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DESCRIPCION

Células recombinantes productoras de acidos w-aminocarboxilicos, ésteres de acidos w-aminocarboxilicos o sus
lactamas

La presente invencion se refiere a células modificadas por tecnologia genética con respecto a su tipo salvaje, a un
procedimiento para la preparaciéon de acidos w-aminocarboxilicos, ésteres de acidos w-aminocarboxilicos o de
lactamas derivadas de acidos w-aminocarboxilicos, y a un procedimiento para la preparacion de poliamidas basadas
en acidos w-aminocarboxilicos o en lactamas.

Las poliamidas son polimeros cuyas unidades repetitivas (monémeros) poseen como rasgo caracteristico el grupo
amida. La denominaciéon “poliamida” se utiliza habitualmente como denominaciéon para materiales sintéticos
termoplasticos técnicamente utilizables, y con ello delimita esta clase de sustancias de las proteinas quimicamente
emparentadas. Casi todas las poliamidas importantes se derivan de aminas primarias, es decir, en sus unidades
repetitivas se presenta el grupo funcional -CO-NH-. Junto a ellas existen también poliamidas de aminas secundarias
(-CO-NR-, R = radical organico). En calidad de mondémeros para las poliamidas encuentran aplicacion, en particular,
acidos aminocarboxilicos, lactamas y/o diaminas y acidos dicarboxilicos.

Particular importancia se le otorga, en especial, a la preparacion de poliamidas a base de lactamas. Asi, mediante
polimerizacién mediante apertura del anillo de e-caprolactama se obtiene el producto “poliamida 6” técnicamente
utilizado a menudo, mientras que mediante polimerizaciéon por apertura del anillo de laurin-lactama se obtiene la
“poliamida 12" técnicamente asimismo importante. También copolimeros a base de lactamas tales como, por
ejemplo, copolimeros a base de e-caprolactama y laurin-lactama (“poliamida 6/12") son de gran importancia técnica.

La preparacion de e-caprolactama tiene lugar habitualmente mediante reaccion de ciclohexanona con el hidrégeno-
sulfato o el hidrocloruro de la hidroxilamina bajo formacién de ciclohexanonoxima. Esta se transforma en e-
caprolactama mediante la reaccion de transposicion de Beckmann, empleandose a menudo acido sulfarico
concentrado en calidad de catalizador. La preparacion de la ciclohexanona tiene lugar habitualmente mediante
oxidaciéon catalitica de ciclohexano con oxigeno del aire, obteniéndose ciclohexano de nuevo mediante
hidrogenacion de benceno.

Particularmente compleja es la preparacion de laurin-lactama. Esta tiene lugar a gran escala, debido a que
primeramente se trimeriza butadieno bajo formacion de ciclododecatrieno. A continuacion, el ciclododecatrieno se
hidrogena bajo formacién de ciclododecano, y el ciclododecano, asi obtenido, se oxida con formacion de
ciclododecanona. La ciclododecanona obtenida de esta manera se hace reaccionar acto seguido con hidroxilamina
para dar ciclododecanoxima, que luego se transforma en laurin-lactama en una reaccién de transposicion de
Beckmann.

El inconveniente de estos procedimientos conocidos del estado de la técnica para la preparacion de lactamas
mediante transposicion de Beckmann de oximas estriba, entre otros, en que como producto secundario se forman
grandes cantidades de sales tales como, por ejemplo, sulfato de sodio, que deben ser eliminadas. Por lo tanto, en el
estado de la técnica se describen también otros procedimientos para la preparacién de lactamas que no presentan
estos inconvenientes. Asi, el documento EP-A-0 748 797 describe un procedimiento para la preparacion de lactamas
a partir de dinitrilos, en el que el dinitrilo se hidrogena para formar aminonitrilo y el aminonitrilo se hace reaccionar
mediante hidrélisis ciclante para formar lactama. Como catalizador para la hidrdlisis ciclante se dan a conocer
tamices moleculares tales como zeolitas de caracter acido, silicatos y tamices moleculares no zeoliticos, fosfatos de
metales y 6xidos de metales u 6xidos mixtos de metales. Este procedimiento presenta, sin embargo, entre otros, el
inconveniente de que la selectividad de la reaccién del aminonitrilo mediante la hidrdlisis ciclante es mas bien
escasa Yy, por lo tanto, se forman grandes cantidades de productos secundarios. Ademas de ello, en el caso de los
procedimientos para la preparacion de lactamas, descritos de este estado de la técnica, se emplean hidrocarburos
tales como benceno o butadieno que se obtienen mediante craqueo de bencina o petréleo y que, por lo tanto, no se
derivan de materias primas renovables. La preparacion de poliamidas que se basan en lactamas preparadas de este
modo se ha de considerar, por lo tanto, como desventajosa desde un punto de vista ecoldgico.

