mas baja en comparacion con el uso de la variante de la alternano sacarasa de longitud completa en la

reaccion con aceptor.

Tabla 3: Areas de pico de IR determinadas por analisis s-MALLS-RI. El area relativa de alternano de calculé
dividiendo el area de alternano entre el area total.

Enzima alternano sacarasa

Concentracion

Area pRIU*min de

Area pRIU*min de

Area pRIU*min

Arearel. (%)

de isomaltulosa alternano oligosacarido total de alternano
Truncada 8 % 0,10 31,93 32,03 0,30
Truncada 10 % 0,04 37,25 37,29 0,11
Truncada 12 % 0,03 43,59 43,61 0,06
De longitud completa 8 % 0,35 31,52 31,88 1,10
De longitud completa 10 % 0,22 33,37 33,60 0,67
De longitud completa 12 % 0,24 38,80 39,04 0,60
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Pro

tat
Tyr

ctt
Len

atc
Ile

caa
Gln

tgg
Trp

aca
Thr
35

aat
Asn

tca
Ser

gat
Asp

act
Thr

agt
Ser
115

caa
Gln

gtt
Val
20

aca
Thr

aat
Asn

act
Thr

tca
Ser

gcg
Ala
100

gat
Asp

gaa
Glu

gca
Ala

gtc
val

aca
Thr

aat
Asn

gac
Asp

gaa
Glu

gat
Asp

aca
Thr

gca
Ala

cat
His

gga
Gly

aat
Asn
70

ggc
Gly

caa
Gln

aca
Thr
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gt
val

gct
Ala

gcd
Ala

acc
Thr
%5

gat
Asp

aat
Asn

ctt
Leu

tea
Ser

acc
Thr

act
Thr

gat
Asp
40

aat
ASnD

agt
Ser

cgt
Arg

aaa
Lys

aaa
Lys
120

cgt
Arg

gca
Ala
25

aca
Thr

gat
Asp

ttg
Leu

gtec
Val

aaa
Lys
185

aaa
Lys

aaa
Lys
10

ttt
Phe

aat
Asn

tct
Ser

aag
Lys

gat
Asp
90

aat
Asn

gat
Asp

34

aaa
Lys

gcg
Ala

tcg
Ser

ggc
Gly

caa
Gln
75

cag
Gln

aac
Asn

gat
Asp

ctt
Leu

gta
val

aat
Asn

gaa
Glu
60

gga
Gly

aag

Lya.