La presente invencién tenia por mision superar los inconvenientes que resultan del estado de la técnica.

En particular, la presente invencion tenia por mision indicar un procedimiento con el que se puedan formar lactamas,
en particular laurin-lactama, en el menor nimero posible de etapas de procedimiento y bajo formacion de los menos
productos secundarios posibles.
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Ademas, era misiéon de la presente invencion indicar un procedimiento con el que se puedan preparar lactamas, en
particular laurin-lactama a partir de materias primas renovables.

Una contribucién para resolver los problemas precedentemente mencionados la ofrece una célula que ha sido
modificada mediante tecnologia genética con respecto a su tipo salvaje de modo que, en comparacién con su tipo
salvaje, es capaz de producir mas acidos w-aminocarboxilicos, ésteres de acidos w-aminocarboxilicos o mas
lactamas derivadas de acidos w-aminocarboxilicos a partir de acidos carboxilicos o ésteres de acidos carboxilicos,
presentando la célula una actividad, incrementada en comparacion con su tipo salvaje, de las enzimas E; y Ej; o de
las enzimas E;, Eyy Eu:

i) de una enzima E, que cataliza la reaccion de acidos carboxilicos o ésteres de acidos carboxilicos
para dar los correspondientes acidos w-hidroxicarboxilicos o ésteres de acidos w-
hidroxicarboxilicos, elegida del grupo consistente en las alcano monooxigenasas:
alcano monooxigenasa codificada por alkBGT de Pseudomonas putida GPo1 y citocromo-P450-
monooxigenasas de Candida tropicalis;

i) de una enzima E; que cataliza la reaccion de acidos w-hidroxicarboxilicos o ésteres de acidos w-
hidroxicarboxilicos para dar los correspondientes acidos w-oxocarboxilicos o ésteres de acidos w-
oxocarboxilicos, elegida del grupo consistente en las alcoholdeshidrogenasas codificadas por el
gen alkJ;

i) de una enzima Ejy que cataliza la reaccion de acidos w-oxocarboxilicos o ésteres de acidos w-
oxocarboxilicos para dar los correspondientes acidos w-aminocarboxilicos o ésteres de acidos w-
aminocarboxilicos, elegida del grupo de las w-transaminasas.

Una célula de este tipo se puede emplear con el fin de producir acidos w-aminocarboxilicos, ésteres de acidos w-
aminocarboxilicos o bien lactamas derivadas de acidos w-aminocarboxilicos por via fermentativa a partir de acidos
carboxilicos o ésteres de acidos carboxilicos, por ejemplo a partir de acido laurico o ésteres del acido laurico.

La formulacion “que, en comparacién con su tipo salvaje, es capaz de producir mas acidos w-aminocarboxilicos,
ésteres de acidos w-aminocarboxilicos o mas lactamas derivadas de acidos w-aminocarboxilicos a partir de acidos
carboxilicos o ésteres de acidos carboxilicos” se refiere también al caso de que el tipo salvaje de la célula
modificada por tecnologia genética no sea capaz de formar en absoluto acidos w-aminocarboxilicos, ésteres de
acidos w-aminocarboxilicos o lactamas derivadas de acidos w-aminocarboxilicos, pero al menos ninguna cantidad
detectable de estos compuestos, y sélo después de la modificacion por tecnologia genética, se pueden formar
cantidades detectables de estos componentes.

Por un “tipo salvaje” de una célula se designa preferiblemente una célula, cuyo genoma se presenta en un estado
como el que se ha formado de modo natural por la evolucién. La expresion se utiliza tanto para la célula completa
como también para genes individuales. Por lo tanto, bajo la expresion “fipo salvaje” no estan incluidas, en particular,
aquellas células o bien aquellos genes cuyas secuencias génicas han sido modificadas, al menos en parte, por el
hombre mediante procedimientos recombinantes.

En este caso, de acuerdo con la invencion se prefiere que la célula modificada por tecnologia genética sea
modificada por tecnologia genética de manera que en un intervalo de tiempo definido, preferiblemente en el espacio
de 2 horas, todavia mas preferiblemente en el espacio de 8 horas y lo mas preferiblemente en el espacio de 24
horas, forme al menos 2 veces, de manera particularmente preferida al menos 10 veces, mas preferiblemente al
menos 100 veces, aun mas preferiblemente al menos 1.000 veces y lo mas preferiblemente al menos 10.000 veces
mas acidos w-aminocarboxilicos, ésteres de acidos w-aminocarboxilicos o lactamas derivadas de acidos w-
carboxilicos que el tipo salvaje de la célula. El aumento de la formacion de producto puede determinarse en este
caso, por ejemplo, debido a que la célula de acuerdo con la invencion y la célula de tipo salvaje son cultivadas, en
cada caso por separado, bajo las mismas condiciones (misma densidad celular, mismo medio nutricio, mismas
condiciones de cultivo) para un determinado intervalo de tiempo en un medio nutricio adecuado y, a continuacion, se
determina la cantidad de producto diana (acidos w-aminocarboxilicos, ésteres de acidos w-aminocarboxilicos o
lactamas derivadas de acidos w-aminocarboxilicos) en el medio nutricio.

Las células de acuerdo con la invencién pueden ser procariotas o eucariotas. En este caso, se puede tratar de
células de mamiferos (tales como, por ejemplo, células de seres humanos), de células vegetales o de
microorganismos tales como levaduras, hongos o bacterias, siendo particularmente preferidos microorganismos y
siendo las mas preferidas bacterias y levaduras.

Como bacterias, levaduras u hongos son adecuados, en particular, aquellas bacterias, levaduras u hongos tal como
estan depositados en la Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ — Coleccién
Alemana de Microorganismos y Cultivos Celulares), Braunschweig, Alemania, como cepas de bacterias, levaduras u
hongos. Bacterias adecuadas de acuerdo con la invencion pertenecen a los géneros que estan recogidos bajo
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http://www.dsmz.de/species/bacteria.htm

levaduras adecuadas de acuerdo con la invencion pertenecen a aquellos géneros que estan recogidos bajo

http://www.dsmz.de/species/yeasts.htm

y, de acuerdo con la invencion, hongos adecuados son aquellos que estan recogidos bajo

http://www.dsmz.de/species/fungi.htm

Células particularmente preferidas de acuerdo con la invencidon se derivan de células de los géneros
Corynebacterium, Brevibacterium, Bacillus, Lactobacillus, Lactotoccus, Candida, Pichia, Kluveromyces,
Saccharomyces, Escherichia, Zymomonas, Yarrowia, Methylobacterium, Ralstonia, Pseudomonas, Burkholderia y
Clostridium, siendo particularmente preferidas Escherichia coli, Corynebacterium glutamicum y Pseudomonas putida,
y siendo la mas preferida Escherichia coli.

La expresion “actividad incrementada de una enzima”, tal como se utiliza precedentemente en relacién con la
enzima E, y en las explicaciones que siguen mas adelante en relacion con las enzimas Ey, etc., se ha de entender
preferiblemente como actividad intracelular incrementada.