gaa
Glu

gaa
Glu

tat
Tyr

ttg
Leu

gtc
Val
45

aaa

Lys

aca
Thr

acc
Thr

aaa
Lys

aat
Asn
125

aaa
Lys

9499
Gly
30

gct
Ala

aag
Lys

gat
Asp

aat
Asn

aat
Asn
110

att
Ile

tece
Ser
15

gtt
val

gtt
Val

gta
Val

ggt
Gly

caqg
Gln
95

tta
Leu

tct
Ser

g9t
Gly

tca
Ser

aag
Lys

ccg
Pro

ttt
Phe

att
ile

tca
Ser

aag
Lys

48

96

144

192

240

288

336
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cag
Gln

act
Thr
14%

cac
His

ggt
Gly

tat
Tyr

ttt
Phe

ggt
Gly
225

tat

Tyr

caa
Gln

aac
Asn

aaa
Lys

gaa
Glu
305

gta
val

gac
Asp

aca
Thr

aca

acc
Thr
130

acc
Thr

aat
Asn

ttg
Leu

caa

Gln

gat
Asp
210

aaa

Lys

gtc
Val

cog
Pro

caa
Gln

cgt
Arg
290

ata
Ile

aag

‘Lys

gca
Ala

tat
Tyr

tte

aaa
Lys

agt
Ser

ggc
Gly

caa
Gln

gtc
Val
195

tca
Ser

gct
Ala

gcc
Ala

tta
Leu

caa
Gln
275

atc
Ile

ate
Ile

aat
Asn

aac
A3nA

tat
Tyr
355

aat

att
Ila

aat
Asn

tac
TYyr

aat
Asn

180

aag
Lys

gta
Val

caa
Gln

gat
Aap

atc
Ile
250

9499
Gly

tat
Tyr

aac
Asn

gca
Ala

ggt
Gly
340

ctt
Leu

aat

gct
Ala

tta
Leu

Lttt
Phe
165

att
Ile

gga
Gly

aca
Thr

gga
Gly

agt
Ser
245

gg<
Gly

gtt
val

ttt
Phe

ggt
Gly

ttt
Pha
azs

gtg
Val

gat
Asp

cag

aat
Asn

tct
Ser
150

gtt
vVal

gat
Asp

tcc
Ser

g4d9
Gly

cat
Tyr
230

tct
Ser

ttg
Leu

caa
Gln

gca
Ala

aaa
Lys
310

agt
Ser

atg
Meal

gaa
Glu

Tttt
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caa
Gln
135

gat
Azp

tat
Tyr

ggt
Gly

ttc
Phe

aaa
Lys
215

gat
Asp

999
Gly

caa
Gln

ata
Ile

cca
Pra
295%

tta
Leu

aaa
Lys

tta
Leu

caa
Gln

atg

caa
Gln

L ad
Pro

ata
Ile

aat
Asn

cga
Arg
200

gect
Ala

gcg
Ala

caa
Gln

aca
Thr

aag
Lys
280

dac

Asn

cag
Gln

gat
Asp

aca
TRE

gga
Gly
3e0

tacg

aca
Thr

ate
Ile

gat
ksp

tta

Leu
185

gat
Asp

agt
Ser

caa
Gln

act
Thr

att
Ile
285

ggt
Gly

aca
Thr

ggg
Gly

gte
Val

gqg
G1y
345

cac
His

ttc

gta
Val

act
Thr

gct
Ala
170

caa

Gln

gte
val

tca
Ser

ggc
Gly

tac
Tyr
250

gat
Asp

ggt
Gly

ggt
Gly

cgt
Arg

gca
Ala
330
ttg
Leu-

ctyg
Leun

gat

35

gat
Asp

999
Gly
155

tca
Ser

cat
Tyr

aac
Asn

aat
Asn

aac
Asn
235

tat
Tyr

999
Gly

tte
Phe

aat
Asn

gac
Asp
315

qq9a
Gly

caa
Gln

aga
Arg

gt

act
Thr
140

ggt
Gly

gga
Gly

tet
Phe

ggc
Gly

gtt
Val
220

caa
Gln

ttt
Phe

adac
Asn

caa
Gln

gce
Ala
300

gca
Ala

aat
Asn

act
Thr

aaa
Lya

gat

gct
Ala

cac
His

aaa
Lys

gat
Asp

aag
Lys
205

gat
AsSp

tta
Lau

gat
Asp

cta
Leu

gat
Asp
285

gtt
Yal

aat
Asn

aca
Thr

att
Ila

aat
Asn
365

aca

aaa
Lys

tat
Tyx

caa
Gln

gac
asp
150

cat

His

att
Ile

aag
Lys

ggt
Gly

caa
Gln
270

gqtt
Val

gee
Ala

aqt
Gly

ctt
Phe

tca

‘Ser

350

tac
Tyr

ggt

ggc
Gly

gaa
Glu

gta
val
175

aat
Asn

atc
Ile

gtt
Val

aaa
Lys

aat
Asn
255

tat

Tyr

aac
Asn

aat
Asn

aac
Asn

tat
Tyr
335

gga
Gly

gcqg
Ala

gcqg

ctg

Leu

aat
Asn
160

aca
Thr

gga
Gly

tat
Tyr

aac
Asn

agt
Ser
240

ggc
Gly

ttt
Phe

aat
Asn

act
Thr

cag
Gln
320

tLe
Fhe

aag
Lys

dga
Gly

ggt

432

480

528

576

624

672

720

768

816

B64

912

960

1008

1056

1104

1152



Thr

daa
Lys
385

aat
Asn

tte
Phe

ace
Thr

gat
Asp

gca
Ala
465

act
Thr

gtt
Yal

gaqg
Glu

tgg
Trp

caa
Gln
545

act

Thr

gat
Asp

gct
Ala

aac
Asn

Phe
370

aca
Thr

gaa
Glu

gaa
Glu

gat
Asp

atg
Met
4590

aat
Asn

tat
Tyr

atc
Ile

tgg
Trp

aat
Asn
530

qg99
Gly

gat
Asp

ggt
Gly

aac
Asn

tgg
Trp

Asn

gcg
Ala

aat
Asn

aat
Asn

att
Iie
435

cgt
Arg

tac
Tyr

aca
Thr

caa
Gln

Lta
Leu
515

aag
Lys

gga
Gly

tca
Ser

tcg
Ser

gat
Asp
585

cta
Leu

Asn

att
Ile

act
Thr

gtt
Val
420

tta
Leu

cCcg
Pro

ttg
Leu

gca
Ala

aca
Thr
500

cgt
Arg

caa
Gln

tte
Phe

gga
Gly

aaa
Lys
580

att
Ile

cac
His

Gln

gaa
Glu

cct
Pro
403

gat
Asp

aaa
LyS

ctt
Leu

aat
Asn

gct
Ala
485

gca
Ala

gat
Asp

aca
Thr

cta
Leun

aakt
Asn
56S

gat
Asp

gac
asp

tat
Tyr

Phe

ctat
Tyr
390

cac
His

agt
Gly

aat
Asn

tta
Leu

ttt
Phe
470

acqg
Thr

att
Ile

gca
Ala

gaa
Glu

gct
Ala
550

aac

Asn

aca
Thr

aac
Asn

tta
Leu
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Met
375

caa
Gln

aat
Asn

tac
Tyr

g9a
Gly

atg
Met
455

atg
Met

tca
Ser

gaa
Glu

art
Ile

gat
Asp
535

tat

Tyr

aga
Arg

act
Thr

tca
Ser

atg
Met

Tyr

£ttt
Phe

goo
Ala

tta
Leu

gat
AsSp
440

aca
Thr

tet
Ser

caa
Gln

caa
Gin

gat
Asp
520

gaa
Glu

caa
Gln

aaa
Lys

gat
Asp

aat
Asn
600

aac
Asn

Phe

gat
Esp

gca
Ala

aca
Thr
425

act
Thr

tgg
Trp

agt
Ser

aaa
Lys

Caad
Gln
505

agt
Ser

gct
Ala

gat
Asp

cta
Leu

gyt
Gly
585

ceg
Pro

Lttt
Phe

Asp

caa
Gln

aag
Lys
310

gca
Ala

tgg
Trp

tgg
Trp

aaa
Lys

aca
Thr
4990

ata

Ile

[k o
Phe

ttc
Phe

gat
Asp

gga
Gly
570

4aaa
Lys

att
Ila

ggt
Gly

36

Ala

gqa
Gly
395

tct
Ser

gat
Asp

acg
Thr

cct
Pro

gga
Gly
475

cta
Leu

tct
Ser

gtg
Val

gat
Asp

tca
Ser
955

cgt

Arg

ggc
Gly

gtt
Val

agt
Ser

Asp
380

tLg
Leu

tat
Tyr

aca
Thr

gca
Ala

gac
Asp
4860

ctt
Leu

aat
Asn

ttg
Leu

aaq
Lysa

ggt
Gly
540

cat

His

caa
Gln

tct
Ser

caa
Gln

att
Ile

Thr

gta
Val

gat
Asp

tgg
Trp

tct
Ser
445

aaa
Lys

gge
Gly

gac
Asp

aaa
Lys

acg
The
525

ttg
Leu

<gg
Arg

cca
Pro

gaa
Glu

gct
Ala
605

aca
Thr

Gly Ala Gly

tca
Ser

aaa
Lys

tat
Tyr
430

acc
Thr

caa
Gln

ata
Ile

gca
Ala

aaa
Lys
3190

caa
Gln

cag
Gln

acg
Thr

ate
Ile

tte
Phe
590

gag
Glu

ggt
Gly

caa
Gln

agt
Ser
415

cgt
Arg

gaa
Glu

aca
Thr

acqg
Thr

gce
Ala
195

agt
Ser

gct
Ala

tgg
Trp

ccg
Pro

aat
Asn
575

tta

Lesu

caa
Gln

aat
Asn

agt
Ser
400

agt
Ser

coa
Pro

act
Thr

caa
Gln

ace
Thr
480

£ttt
Phe

act
Thre

aat
Asn

ctt
Leu

aat
A3n
360

atc

Ile

tta
Leu

tta
Len

aat
Asn

1200
1248
1296
1344
1392
1440
1488
1536
1584
1632
;630
1724
1776
1824

1872



gac
Asp
625

gat
Asp

ggt
Gly

gaa
Glu

gcg
Ala

cta
Leu
705

act
Thr

aac
Asn

gat
Asp

gat
Asp

&aa
Lys
785

gaa
Glu

aac
Asn

gat
Asp

caa
Gln

610

aat
Asn

gct
Ala

aca
Thr

gac
Asp

caa
Gln
690

aca
Thr

ggc
Gly

cgt
Arg

aca
Thr

gct
Ala
770

aac
Aan

Lttc
Phe

gat
Asp

ace
Thr

tat
Tyr
850

gcg
Ala

gat
Asp

gat
Asp

tog
Trp
675

Lta
Leu

cat
His

tat
Tyr

cca
Pro

aaa
Lys
755

caa
Gln

atg
Met

tac
Tyr

tat
Tyr

gta
Val
819

atg
Met

aat
Asn

tta
Leu

ddd
Lys
660

aac
Asn

aca
Thr

g9c
Gly

tat
Tyr

aat
Asn
740

gtt
Val

gat
Asp

caq
Gln

tat
Tyr

aac
Asn
8§20

cet
Pro

gaa
Glu

kLt
Fhe

cta
Leu
845

age
Ser

ggt
Gly

atg
Met

gce
Ala

ctt
Lau
125

tet

Ser

att
Ila

cca
Pro

gat

aaa
Lys
805

tta

Leu

cgt
Arg

aaa
Lys

gat
Asp
6310

aaa
Lys

gac
Asp

aaa
Lys

gat
Asp

aac
Asn
710

aat
Asn

a8¢<
Gly

cca
Pro

att
Ile

act
Thr
790

gat
Asp

cct
Pro

gte
val

gg9g
Gly
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615

ggc
Gly

ata
Ile

gce
Ala

gat
Asp

tac
Tyr
695

aac
Asn

gga
Gly

act
Thr

aat
Asn

aga
Axrg
775

tte
Phe

caa
Gln

agt
Ser

tac
Tyr

acg
Thr
855

att
Ile

gct
Aala

aat
Asn

cct
Pro
680

aca
The

agg9
Arg

gat
Asp

ttg
Leu

tat
Tyr
760

aaa
Lys

act
Thr

gag
Glu

gct
Ala

tat
Tyr
840

att
Ile

cgt

gta

gat

620

gct

gtt

Arg Val Asp Ala Val

ggc
Gly

gcc
Ala
665

cag
Gln

gtt
Val

agt
Ser

ctt
Leu

gtt
Val

145

agt
Ser

gce
Ala

f o ot of
Phe

aat
Asn

tat
Tyr
B25

gga
Gly

tac
TvVE

gat
Asp
650

aat
Asn

tat
Tyr

act
Thr

aac
Asn

aat
Asn
730

aac

Asn

ttt
Phe

atg
Met

gac
Asp

ccg
Pro
810

gca
Ala

gat
Asp

aat
Asn

37

635

tat
Tyr

aag
Lys

gtt
Val

tca
Ser

atg
Meat
715

aag
Lys

aga
Arg

gtt
val

att
Ile

caa
Gln
795

tct

Ser

atg
Met

atg
HMet

cot
Pro

tce
Phe

cat
His

aat
Asn

cag
Gln
700

tgg
Trp

aag
Lys

atc
Ile

aga
Arq

gat
Asp
780

ctg
Leu

ggt
Gly

ttg
Leu

tac
Tyr

gtc
Val
B60

aaa
Lys

ttg
Leu

caa
Gln
685

tte
Phe

tat
Tyr

ata
Ile

get
Ala

gca
Ala
765

cat
His

gct
Ala

tte
Fhe

ttg
Leu

ctc
Leu
845

ate
Ile

gat

aat

gtt

Asp Asn Val

get
Ala

tct
Ser
670

cag
Gln

ggc
Gly

tte
Phe

gta
Val

aat
Asn
750

cat
His

ggt
Gly

cag
Gln

aaa
Lys

act
Thr
830

gaa
Glu

tca
Ser

cta
Leu
655

att
Ile

ggc
Gly

aat
Asn

tta
Leu

gat
Asp
7135

tca
Ser

gat
Asp

att
Ile

gga
Gly

aag
Lys
815

aat

Asn

ggc
Gly

gcg
Ala

64Q

tat
Tyr

tta
Leu

aat
Asn

tct
Ser

gat
Asp
720

aag
Lys

ggqt
Gly

tac
Tyr

att
Ile

atg
Met
80Q

tat
Tyr

aag
Lys

gg9
Gly

ttg
Leun

1920

1968

2016

2064

2112

2160

2208

2236

2304

2352

2400

2448

2496

2544

2592



cte
Leu
865

gat
Asp

agt
Ser

caa
Gln

ggt
Gly

cat
His
345
tca

Ser

act
Thr

acg
Thr

tca
Ser

gtt
Val

tca
Sar

tta
Leu

atg
Met

aag
Lys

aaa
Lys

agt
Ser

gtt
Val

gac
Asp

aat
Asn
930

atg
Met

aat
Asn

ttg
Leu

tet
Phe

tra
Leu
1010

gga
Gly

gct aga ata
Ala Arg Ile

tct gga aaa
Ser Gly Lys

885

cga ttt ggt
Arg Phe Gly
300

aat agc caa

Asn
a15

Asn

Ser Gln

‘aac cct gac
Pro Asp

gga aag gcg
Gly Lys Ala

gac tca gga
Asp Ser Gly

965

aga aca aat
Arg Thr Asn

980

gtg aag caa
Val Lys Gln

995
aat

Asn

gct
Ala

1025

tca
Ser

tca
Ser

1040

gat
Asp
1055

ccg
Pro

tct
Ser

act
Thr

1070

get
Ala

aac
Asn

1085

aaa
Lys
g0

gac
Asp

aaa
Lys

gat
Asp

ctt
Leu

cat
His
950
att
Ile

gac
Asp

gat
Asp
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cat
Tyr

crt
Leu

gga
Gly

tat
Tyr

aag
Lys
9135

aaq
Lys

gat
Asp

aac
Asn

gga
Gly

gtt tct ggt g949g
Val Ser Gly Gly

aaa gat
Lys Asp

att atg
Ile Met

875

gge gaa
Gly Glu

890

905

aaa aat
Lys Asn

920

ttg aac
Leu Asn

aat caa
Asn Gln

gtt tat
Val Tyr

ggt gac
Gly Asp

aca tca
Thr Ser

caa ggc
Gln Gly

aat gat
Asn Asp

ctt tac
Leu Tyr

955

gat agt
Asp Ser

970

985

act att ata aat tac gaa
Ile Ile Asn Tyr Glu

Thr
1900

gcr
Ala

agt
Ser

agt
Ser

aat
Asn

tet
Ser

tta
Leu

tta
Leu

gat
Asp

aat
Asn

gtt
val

cct
Pro

Lttt
Ehe

att
Ile

tca
Ser

gat
Asp

ata
Ile

gag
Glu

aaa
Lys

tca
Ser
1015

caa
Gin
1030

ggt
Gly
1045

tat
Tyr
1060

caa
Gin
1075

gaa
Glu
1090

ggt
Gly

gat
Asp

tct
Ser

gaa
Glu

agt
Sex

tta
Leu

tat
Tyr

gct
Ala

gta
Val

ggc
Gly

aca
Thr

ggt
Gly

38

ttg att
Leu Ile

caa
Gln

arct
Thr

gat
Asp

atc
Ile

aaqg
Lys
940

cgt
Arg

gat
Asp

ttc
Phe

aca
Thz

gat
Asp

caa
Gln

ggt
Gly
925

acc
Thr

gcco
Ala

gat
Asp

cat
His

atg
Met

ttg
Leu

ace
Thr
910

gtc
Val

att
Ile

tta
Leu

aaa
Lys

aag
Lys
990

atg aag gga
Met Lys Gly

1005

gct
Ala

tta
Leu
895

aca
Thr

att
Ile

ace
Thr

gta
Val

gea
Ala
975

aca
Thr

ace
Thr

880

aca
Thr

aca
Thr

gtt
Val

ttg
Leu

tta
Leu
960

cca

Pro

aat
Asan

tta
Leu

cgt
Arg

ttc
Phe

Lo o =
Phe

aat
Asn

att
Ile

ggt
Gly

aca
Thr

cat
His

tca
Ser

att
val

act
Thr

gtc
Val
1020

gtg
Val
1035

tca
Ser
1050

aac
Asn
1065

gtk
val
1080

agt
Ser
1095

tgg
Trp

gca
Ala

aat
Asn

tete
Phe

att
Ile

tee
Phe

gtg
val

act
Thr

gct
Ala

caa
Gln

gca
Ala

gag
Glu

cca
Pro

gag
Glu

gca
Ala

gcg
Ala

aca
Thr

tta
Leu

2640

2688

2736

2784

2832

2880

2928

2976

3024

3069

3114

3159

3204

3249

3294



gca
Ala

tea
Ser

aga
Arg

aca
Thr

tta
Leu

caa
Gin

gta
Val

tta
Leu

gcd
Ala

cca
Fro

gat
Asp

999
Gly

tgg
Trp

Lttt
Phe

att
Ile

caa

cct
Pro
1100

ttc
Phe

1115

tat
Tyr
1130

aaqg
Lys
1145

cac
His
1160

ata
Ile
1175

gac
Asp
11990

ctc
Leu
1205

aag
Lys
1220

teg
Ser
1235

gct
Ala
1250

acc
Thr
1265

gct
Ala
1280

ttyg
Leu
1295

agt
Ser
1310

gca

caa
Gln

tta
Lau

gat
Asp

tat
Tyr

aaa
Lys

tat
Tyr

gaa
Glu

tat
Tyr

tat
Tyr

tta
Leu

tct
Ser

aat
Asn

act
Thr

cca
Pra

gat
Asp

4ada

tat
Tyr

gat
Asp

tta
Leu

gga
Gly

aac
Asn

gct
Ala

cgg
Arg

gtt
Val

gg9c
Gly

ttc
Phe

aca
Thr

att
Ile

aac
Asn

cta
Leu

gcec
Ala

gat

ag9qg
Arg

tct
Ser

ggc
Gly

aca
Thr

ggc
Gly

tta
Leu

gga
Gly

gct.
Ala

ggc
Gly

gad
Lys

aaa
Lys

tta
Leu

cag
Gln

cag
Gln

tcc
Ser

act

tet
Ser

tte
Phe

tet
Phe

gat
Asp

atg
Met

cca
Pro

aat
Asn

aat
Asn

gaa
Glu

caqg
Gln

att
{le

cat
His

tat
Tyr

ttg
Leu

ggt
Gly

tte
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agt
Ser
1108

tta
Leu
1120

aac
asn
1135

caa
Gln
1150

cag
Gln
ileb

gga
Gly
1180

caa
Gln
1195

act
Thr
1210

(44 4
Fhe
1225

aac
Asn
1240

aaqg
Lys
1255

tga
Arg
1270

Lttt
Phe
1285

cag
Gln
1300

gta
Val
1315

att

ggt
Gly

aat
Aan

ada
Lys

gat
Asp

gct
Ala

aag
Lys

cta
Leu

aaa
Lys

cta
Leu

caa
Gln

caa
Gln

ggt
Gly

aac
Asn

aat
Asn

aaa
Lys

gaa

gac
Asp

aat
Asn

gca
Ala

tta
Leu

ata
Ile

gaa
Glu

aaa
Lys

agt
Ser

gat
Asp

gta
Val

tgg
Tep

gct
Ala

atct
Ile

aaa
Lys

tat
Tyr

gat

39

act
Thr

ggt
Gly

gac
Asp

cgt
Arg

gee
Ala

gtt
Val

gac
Asp

agt
Ser

aaa
Lys

teyg
Ser

tca
Ser

tat
Tve

gca
Ala

gat
Asp

tac
Tyr

gqt

aat
Asn

tat
Tyr

999
Gly

aat
Asn

gat
Asp

gtt
Val

aca
Thr

qqt
Gly

tta
Leu

aca
Thr

gct
Ala

tat
Tyr

aaa
Lys

gcg
Ala

tca
Ser

aat

tac
Tyr
1110

gca
Ala
1125

aat
Asn
1140

gca
Ala
1155

tgg
Trp
1170

ace
Thr
1185

gat
Asp
1200

gtg
Val
1215

aga
Arg
1230

ggt
Gly
1245

aaa
Lys
1260

gtt
Val
1275

acy
Thr
129¢

caa
Gln
1305

att
Ile
1320

599

ggt
Gly

Lttt
Phe

cct
Pro

ata
Ile

gttt
Val

gct,
Ala

4 4
Phe

gat
Asp

gaa
Glu

cag
Gln

tat
Tyr

ttg
Leu

aat
Asn

act
Thr

agt
Ser

aat

ggc
Gly

acc
Thr

aac
Asn

Jgag
Glu

cct
Pro

act
Thr

gtc
Val

tat
Tyr

gaqg
Glu

cca
Pro

atg
Mat

aaa
Lys

gaa
Glu

ggt
Gly

ggt
Gly

tgg

atg
Met

gat
Asp

cca
Pro

gca
Ala

gac
Asp

aga
Arg

aac
Asn

cag
Gln

tac
Tyr

att
Ile

aat
Asn

gac
Asp

gta
Val

tre
Phe

tat

Tyr .

tat

3339

3384

3429

3474

1519

3564

3609

3654

3699

3744

3789

3834

3879

3924

3969

4014



Gln

tac
Tyr

aat
Asn

aat
Asn

gg8
Gly

aag
Lys

tat
Tyr

trt
Phe

ata
Ile

tte
Phe

tgg
Trp

aat
Asn

tcg
Ser

gta
Val

aac
Asn

caa
Gln

Ala
1325

kLt
Phe
1340

cct
Pro
1355

tat
Tyr
1370

acg
Thr
1385

atyg
Met
1400

cac
His
1415

gat
Asp
1430

aaa
Lys
1445

gac
Asp
1460

gat
Asp
1475

aca
Thr
1490

cky
Leu
1505

aca
Thr
1520

cat
His
1535

tac
Tyr

Lys

gat
Asp

ata
Ile

tac
Tyr

gat
Asp

gtg
val

tta
Leu

tct
Ser

gat
Asp

tea
Serx

ggt
Gly

att
Ile

cgc
Arg

aaa
Lys

acg
Thr

aca
Thr

Asp

aaa
Lys

aga
Arg

ttt
Phe

aat
Asn

aga
Arg

aat
Asn

gat
Asp

agt
Ser

get
Ala

aat
Asn

999
Gly

gaa
Glu

gac
Asp

aaa
Lys

gac
Asp

Thr

gat
Asp

aca
Thr

atg
Met

agt
Ser

gat
Asp

gtt
Val

act
Thr

tat
Tyr

aca
Thr

ggc
Gly

gttt
Val

gat
Asp

caa
Gln

cag
Gln

aget
Ser

Fhe

agt
Gly

gtc
Val

cca
Pro

ggt
Gly

aaa
Lys

gat
Asp

cta
Leu

gcg
Ala

gga
Gly

tac
Tyr

aac
Asn

ggc
Gly

aat
Asn

tac
Tyr

aag
Lys
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Ile
1330

tac
Tyr
1345

gaa
Glu
1380

aat
Asn
1375

aat
Asn
1390

tac
Tyr
1405

999
Gly
1420

cag
Gln
1435

aag
Lys
1450

aat
Aan
1465

tat
Tyr
1480

aca
Thr
1455

tta
Leu
1510

99t
Gly
1525

gaa
Glu
1540

gaga
Gly

Glu

atg
Met

act
Thr

qqt
Gly

gtc
Val

atk
Ile

act
Thr

tat
Tyr

gat
Aszp

aac
Asn

att
Ile

gac
Asp

) oA 4
Phe

aac
Asn

999
Gly

gtc
Val

Asp

gtg
Val

agt
Ser

gtc
Val

tatc
Tyr

aac
Asn

atg
Met

ttt
Phe

agt
Ser

gat
Asp

act
Thr

tac
Tyr

gct
Ala

gat
Asp

caa
Gln

age
Ser

40

Gly

cgt
Arg

gtc
Val

gag
Glu

tat
Tyr

gat
ASP

tct
Ser

gckt
Ala

aaa
Lys

ackt
Thre

att
Ile

act
Thr

aac
Asn

ctt
Leun

caa
Gln

tgg
Trp

Asn

tcg
Ser

a44c
Asn

ttyg
Leu

Lttt
phe

gat
Asp

cga
Arg

agt
Ser

ggc
Gly

ggg
Gly

gat
Asp

gco
Ala

gca
Ala

aag
Lys

gtqg
Val

aac
Asn

Gly
1335

cag
Gln
1350

aca
Thr
1365

cge
Arg
1380

gat
Asp
1395

gct
Ala
1410

gga
Gly
1425

aat
Asn
1440

aat
Aan
1455

aaa
Lys
1470

tct
Ser
1485

tac
Tyr
1500

cchb
Pro
1515

tgg
Trp
1530

caa
Gln
1545

tta
Leu

Asn

caa
Gln

cga
Arg

aaa
Lys

gat
Asp

aat
Asn

cta
Leu

ggt
Gly

aaa
Lys

gce
Ala

gat
Asp

atec
Ile

tac
Tyr

cag

Gin

gtc
Val

att
Ile

Trp

g9g9a
Gly

aac
Asn

ggc
Gly

caa
Gln

aat
Asn

tre
Phe

gte
Val

tat
Tyr

caa
Gln

gcyg
Ala

act
Thr

ggt
Gly

tac
Tyr

acg
Thr

acc
Thr

Tyr

gaa
Glu

ggt
Gly

ol ol o
Phe

ggt
Gly

ttt
Phe

aaa
Lys

caa
Gln

tat
Tyr

act
Thr

aac
Asn

agc
Ser

gtt
Val

att
Ile

cgt
Arg

ttt
Phe

4059

4104

414%

4194

4239

4284

4329

4374

4419

4464

4509

4554

4599

1644

4689



gct
aAla

gcg
Ala

atc
Ile

tac
Tyr

aag
Lys

aaa
Lys

gat
Asp

aag
Lys

aat
Asn

aaa
Lys

gat
Asp

acg
Thr

gat
Asp

999
Gly

ata
Ile

1550

ggt
Gly
1565

tta
Leu
1580

age
Ser
1595

caa
Gln
1610

gge
Gly
1625

gac
Asp
1640

agt
Ser
1655

gtc
Val
1670

gcg
Ala
1685

aat
Asn
1700

gat
Asp
1715

gtc
Val
1730

aca
Thr
1745

tta
Leu
1760

ggc
Gly
1775

gat
Gly

act
Thr

tat
Tyr

gte
Val

caa
Gln

tag
Trp

cag
Gln

tte
Fhe

cca
Pro

tac
Tyr

caa
Gln

tgg
Trp

gac
Asp

ttc
Phe

atg
Met

gat
Asp

atg
Met

gect
Ala

aag
Lys

caa
Gln

agt
Ser

gca
Ala

gte
val

tac
Tyx

aac
Asn

ggc
Gly

gtt
Val

caa
Gln

tig
Leua

acg
Thr

tta
Leu

aca
Thr

dac
Asn

999
Gly

gtg
Val

ctg
Leu

ttg
Leu

aat
Asn

cgt
Arg

aac
Asn

acg
Thy

gat
Asp

cag
Gln

aat
Asn

gca
Ala

caa
Gln

cca
Pro

cge
Arg

tat
Tyr

ace
Thr

att
Ile

aat
Asn

aca
Thr

caa
Gln

caa
Gln

gte
Val

aac
Asn

ctc
Leu

gcg
Ala

gat
Asp
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1555

g9ga
Gly
1570

[
Phe
1585

aat
Asn
1600

caa
Gln
1615

att
Ile
1630

agt
Ser
1645

acec
Thr
1660

act
Thr
1675

ceg
Pro
1690

acg
Thr
1705

tgg
Trp
1720

cat
His
1735

tat
Tyr
1750

cea
Breo
1765

tat
Tyr
1780

caa agy
Gln Arg

aaa acyg
Lys Thr

gat ggg
Asp Gly

tta gct
Leu Ala

get ggg
Ala Gly

ttt aat
?he Asn

aat ttc
Asn Phe

agt aat
Ser Asn

ggt tat
Gly Tyr

gtt act
Vval Thr

agt cag
Ser Gln

gca ttg
Ala Leu

gtg aat
Val Asn

tat cgt
Tyr Arg

aat ggg
Asn Gly

41

ctt
Leu

atg
Mat

ttg
Leu

ggqg
Gly

gtg
Val

999
Gly

aca
Thr

ctt
Leu

aag
Lys

gtt
vVal

gtt
Val

gca
Ala

agc
Ser

ggt
Gly

caa
Gln

tqg
Trp

aac
Asn

o
Phe

atg
Met

gcg
Ala

aca
Thr

cat
His

gat
Asp

tta
Leu

agt
Ser

gte
Val

cag
Gln

aat
Asn

caa
Gln

cat
His

1560

gtg
val
1875

caa
Gln
1580

ttg
Leu
1005

tcec
Ser
1620

aag
Asn
1635

cay
Gln
1650

gac
Asp
1665

gd9
Gly
1680

gecc
Ala
16395

caa
Gln
1719

ctt
Leu
1725

atg
Met
1740

qgt
Gly
1755

999
Gly
1770

gta
Val
1785

gat
Asp

ata
Ile

aat
Asn

aac
Asn

gkt
Val

tac
Tyr

atg
Met

tta
Leu

ggt
Gly

cag
Gln

999
Gly

caa
Gln

cgg
Arg

tca
Ser

caa
Gln

agt
Ser

age
Ser

gcg
Ala

caa
Gln

tct
Ser

tgg
Trp

aac
Asn

tce
Ehe

ttg
Leu

tac
Tyr

qgt
Gly

gtt
Val

aat
Asn

caa
Gln

gtg
Val

cgt
Arg

tte
Phe

cca
Pro

tac
Tyr

gga
Gly

att
Ile

caa
Gln

tta
Leu

gct
Ala

Tttt
Phe

cag
Gln

agt
Ser

gat
Asp

ctg
Leu

acc
Thr

4734

4779

4824

4869

4914

4959

5004

5049

5094

5139

5184

5229

5274

5319

5364



aag
Lys

cta
Leu

aca
Thr

caa
Gln

999
Gly

gtc
Val

tac
Tyr

gcg
Ala

ate
Ile

tac
Tyr

aac
Asn

999
Gly

att
Ile

tat
Tyr

agt
Ser

cdaa
Gln
1790

aat
Asn
1805

atc
Ile
1820

cgg
Arg

1835

gct
Ala
1850

cat
His
1865

teg
Leu
1880

ttt
Fhe
1895

gtg
Val
1910

ggt
Gly
1925

cag
Gln
1949

aat
Asn
1955

gat
Asp
1970

caa
Gln

11985

ggc
Gly
2000

999
Gly

aat
Asn

atg
Mat

aca
Thr

aaa
Lys

att
Ile

acqg
Thr

act
Thr

gca
ala

gaa
Glu

caa
Gln

caa
Gln

caa
Gln

gect
Ala

gca
Ala

caa
Gln

caa
Gln

caa
Gin

gat
Asp

tag
Trp

tca
Ser

aat
Asn

gtg
val

cge
Arg

gcg
Ala

acc
Thr

tgg
Trp

cgy
Arg

adg

Lys

ccc
Pro

gat
Asp

cag
Gln

gce
Ala

ggc
Gly

gct
Ala

4aa
Lys

ttg
Leu

acc
Thr

caa
Gln

gg9
Gly

gty

val

tac
Tyr

tca
Ser

att
Ile

tat
Tyr

gcc
Ala

gte
val

atg
Met

ttg
Leu

qgt
Gly

gct
Ala

aat
Asn

ttc
Phe

cga
Arg

3<cg
Ala

cca
Pro

tta
Leu

tet
Phe

qrtqg
val

999
Gly
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tat
Tyr
1795

tgg
Trp
1810

aat
Asn
1825

tgg
Trp
1840

gat
Asp
1835

tat
Tyr
1870

ggt
Gly
1885

gat
Asp
1300

cca
Pro
1915

cag
Gln
1930

gta
Val
1945

gcg
Ala
1960

tca
Ser
1975

¢ea
Pro
1930

gaa
Glu
2005

ggt
Gly

gtt
Val

gat
Asp

tta
Leu

aca
Thr

tca
Ser

caa
Gln

cag
Gln

gat
Asp

et
Phe

aca
Thr

aca
Thr

cea
Pro

cqq
Arg

gtg
Val

gca
Ala

gat
Asp

aat
Asn

aac
Asn

cgt
Arg

aac
Asn

agc
Ser

gty
val

gg99
Gly

gte
Val

aag
Lys

gty
Val

gta
Val

aca
Thr

aat
Asn

42

caa
Gln

agt
Ser

atg
Met

gca
Ala

tca
Ser

gaa
Glu

aca
Thr

gtg
val

atg
Met

gat
Asp

caa
Gln

aat
Asn

gta
Val

aca
Thr

gct
Ala

tag
Trp

cge
Arg

tat
Tyr

cct
Pro

gct
Ala

gtc
Val

tgg
Trp

gca
Ala

[ o
Phe

tatc
Tyr

cat
His

gg9g9
Gly

acyg
Thr

cqt
Arg

aag
Lys

cgt
Arg
1800

gct
Ala
1815

gta
Val
1830

tat
Tyr
1845

aat
Asn
1860

ggc
Gly
1875

act
Ile
1890

tta
Leu
1905

aag
Lys
1820

gtg
Val
1935

tca
Ser
1950

aca
Thr
1965

aaqg
Lys
1980

gat
Asp
1995

cta
Leu
2010

ctt
Leu

teg
Leu

aat
Asn

acg
Thr

999
Gly

aat
Asn

gac
AsSp

aat
Asn

aca
Thr

aca
Thr

gat
Asp

caa
Gln

gtg
Val

ggt
Gly

gttt
val

att
Ile

age
Ser

age
Ser

atg
Met

cgc
Arg

aca
Thr

aag
Lys

gca
Ala

gca
Ala

aac
Asn

gct
Ala

tac
Tyr

gtt
Val

gtg
Val

aac
Asn

acg
Thr

aca
Thr

age
Ser

agt
Ser

tat
Tyr

tat
Tyr

cgg
Aryg

acqg
Thr

cca
Pro

tat
Tyr

cag
Gln

tgg
Trp

gat
Asp

Tt
Phe

atg
et

5409
5454
5439
5544
5589
5634
5655
5724
5769
53814
5859
5904
5949
5954

6039



gca
Rla

acqg
Thr

caa
Glno

<210>2

<211> 2057

<212> PRT

act
Thr
2015

aat
Aan
2030

gaa
Glu
2045

gcg
Ala

gct
Ala

gac
Asp

tat
Tyr

teca
Ser

aag
Lys

caa
Gln

ggg
Gly

cta
Leu

<213> Leuconostoc mesenteroides

<400> 2

Met

Lys

Thr

Gln

val

63

Trp

Leu

Val

Gln

Thr

145

His

Lys

val

Vval

Ile

50

Pro

Tyr

Leu

Ile

Thr

130

Thr

Asn

Gln

Trp

Thr

35

Asan

Ser

Asp

Thr

Ser

115

Lys

Ser

Gly

Gln

Val

20

Thr

Asn

Thr

Ser

Ala

1c0

Asp

Ile

Asn

Tyr

aat
Asn

atc
Ile

tgq
Trp

Glu

Ala

Val

Thr

Asn

Asp

85

Glu

Asp

Ala

Leu

Phe
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caa
Gln

gtt
Val

2020

aca
Thr

tgg
Txp

2035

att
Ile

gat
Asp

2050

Thr

Ala

His

Gly

Ban

70

Gly

Gln

Thr

Asn

Ser

150

Val

Val

Ala

Ala

Thr

55

Asp

Asn

Leu

Ser

Gln

i35

Asp

Tyr

Thr

Thr

Asp

40

Asn

Ser

Arg

Lys

Lys

120

Gln

Pro

Ile

gte
Val

agt
Ser

aag
Lys

Arg

Ala

25

Thr

Asp

Leu

val

Lys

105

Lys

Thr

Ile

Asp

43

cat
His

cag
Gln

cgt
Arg

Lys

10

Phe

Asn

Ser

Lys

Asp

90

Asn

Asp

Val

Thr

Ala

ttc
Phe

get
Ala

gcg aca
Ala

Thr

2025

qgcg
Ala

2040

tty
Leu

2055

Lys

Ala

Ser

Gly

Gln

15

Gla

Asn

Asp

Asp

Gly

155

Ser

Leu

Val

Asn

Glu

60

Gly

Lys

Glu

Glu

Thr

1490

Gly

Gly

ggag
Gly

tta
Leu

caa
Gln

Tyr

Leu

Vval

Lys

Thr

Thr

Lys

Asn

125

Ala

His

Lys

age
Ser

gct
Ala

Lys
Gly
30

Ala
Lys
Asp
Asn
Asn
110
Ile
Lys

Tyr

Gln

gaa tat
Glu Tyr

994
Gly

taa

Ser

13

Val

val

Val

Gly

Gln

93

Leu

Ser

Gly

Glu

Val

Gly

Ser

Lys

Pro

Phe

80

Ile

Ser

Lys

Leu

Asn

160

Thr

6084

6129

6174



Gly

Tyr

Phe’

Gly

225

Tyr

Gln

Asn

Lys

Glu

305

Val

Asp

Thr

Thr

Leu

Gln

Asp

210

Lys

Val

Pro

Gln

Arg

290

Ile

Lys

Ala

Tyr

Phe

g

Lys
385

Asn

Thr

Glu

Gin

Val

185

Ser

Ala

Ala

Leu

Gln

275

Ile

Ile

Asn

Asn

Tyr

355

Asn

Ala

Asn

Asn
180

Lys

Val

Gln

Asp

Ile

260

Gly

Tyr

Asn

Ala

Gly

340

Leu

Asn

Ile

Thr

165

Ile

Gly

Thr

Gly

Ser

245

Gly

Val

Phe

Gly

Phe

325

Val

Asp

Gln

Glu

Pro
405
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Asp

Ser

Gly

Tyr

230

Ser

Leu

Gln

Ala

Lys

310

Ser

Met

Glu

Phe

Tyr

390

His

Gly

Phe

Lys

215

Asp

Gly

Gln

Ile

Pro

295

Leu

Lys

Leu

Gln

Met

375

Gla

Asn

Asn

Arg

200

Ala

Ala

Gln

Thr

Lys

280

Asn

Gln

Asp

Thr

Gly

360

Tyr

Phe

Ala

Leu
185

Asp

Ser

Gln

Thr

Ile

265

Gly

Thr

Gly

val

Gly

345

His

Fhe

Asp

aAla

44

170

Gln

Val

Ser

Gly

Tyr

230

Asp

Gly

Gly

Arg

Ala

330

Leu

Leu

Asp

Gln

Lys
410

Tyr

Asn

Asn

Asn

235

Tyr

Gly

Phe

Asn

Asp

315

Gly

Gln

Arg

Ala

Gly

a95

Ser

Phe

Gly

Val

220

Gln

Phe

Asn

Gln

Ala

300

Ala

Asn

Thr

Lys

Asp

380

Leu

Tyr

Asp

Lys

205

Asp

Leu

Asp

Leu

Asp

285

Val

Asn

Thr

Ile

Asn

365

Thr

Val

Asp

Asp

190

His

Ile

Lys

Gly

Gln

27¢

Val

Ala

Gly

Phe

Ser

350

Tyr

Gly

Ser

Ly3

175

Asn

Ile

Val

Lys

Asn

255

Tyr

Asn

Asn

Asn

Tyr

335

Gly

Ala

Ala

Gln

Ser
415

Gly

Tyr

Asn

Ser

240

Gly

Phe

Asn

Thr

Gln

3z2Q

Pha

Lys

Gly

Gly

Ser

400

Ser



Phe

Thr

Asp

Ala

465

Thr

val

Glu

Trp

Gln

545

Thr

Asp

Ala

Asn

Asp

625

Asp

Glu

Asp

Met

450

Asn

Tyr

Ile

Trp

Asn

530

Gly

Asp

Gly

Asn

Trp

610

Asn

Ala

Asn

Ile
435

Arg

Tyr

Thr

Gln

Leu

515

Lys

Gly

Sar

Ser

Asp

585

Leu

Rla

Asp

val
420

Leu

Pro

Leu

Ala

Thr

500

Arg

Gln

Fhe

Gly

Lys

580

Ile

His

Asn

Leu

Asp

Lys

Leu

Asn

Ala

483

Ala

Asp

Thr

Leu

Asn

565

Asp

Asp

Tyr

Phe

Leu
645
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Gly

Asn

Leu

Pha

1790

Thr

Ile

Ala

Glu

Ala

550

Asn

Thr

Asn

Leu

Asp

630

Lys

Tyr

Gly

Met

455

Met

Ser

Glu

1le

Asp

335

Tyr

Arg

Thr

Ser

Met

615

Gly

Ile

Leu

Asp

140

Thr

Ser

Gln

Gln

Asp
520

Glu

Gln

Lys

Asp

Asn

600

Aan

Ile

Ala

Thr Ala
425

Thr Trp

Trp Trp

Ser Lys

Lys Thr

490

Gln Ile
505

Ser Phe
Ala Phe
Asp Asp
Leu Gly

570

Gly Lys

585

Pro Ile

FPhe Gly

Arg Vval

Gly Asp
650

45

Asp

Thr

Pro

Gly

475

Leun

Ser

Val

Asp

Ser

555

Arg

Gly

Val

Ser

Asp
635

Tyr

Thr

Ala

Asp

4560

Lau

Asn

Leu

Lys

Gly

240

His

Gln

Ser

Gln

Ile

620

Ala

Phe

Trp
Ser
445
Lys
Gly
Asp
Lys
Thr
525
Leu
Arg
Pro
Glu
Ala
605
Thr

val

Lys

Tyr

430

Thr

Gln

Ile

Ala

Lys

5106

Gln

Gln

Thr

Ile

Phe

59¢

Glu

Gly

Asp

Ala

Arg

Glu

Thr

Thr

Ala

435

Ser

Ala

Trp

Pro

Asn

575

Leu

Gln

Asn

Asn

Leu
655

Pro

Thr

Gln

Thr

480

Phe

Thr

Asn

Leu

Asn

560

Ile

Leuy

Leu

Aan

val

640

Tyr



Gly

Glu

Ala

Leu

705

Thr

Asn

Asp

Asp

Lys

785

Glu

Aan

Asp

Gln

Leu

865

Asp

Thr

Asp

Gln

690

Thr

Gly

Arg

Thr

Ala

770

Asn

Phe

Asp

Thr

Tyr

850

Lys

Ser

Asp

Trp

675

Leu

His

Tyr

Pro

Lys

155

Gln

MelL

Tyr

Tyr

Val

835

Mat

Ala

Ser

Lys

660

Asn

Thr

Gly

Tyr

Asn

140

Yal

Asp

Gln

Tyt

Asn

g20

Pro

Glu

Arg

Gly

Ser

Gly

Met

Ala

Leu

725

Ser

Ile

Pro

Lys

805

Leu

Arg

Lys

Ila

Lys
883
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Asp

Lys

Asp

&sn

710

Aan

Gly

FPro

Ile

Thr

790

Asp

Pro

Val

Gly

Lys

870

Asp

Ala

Asp

Tyr

695

Asn

Gly

Thr

Asn

Arg

175

Phe

Gln

Ser

Tyr

Thr

855

Tyr

Leu

Asn

Pro

680

Thr

Arg

Asp

Leu

Tyr

160

Lys

Thr

Glu

Ala

Tyr

840

1le

Val

Lys

ala
665

Gln

val

Ser

Leu

Val

745

Ser

Ala

Phe

Asn

Tyr

825

Gly

Tyr

Ser

Asp

46

Asn

Tyr

Thr

Asn

Asn

730

Asn

Phe

Met

Asp

Pro

810

Ala

Asp

Asn

Gly

Gly
890

Lys

vVal

Ser

Met

715

Lys

Arg

Val

Ile

Gln

795

Ser

Met

Met

Pro

Gly

875

Glu

His

Asn

Gln

700

Trp

Lys

Ile

Arg

Asp

780

Leu

Gly

Leu

Tyr

Val

860

Gln

Thr

Leu

Gln
685

Phe

Tyr

Ile

Ala

Ala

765

His

Ala

FPhe

Leu

Leu

845

Ile

Thr

Asp

Ser
670

Gln

Gly

FPhe

Val

Asn

750

His

Gly

Gln

Lys

Thr

830

Glu

Ser

Met

Leu

Ile

Gly

Asn

Leu

Asp

735

Ser

Asp

Ile

Gly

Lys

815

Asn

Gly

Ala

Ala

Leu
845

Leau

Asn

Ser

Asp

720

Lys

Gly

Tyr

Ile

Met

800

Tyx

Lys

Gly

Leu

ThE

880

Thr



Ser

Gln

Gly

His

9435

Ser

Thr

Thr

Ser

Val

Ser

Leu

Met

Lys

Ala

Ser

Arg

Val

Asp

Asn

930

Met

Asn

Leu

Phe

Leu

1010

Gly
1025

Ser
1040

Asp
1055

Fro
1070

Ala
1685

Pro
1100

Phe
1115

Tyr

Arg Phe
300

Asn Ser
al5

Asn Pro

Gly Lys

Asp Ser

Arg Thr
980

val Lys
385

Asn Ala

Gly

Gln

Asp

Ala

Gly

965

Asn

Gln

Leu
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Ala Ser Asp Ser

Ser Ser Asn

Ser Asn Val

Thr Ser

Fro

Asn Leu Phe Lys

Gln Tyr Arg Ser

Leu Asp Ser Phe

Asp Leu

Lys Gly Ile Met Thr Ser Asp Gln Thr Thr Thr
905 910
Asp Tyr Lys Asn Gln Gly Ile Gly Val Ile Val
920 925
Leu Lys Leu Asn Asn Asp Lys Thr Ile Thr Leu
935 9490
His Lys Asn Gln Leu Tyr Arg Ala Leu Val Leu
950 955 9260
Ile Asp Val Tyr Asp Ser Asp asp Lys Ala Pro
870 975
Asp Asn Gly Asp Leu Ile Phe His Lys Thr Asn
985 990
2sp Gly Thr 1Ile Ile Asn Tyr Glu Met Lys Gly
1000 1005
Ile Ser Gly Tyr Leu Gly Val Trp val Pro
1015 1020
Gln Asp Ala Arg Thr Val Ala Thr Glu
1030 1035
Asp Gly Ser Val Phe Hia Ser Asn Ala Ala
1045 1050
Ile Tyr Glu Gly Phe Ser Asn Phe Gla Ala
1060 1965
Glu Gln Ser Thr Asn Val Val Ile Ala Thr
1075 1080
Glu Leu Gly Ile Thr Ser Phe Glu Leu
1090 1095
Ser Gly Asp Thr Asn Tyr Gly Gly Met
1105 1110
Leu Asn Asn Gly Tyr Ala Phe Thr Asp
1120 1125
Asn Lys Ala Asp Gly Asn Pro Asn Pro

Gly Phe

47



Thr

Leu

Gln

Val

Leu

Ala

Pro

Asp

Gly

Trp

Phe

Ile

Gln

Tyr

Asn

1130

Lys
1145

His
1160

Ile
1175

Asp
11390

Leu
1205

Lys
1220

Ser
1235

Ala
1250

Thr
1265

Ala
1280

Leu
1295

Ser
1310

Ala
1325

Phe
1340

Pro
1355

Tyr

Lys

Tyr

Glu

Tyr

Tyr

Leu

Ser

Asn

Thr

Pro

Asp

Lys

Asp

Ile

Gly

Asn

Ala

Arg

Val

Gly

Fhe

Thr

Ile

Asn

Leu

Ala

Asp

Lys

Arg

Thr

Gly

Leu

Gly

Ala

Gly

Lys

Lys

Leu

Gln

Gln

Ser

Thr

Asp

Thr
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Asp

Met

Pro

Asn

Asn

Glu

Gln

Ile

His

Tyr

Leu

Gly

Phe

Gly

Val

1135

Gln
1150

Gln
1165

Gly
1180

Gln
1195

Thr
1210

Phe
1225

Asn
1240

Lys
1255

Arg
1270

Phe
1285

Gln
1300

Val
1315

Ile
1330

Tyr
1345

Glu
1360

Ala

Lys

Leu

Lys

Leuy

Gln

Gln

Gly

Asn

Asn

Lys

Glu

Met

Thr

48

Leu

1le

Glu

Lys

Ser

ASp

Val

Trp

Ala

Ile

Lys

Tyr

Asp

Val

Ser

Arg

Ala

Val

Asp

Ser

Lys

Ser

Ser

Tyr

Ala

A3p

Tyr

Gly

Arg

Val

Asn

Asp

Val

Thr

Gly

Leu

Thr

Ala

Tyr

Lys

Ala

Ser

Asn

Ser

Asn

1140

Ala
1155

Trp
1170

Thr
1185

Asp
1200

val
1215

Arg
1230

Gly
1245

Lys
1260

val
1275

Thx
1290

Gln
1305

Ile
1320

Gly
1335

Gln
1350

Thr
1365

Ile

Val

Ala

Phe

Asp

Glu

Gln

Tyr

Leu

Asn

Thr

Ser

Asn

Gln

Arg

Glu

Pro

Thr

Val

Tyr

Glu

Pro

Met

Lys

Glu

Gly

Gly

TIp

Gly

Asn

ala

Asp

Aryg

Asn

Gln

Tyr

Ile

Asn

Asp

Val

Phe

Tyr

Tyzr

Glu

Gly
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Asn Tyr Tyr Phe Met Preo Asn Gly Val Glu Leu Arg Lys Gly Phe
1370 1375 1380

Gly Thr Asp Asn Ser Gly Asn Val Tyr Tyr Phe Asp Asp Gln Gly
1385 1390 1195

Lys Met Val Arg Asp Lys Tyr Ile Asn Asp Asp Ala Asn Asn Phe
1400 1405 - 1410

Tyr His Leu Asn Val Asp Gly Thr Met Ser Arg Gly Leu Phe Lys
1415 1420 1425

Phe Asp Ser Asp Thr Leu Gln Tyr Phe Ala Ser Asn Gly Val Gln
1430 1435 1440

Ile Lys Asp Ser Tyr Ala Lys BAsp Ser Lys Gly Asn Lys Tyr Tyr
1445 1450 1435

Phe Asp Ser Ala Thr Gly Asmn 3an Asp Thr Gly Lys Ala Gln Thr
1460 1465 1470

Trp Asp Gly Asn Gly Tyr Tyr 1Ile Thr Ile Asp Ser Asp Ala Asn
1475 1480 1485

Asn Thr Ile Gly Val Asn Thr Asp Tyr Thr Ala Tyr Ile Thr Ser
1490 ' 1435 1500

Ser Leu Arg Glu Asp Gly Leu Phe Ala Asn Ala Pro Tyr Gly VvVal
1505 1510 1515

val Thr Lys Asp Gln Asn Gly Asn Asp Leu Lya Trp Gln Tyr 1le
1520 1525 1530

Asn His Thr Lys Gln Tyr Glu Gly Gln Gla Val Gln Val Thr Arg
1535 1540 1545

Gln Tyr Thr Asp Ser Lys Gly Wal Ser Trp Asn Leu 1Ile Thr Phe
1550 1555 1560

Ala Gly Gly Asp Leu Gln Gly Gln Arg Leu Trp Val Asp Ser Arg
1565 1570 1575

Ala Leu Thr Met Thr Pro Phe Lys Thr Met Asn Gln Ile Ser Phe
1580 1585 1550

49



lle

Tyr

Lys

Lys

Asp

Lys

Asn

Lys

Asp

Thr

Asp

Gly

Ile

Lys

Leu

Ser
1595

Gln
1610

Gly
1625

Asp
1640

Ser
1655

val
1670

Ala
1685

Azn
1700

Asp
1715

vVal
1730

Thr
1745

Leu

1760

Gly
1775

Gln
1799

Asn
1805

Tyr

Val

Gln

Trp

Gln

Phe

Pro

Tyr

Gln

Trp

Asp

Phe

Met

Gly

Asn

Ala

Lys

Gln

Ser

Ala

Val

Tyr

Asn

Gly

val

Gln

Leu

Thr

Gln

Gln

Asn

Gly

val

Leu

Leu

Asn

Arg

Asn

Thr

Asp

Gln

Asn

Ala

Asp

Gln
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Arg

Tyr

Thr

Ile

Asn

Thr

Gln

Gln

Val

Asn

Leu

Ala

Asp

Ala

Val

Asan
1600

Gln
1615

Ile
1630

Ser
1645

Thr
1660

Thr
1679

Pro
1690

Thr
1705

Trp
1720

His
1735

Tyr
1750

Pro
1765

Tyr
1780

Tyr
1795

Trp
1810

Asp

Leu

Ala

Phe

Ser

Gly

val

Ser

kla

Val

Tyr

Asn

Gly

Val

50

Gly

Ala

Gly

Asn

Phe

Asn

Tyr

Thr

Gln

Len

Asn

Arg

Gly

Ala

Asp

Leu

Gly

Val

Gly

Thr

Leu

Lys

vVal

Val

Ala

Ser

Gly

Gln

Gln

Ser

Phe

Met

Ala

Thr

Hisg

Asp

Leu

Ser

Val

Gln

Asn

Gln

His

Trp

Arg

Leu
1605

Sar
1620

Asn
1635

Gln
1650

Asp
1665

Gly
1680

Ala
1695

Gln
1710

Leu
1725

Met
1740

Gly
1755

Gly
1770

Val
1785

Arg
1800

Ala
1815

Asn

Asn

Val

Tyr

Met

Leu

Gly

Gln

Gly

Gln

Arg

Ser

Gln

Leu

Leu

Ala Pro

Gln Tyr

Ser Gly

Trp Ile

Asn Gln

Phe Leu

Leu Ala

Tyr Phe

Gly Gln

val Ser

Asa Asp

Gln Leu

val Thr

Ile Thr

Ser Thr



Thr

Gln

Gly

Val

TYyr

Ala

I1le

Tyr

Asn

Gly

Ile

Tyr

Ser

Ala

Thr

Gln

Ile Met
1820

Arg Thr
1835

Ala Lys
1850

Ris 1Ile
1865

Leu Thr
1880

Phe Thr
1895

Val Ala
1910

Gly Glu
1925

Gln Gln
1940

Asn Gln
1955

Asp Gln
1970

Gln Ala
1885

Gly Ala
2000

Thr Ala
2015~

Asn Ala
2030

Glu Asp

2045

Glin

Asp

Trp

Ser

Asn

Val

Arg

Ala

Thr

Tré

Arg

Lys

Pro

Tyr

Ser

Lys

Ala

Gly

Ala

Lys

Leu

Thr

Gln

Gly

Val

Tyr

Ser

Ile

Tyr

Gln

Gly

Leu
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Met

Leu

Gly

Ala

Asn

Phe

Arg

Ala

Pro

Leu

Phe

val

Gly

Asn

Asn
1825

Trp
18490

Asp
1855

Tyr
1870

Gly
1885

Asp
1900

Pro
1915

Gln
1330

Val
1945

Ala
1960

Ser
1975

Pro
1590

Glu
2005

Gln

- 2020

Ile

Trp

Thr
2035

Asp

Leu

Thr

Serx

Gln

Gln

Phe

Thr

Thr

Pro

Arqg

Val

Val

Trp

Asn

Asn

Arg

A3sn

Ser

val

Gly

Val

Lys

val

Val

Thr

Asn

Val

Ser

Lys

Met

Ala

Ser

Glu

Thr

Val

Mat

Asp

Glin

Asn

val

Thr

Ala

His

Gln

Arg

Tyr
Pro
Ala
Val
Trp
Ala
Phe
TyL
His
Gly
Thr
Arg
Lys
éla
Phe

Ala

Val
1830

Tyr
1845

Asn
1860

Gly
1875

Ile
1890

Leu
13905

Lys
1929

Val
1935

Ser
1950

Thr
1965

Lys
1980

Asp
1995

Leu
2010

Thr
2025

Ala
2040

Leu

Asn

Thr

Gly

Asn

Asp

Asn

Thr

Thr

Asp

Cln

val

Gly

Val

Gly

Lou

Gln

20553

Ser

Met

Arg

Thr

Lys

Ala

Ala

Asn

Ala

Tyr

Val

val

Asn

Glu

Ser

Ala

Ser

Ser

Tyr

Tyr

Arg

Thr

Pro

Tyr

Gln

Trp

Asp

Phe

et

Tyr

Gly
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<210>3
<211> 6174
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

ES 2438 001 T3

<223> secuencia sintética que codifica una proteina con la actividad de una alternano sacarasa

<400> 3

atgaaacaac
gcageagcta
accaactecca
aagaaqggtgce
tggtacgact
gagcagctca
aaggacgacdg
gccaagggec
cacaacggct
Atcgacggca
gacgtgaacg
gacategtga
tacgtggecy
ggcctceccaga
ggtggéttcc
gtggecaaca
gtgaagaacy
gtgatgctca
cacctecegea
actggcgctg
aacgagaaca
gacggetace
acctggaccg

aagecagacce

aagaaacagt
ctgecatttgc
acgtggccgt
cagtgccatc
ccgacggcaa
agaagaacaa
agaacatcte
tcaccacctc
acttegtgta
acctccagta
gcaagcacat
acggcaaggc
actectecgg
ccatcgacygg
aggacgtgaa
ccqgagatcat
ccttctccaa
ccggcctocca
agaactacgc
gcaagaccgc
ecacacacaa
tcaccgcoceoga
cctccaccga

aggccaacta

tacccgtaaa
ggtattgggyg
gaagcagatc
caccaacaac
ccgogtggac
cgagaagaac
caagcagacc
caacctctcec
catcgacgcc
cttcgacgac
ctacttcgac
ccagggctac
ccagacctac
caacctccag
caacaagcgc
caacggcaaqg
ggacgtgget
gaccatcteg
cggracctte
catcgagtac
cgetygccaag
cacctggtac
gaccgacatg

cctcaactte

aaactttata
gtttcaactg
aacaacacceyg
gactccctca
cagaagacca
ctcteegtga
aagatcgceca
gaccccatca
tccggecaagea
aacggctacc
tccgtgacceg
gacgcceady
tacttcgacy
tacttcaacc
atctacttcg
ctccagggea
ggcaacacct
ggcaagacct
aacaaccagt
cagttcgace
tcctacgaca
cgcccaaccg
aggccactcc

atgtcctcca

52

aatccggtaa
taacaacagt
gcaccaacga
agcagggcac
accagatcet
tctecgacga
accagcagac
ccggtggeca
aggtgaccgg
aggtgaaggg
gcaaggectc
gcaaccagct
gcaacggcca
agcagggegt
ctcccaacac
gggacgccaa
tctacttcga
actacctcga
tcatgtactt
agggecctcgt
agtcctcctt
acatcctcaa

tcatgacctg

agggcctcegg

ggtttgggte
ccatgecggac
ctcgqgcgag
cgacggctte
cctcaccgec
cacctccaag
cgtggacacc
ctacgagaac
cctecagaac
ctccttococge
ctccaacqgtg
caagaagtcc
gccactcatc
gcagatcaag
cggcaacgec

cggcaaccaqg

cgccaacgyc

cqgagcagggc
cgacgcogac
gtcccagteo
cgagaacgtg
gaacggcgac
gtyggccagac

catcaccacc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

120

780

840

200

960

102¢

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440



acctacaceg
gccatcgagce
tecttegtga
cteccagrgge
accgactceg
gacaccaccg
ccgatogtgce
accggcaaca
gacgecgace
tccgacgeca
cagtacgtga
ttéggcaact
accggetact
tcoggcaceo
tccttcgtga
cacggrcatca
gagttctact
ctcceatecyg
ggcgacatgt
atctecgece
gactccteoeg
ggcaagggca
aaccagggca
accatcaccc
tccaacgact
aacgacaacg
atcatcaact
tgggtgccag
tcctccaacy
daggyctitct

atcgecacca

ctgccacctc
agcagatctce
agacceaggce
tccagggrgg
gcaacaaccg
acggceaagqg
aggccgagca
acgacaacgc
tcctcaagat
acgccaacaa
accagcagqg
ccctecaccca
acctcaacgg
tcgtgaaccg
gggcccacga
tcaagaacat
acaaggacca
cctacgccat
acctegaggg
tcctcaagge
gcaaggacct
tcatgaccte
tcggcgtgat
tccacatggg
ccggcatcga
gcgacctcat
acgagatgaa
tgggcgecte
acggctccgt
ccaacttcca

aggccaacct
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ccagaagacc
cctcaagaag
caactggaac
cttcctegeco
‘caagctegge
ctecegagttc
gctcaactgg
caacttcgac
cgctggecgac
gcacctctcc
caacgcccay
cggcgocaac
cgacctcaac
catcgccaac
ctacgacgcc
gcaggacacc
ggagaacecd
gctcctcace
tggccagtac
ccgcatcaag
caaggacggc
%gaccaqacc
cgtgggcaac
caaggccecac
cgtgtacgac
cttccacaag
gggctececte
cgactccoag
gttccactcc
ggccatgeec

cttcaaggag

ctcaacgacg
tccaccgagt
aagcagaccg
taccaggacg
aggcagccca
ctcoctocgeca
ctccactace
ggcatccgcyg
tactrcaaqqg
atcctcgagg
ctcactatgg
aaccgcecteea
aagaagatcyg
tccggogaca
caggaccecga
ttcacctteg
tceggettca
aacaaggaca
atggagaaqgg
tacgtgtocg
gagaccgace
accacccagqg
aacccagacc
aagaaccage
tecgacgaca
accaacacct
aacgecctea
gacgcccgca
aacgetgece
acctccecgyg

ctgggcatca

53

ctgeccttegt
ggctcecgcga
aggacgagqgc
actcccaceg
tcaacatega
acgacatcga
tcatgaactt
tggacgccgt
ccctctacqy
actggaacgg
actacacegt
acatgtggta
tggacaagaa
ccaaggtgat
tccgraagge
accagctcge
agaagtacaa
ccgtgcecag
gcaccatcta
gtggeccagac
tcctecaccteo
acaactccca
tcaagctcaa
tctacaggge
aggceccegac
tcgtgaagca
tctceggetka
ccgtggccac
tcgactccaa
agcagtccac

cctecttcga

gatccagacc
cgccatcgac
cttegacgge
cacccctaac
cggctccaag
caactccaac
cggcteccate
ggacaacgtg
caccgacaag
caaggaccca
gaccteccag
cttectegac
caggcctaac
ccccaactac
catgatcgac
ccagggcatg
cgactacaac
ggtgtactac
caacccgygtyg
tatggccacc
cgtgcgette
ggactacaag
caacgacaayg
cctegtgote
ccbeoccgeace
ggacggceacc
cocteggegty
cgagtcctce
cqgtgatctac
caacgtggtg

gctggcccca

1500
1560
1620
1650
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240

3300



cagtaccgct
aacaacggct
ccgaacccaa
aagaacggca
aaggaggtag
ttegtgaace
tacggtggcy
caggtgtcca
tacatgaacg
accaaccagt
aacaaggacg
tceggetace
gacaaggacyg
accteoccgtga
aagggctteg
gtgogegaca
accatgtcca
ggcgtgcaga
tccgececaccg
atcacbatcg
atcacctect
aaggaccaga
ggccagcagy
atcacctteg
accatgaccec
gacggectct
aaccagtaca
tygtcectca
aacttcacce

ctecttectea

cctecoggega
acgecttcac
ctaagtacqy
tgcaggccat
tgaccgccac
teetetacgt
agttcctoga
ccggocagcee
gcaccaacat
acttcaacat
cccagaccagy
aggccaagga
gctacatggt
acaccecgceaa
gcaccgacaa
agtacatcaa
ggggcctctf
tcaaggactc
gcaacaacga
actcagacge
cccteocgega
acggcaacga
tgcaggtagac
ccggbggega
ccttcaagac
tecteaacyge
agggeccagca
tctocttcaa
acgacatgaa

acgctcecta
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caccaactac
cgaccgctac
caccgaccag
cgeocgactgg
ccgegtggac
ggccaacacc
caagcteccgce
tatcgacgce
cctoccacagy
cgecaagace
cttcatctce
caccttcatc
gcgetececaq
cggcaactac
ctecggeaac
cgacgacgcc
caagttcgac
ctacgccaag
caccggcaag
caacaacacc
ggacggectc
cctecaagtgyg
ccgecagtac
cectgeaggge
catgaaccayg
cccataccag
ggtgaccatc
cggcacccag
ccagaaggtg

ccgecagecy

ggtggcatgt
gacctcgget
gacctccgea
gtgcecggace
gagcgoggca
aagtccteeg
gaggagtacc
tccaccaaga
gaktgcctact
aacgaggtgt
gacgccteeg
gaggacggca
cagggcgaga
tacttcatgc
gtgtactact
aacaacttct
tccgacaccc
gactccaaqgy
gcccagacet
atcggegtga
ttcgccaacg
cagtacatca
accgacteeca
cagcgecket
atctecettea
gtgaagggct
getggegtgg
tactggatcg
ttegtgaaca

ggctacaagce

54

ccttecctcga
tcaacaagge
acgccatcga
agatctacgc
accagctcaa
gcgtggacta
catccctctt
tcaagcagtg
acgtgctcaa
tcctcoccact
gegtgaagta
acqggcaactg
accegatceg
ctaacggecgt
tcgacgacca
accacctcaa
tccagtactt
gcaacaagkta
gggacggcaa
acaccgacta
cccocctacgg
accacaccaa
agggegitgte
gggtggactc
tctectacge
accagctege
ccaacgtgte
actccéaqgc
ccacctecaa

tecgotggeet

ctccttocte
cgacggcaac
ggccctecac
cctcccagge
ggacaccgac
ccaggccaag
caagcagaac
gtcocgcocaag
ggactgggec
ccagctcoccag
ctactccatc
gtactacttc
caccgtggag
ggagcteoge
gggcaagatg
cgtggacggc
cgcctecaac
ctacttcgac
cggctactac
cacecgectac
cgtggtgace
gcagtacgag
ctggaacctc
cagggcccte
caaccgcaac
cggecatgtee
cggcaaggac
cctecaacace
cctcgacgge

cgocaagaac

3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040

5100
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tacaacaacc
tcccaggtyg
caggtgteccg
ttcctcaacg
aacggceage
ctcatcacce
atgcaggeca
ctcaacgekc
ggcaggtacy
accaacctea
caggtaqtgg
accgctcoct
cagaccgtge
accgtgaacg
gtggtggact
gocecegtacg
gtggtgcacy

ctcteeggee

agaccgtgac
tgctcggegyg
acaccgacca
ctcegtacag
acgtgcaggt
tcaacaacca
tgaacgacaa
cetacaccat
tgcacatctc
acggecagte
cccteaacyc
acggcgaggc
cggtgaccaa
gcacccagta
accaggccaa
gcgaggtgaa
ceaccggega

aggaggacaa

<210>4
<211> 43
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 4
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cgtgtcccag
ccagaccgtg
gcagetctae
gggccagggce
gaccaagcag
gecaggtgtgg
catgtacgtg
gtctggegee
caaggcctac
cacctggatce
caccategtyg
cggcgcccag
gcagcactce
ctggatcgac
gatcgtgceca
cgccaagele
gtacaccaac

gctetggakte

gaaagcttgg ctgcaggtca gtcccttatg ttacgtcctg tag 43

<210>5
<211> 33
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 5

ctggtcccgg gattcattgt ttgecteect get 33
<210>6

<211>28

<212> ADN
<213> Artificial

cagtacttcg
tgggtggaca
gtgaactcca
tcccagetca
ggccaggacg
gtggactceca
aactcctecee
aagtgggctg
tccaacgagqg
gacaagcgcg
gccaggcaga
ttcgtggact
gacgcecagg
cagcgckcct
aggaccacce
gtgaacatyy
gcctccocggea

gacaagcgced

55

acgaccaggg
accacgccct
acggtcgeaa
tcggcatgac
cctacggtge
gqggctctete
aécgcaccga
gcgacacccyg
tgggcaacac
ctttcacegt
ggccagacgg
acgtgaccaa
gcaaccagtg
tctococococggk
gcgacggegt
ccacegecta
tcacctggtec

ctctccaage

caccgtgtgg
cgcecagatg
cgacggecte
ecgccgactac
ccagtggcge
caccaccate
cggectctgg
ctcegecaac
ctactacctc
gaccttecgac
catgttcaaqg
ctacaaccag
gtacttggee
ggtgaccaag
grrcteeggt
ccagaaccag
ccagttegee

ttga

3160
5220
5280
5340
3400
3460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120

6174
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<220>
<223> Cebador

<400> 6

tcgagctcge gaaagcettgg ctgcaggt 28
<210>7

<211>65

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> secuencia de enlazador sintético

<400> 7

aacaactctce ctggegeacce akcgtegget acagcctcgg gaattgoctge aggtcgacgg

atccg

<210>8

<211> 69
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> secuencia de enlazador sintético

<400> 8

aattcggabtec cgtcgacctg cagcaattcc cgaggctgta gccgacgatyg gtgcgccagg

agagttgte

<210>9

<211> 45
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400>9

cggatcggat ccgtcgacct gcagatcgtt caaacatttg gcaat 45
<210> 10

<211> 37

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 10
ccacggaatt cgatctagta acatagatga caccgeg 37
<210> 11
<211>18

<212> ADN
<213> Artificial

56
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<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 11

gcggecgegg cagecatg 18
<210>12

<211>18

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> oligonucledtido sintético

<400> 12

accggatatc gcggecgce 18
<210> 13

<211> 25

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 13

agcttgaacc ggatatcgeg geege 25
<210> 14

<211> 25

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 14

agctgcggcece gegatatecg gttca 25
<210> 15

<211> 53

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 15

caactgagct ctgcagaatt cggcttgttc gggcagcecat ggacaccaac tcc 53
<210> 16

<211> 30

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 16
gccggagttg tcggtgecga ageccttgeg 30
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<210> 17
<211> 30
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Cebador

<400> 17

tcctacgaca agtectectt cgagaacgtg 30
<210> 18

<211>38

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 18

cttacggatc cactagtaac ggccgcgata tceggttc 38
<210>19

<211> 27

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 19

gccatcgagc agcagatctc cctcaag 27
<210> 20

<211>28

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 20

cataggatcc ctacacgccg gaggcgtc 28
<210>21

<211>40

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 21

taatacgact cactataggc agaattcggc ttgttcgggce 40
<210> 22

<211>28

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
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<223> Cebador

<400> 22

agtaacggcc gcgatatccg gttcaagce 28
<210> 23

<211> 26

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 23

cgaagaggcc gtcctagcgg agggag 26
<210> 24

<211> 24

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 24

ggtgccgaag ccctagcgga gete 24
<210> 25

<211>29

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 25

ccggagatgg agtagtacta cacgccgga 29
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de acido nucleico que codifica una proteina con la actividad enzimatica de una alternano sacarasa,
en la que la molécula de acido nucleico esta seleccionada de entre

a) una molécula de acido nucleico con una secuencia desde el nucledtido de la posicion 118 hasta el nucleétido
de la posicion 3945, inclusive, de la secuencia de acidos nucleicos mostrada en la SEQ ID NO 1 o la SEQ ID NO
3,

b) una molécula de acido nucleico que codifica una proteina cuya secuencia de aminoacidos tiene al menos el
70 % de identidad con la secuencia desde el aminoacido de la posicién 40 hasta el aminoacido de la posicion
1315, inclusive, de la SEQ ID NO 2, en la que dicha proteina tiene el mismo nimero de aminoacidos que la
proteina con la secuencia desde el aminoacido de la posicion 40 hasta el aminoacido de la posicion 1315,
inclusive, de la SEQ ID NO 2,

¢) una molécula de acido nucleico cuya secuencia tiene al menos el 70 % de identidad con la secuencia de a),
donde dicha secuencia tiene el mismo numero de nucledtidos que la secuencia de a),

d) una moléculas de acido nucleico cuya secuencia de acidos nucleicos, como consecuencia de la degeneracion
del codigo genético, se desvia de la secuencia de las moléculas de acido nucleico de a), b) o c),

e) una molécula de acido nucleico cuya secuencia de acidos nucleicos es complementaria a la secuencia de
longitud completa de una de las moléculas de acido nucleico de a), b), ¢) o d), en la que la secuencia
complementaria tiene el mismo ndmero de nucleétidos que las moléculas de acido nucleico de a), b), c) o d).

2. La molécula de acido nucleico como se reivindica en la reivindicacion 1, que tiene unido en su extremo 5 un
triplete de acido nucleico ATG y en su extremo 3’ un triplete de acido nucleico seleccionado de entre TAA, TAG y
TGA.

3. Un vector que comprende una molécula de acido nucleico como se reivindica en la reivindicacién 1 o 2, en el que
la_ molécula de acido nucleico codifica una proteina como se define en la reivindicacién 1b.

4. El vector como se reivindica en la reivindicacion 3, que es un plasmido.

5. Una célula huésped transformada con una molécula de acido nucleico como se reivindica en la reivindicaciéon 1 o
2, un vector como se reivindica en la reivindicacién 3 o un plasmido como se reivindica en la reivindicacién 4 o una
célula huésped que deriva de dicha célula transformada y que comprende una molécula de acido nucleico como se
reivindica en la reivindicacion 1 o 2, o un vector como se reivindica en la reivindicacion 3.

6. La célula huésped como se reivindica en la reivindicacion 5, que es la célula de un microorganismo.
7. La célula huésped como se reivindica en la reivindicacion 6, que es una célula de E. coli.

8. La célula huésped como se reivindica en la reivindicacion 5, que es una célula vegetal, que comprende una
molécula de acido nucleico como se reivindica en la reivindicacion 1 o 2, o un vector como se reivindica en la
reivindicacion 3.

9. Una planta que comprende células vegetales como se reivindica en la reivindicacion 8 que comprenden una
molécula de acido nucleico como se reivindica en la reivindicacion 1 o 2, o un vector como se reivindica en la
reivindicacion 3.

10. La planta como se reivindica en la reivindicacion 9, que es una planta de almacenamiento de azucar o almidon.

11. La planta como se reivindica en la reivindicacion 9 o 10, que es patata, maiz, remolacha azucarera, sorgo
azucarero o cafia de azucar.

12. Un material de propagacion de una planta como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 9-11, que
comprende células vegetales como se reivindica en la reivindicacion 8.

13. Una parte de una planta cosechable obtenida a partir de una planta como se reivindica en cualquiera de las
reivindicaciones 9-11, que comprende células vegetales como se reivindica en la reivindicacion 8.

14. Un procedimiento para generar una planta como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 9-11, que
comprende las etapas siguientes:

a) introducir en una célula vegetal una molécula de acido nucleico exégena como se reivindica en la
reivindicacion 1 o 2 o un vector como se reivindica en la reivindicacién 3 o 4 por transformacion,

b) regenerar una planta a partir de células vegetales obtenidas en la etapa a), y
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c) en caso apropiado, generar mas plantas con ayuda de las plantas obtenidas en la etapa b).
15. Una proteina con la actividad enzimatica de una alternano sacarasa, proteina que esta seleccionada de entre

a) una proteina con una secuencia de aminoacidos que comienza en la regién desde el aminoacido de la
posicion 1 hasta el aminoacido de la posicion 200 de la SEQ ID NO 2 y que termina en la region desde el
aminoacido de la posicion 1295 hasta el aminoacido de la posicion 1345 de la SEQ ID NO 2,

b) una proteina con una secuencia de aminoacidos que tiene al menos el 70 % de identidad con una secuencia
de aminoacidos de la proteina de a), en la que dicha proteina tiene el mismo numero de aminoacidos que la
proteina de a).

16. La proteina como se reivindica en la reivindicacion 15, que tiene una metionina unida a su extremo N.

17. Un procedimiento de produccién de una proteina con la actividad enzimatica de una alternano sacarasa como se
reivindica en la reivindicacién 15 o 16, en el que

1) se transforma una célula huésped con

a) una molécula de acido nucleico cuya secuencia codifica la secuencia de aminoacidos de la proteina como se
reivindica en la reivindicacion 15 o 16, en el que la molécula de acido nucleico se puede obtener a partir de una
molécula de acido nucleico con una secuencia mostrada enla SEQIDNO 10 3,0

b) un vector o plasmido que comprende una molécula de acido nucleico como se describe en a),
2) se cultiva la célula huésped en medio de cultivo y
3) se aisla la proteina a partir de las células cultivadas y/o el medio de cultivo.

18. Un procedimiento de produccién de una proteina con la actividad enzimatica de una alternano sacarasa como se
reivindica en la reivindicacién 15 o 16, en el que

1) se transforma una célula vegetal con

a) una molécula de acido nucleico cuya secuencia codifica la secuencia de aminoacidos de la proteina como se
reivindica en la reivindicacion 15 o 16, en el que la molécula de acido nucleico se puede obtener a partir de una
molécula de acido nucleico con una secuencia mostrada enla SEQIDNO 10 3, 0

b) un vector o plasmido que comprende una molécula de acido nucleico como se describe en a),
2) se regenera una planta a partir de las células vegetales obtenidas en la etapa 1),
3) se expresa la proteina en la planta y posteriormente se extrae y se aisla.

19. Un procedimiento de produccién de alternano con un promedio en peso del peso molecular Pm en el intervalo de
desde 12 000 000 hasta 30 000 000 g/mol, en el que

1) se pone en contacto una solucién que comprende sacarosa con una proteina con la actividad enzimatica de una
alternano sacarasa, y

2) se aisla alternano a partir de la solucion, en el que la proteina es

a) una proteina con una secuencia de aminoacidos que comienza en la regién desde el aminoacido de la
posicion 1 hasta el aminoacido de la posicion 200 de la SEQ ID NO 2 y que termina en la region desde el
aminoacido de la posicidon 1295 hasta el aminoacido de la posicion 1345 de la SEQ ID NO 2,

b) una proteina con una secuencia de aminoacidos que tiene al menos el 70 % de identidad con una secuencia
de aminoacidos de la proteina de a), en la que dicha proteina tiene el mismo numero de aminoacidos que la
proteina de a).

20. El procedimiento como se reivindica en la reivindicacién 19, en el que proteina tiene una metionina unida a su
extremo N.

21. El procedimiento como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 19 o 20, en el que la soluciéon que
comprende sacarosa es una solucidon acuosa con una concentracion en sacarosa de al menos el 15 % en base al
peso de agua.

22. El procedimiento como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 19-21, en el que la etapa 1) del
procedimiento se lleva a cabo a una temperatura de 35-45 °C.

61



ES 2438 001 T3

23. Un procedimiento de produccion de alternano, que comprende las etapas de extraer y aislar el alternano a partir
de una célula vegetal como se reivindica en la reivindicacion 8 de una planta como se reivindica en cualquiera de las
reivindicaciones 9-11, a partir de material de propagacion como se reivindica en la reivindicacion 12 o a partir de
partes de plantas cosechables como se reivindica en la reivindicacion 13.
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Figura 1

A, Actividad alternano sacarasa

B. Cantidad de alternano sacarasa
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