Las explicaciones que siguen ahora para aumentar la actividad enzimatica en células son validas tanto para el
aumento de la actividad de la enzima E; como también para todas las enzimas mencionadas a continuacién, cuya
actividad pueda ser eventualmente incrementada.

Basicamente, un aumento de la actividad enzimatica se puede conseguir aumentando el nimero de copias de la
secuencia génica o bien de las secuencias génicas que codifican la enzima, utilizando un promotor fuerte o
utilizando un gen o alelo que codifica una correspondiente enzima con una actividad incrementada, y eventualmente
combinando estas medidas. Células modificadas por tecnologia genética de acuerdo con la invencion se generan,
por ejemplo, mediante transformacion, transduccién, conjugaciéon o una combinacion de estos métodos con un
vector que contiene el gen deseado, un alelo de este gen o partes del mismo y un vector que posibilita la expresion
del gen. La expresion heteréloga se alcanza en particular mediante la integracion del gen o de los alelos en el
cromosoma de la célula o en un vector que replica fuera del cromosoma.

Una perspectiva sobre las posibilidades para aumentar la actividad enzimatica en células en el ejemplo de la
piruvato-carboxilasa lo proporciona el documento DE-A-100 31 999, que con ello se incorpora como referencia, y
cuyo contenido divulgatorio forma, en relacién con las posibilidades para el aumento de la actividad enzimatica en
células, una parte de la divulgacion de la presente invencion.

La expresion de las enzimas o bien genes mencionados precedentemente y todos los citados mas adelante se
puede detectar con ayuda de una separacion monodimensional y bidimensional en gel de proteinas y subsiguiente
identificacion optica de la concentracién de proteinas con un correspondiente software de evaluacion en el gel.
Cuando el aumento de una actividad enzimatica se basa exclusivamente en un aumento de la expresion del gen
correspondiente, entonces la cuantificaciéon del aumento de la actividad enzimatica puede determinarse de una
manera sencilla mediante una comparacién de las separaciones monodimensionales o bidimensionales de proteinas
entre célula de tipo salvaje y célula modificada por tecnologia genérica. Un método habitual para la preparacion de
los geles de proteinas en bacterias corineformes y para la identificacion de las proteinas es el modo de proceder
descrito por Hermann et al. (Electrophoresis, 22: 1712.23 (2001)). La concentracion de proteinas puede también
analizarse mediante hibridacion mediante transferencia Western con un anticuerpo especifico para la proteina a
detectar (Sambrook et al., Molecular Cloning: a laboratory manual, 22 Ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, N.Y. EE.UU., 1989) y subsiguiente evaluacién optica con el correspondiente software para la
determinacion de la concentracion (Lohaus y Meyer (1989) Biospektrum, 5: 32-39; Lottspeich (1999), Angewandte
Chemie 111: 2630-2647). La actividad de proteinas fijadoras de ADN puede medirse mediante el ensayo de
desplazamiento de banda de ADN (también denominado retardo del gel) (Wilson et al. (2001) Journal of
Bacteriology, 183: 2151-2155). El efecto de proteinas fijadoras de ADN sobre la expresion de otros genes puede
detectarse por diferentes métodos de ensayo del gen informador bien descritos (Sambrook et al., Molecular Cloning:
a laboratory manual, 2% Ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. EE.UU., 1989). Las
actividades enzimaticas intracelulares pueden determinarse segun diferentes métodos descritos (Donahue et al.
(2000) Journal of Bacteriology 182 (19): 5624-5627; Ray et al. (2000) Journal of Bacteriology 182 (8): 2277-2284;
Freedberg et al. (1973) Journal of Bacteriology 115 (3): 816-823). En la medida en que en las siguientes
explicaciones no se indiguen métodos concretos para la determinaciéon de la actividad de una enzima determinada,
la determinacion del aumento de la actividad enzimatica y también la determinacion de la disminucion de una
actividad enzimatica tiene lugar preferiblemente mediante los métodos descritos en Hermann et al., Electophoresis,
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22: 1712-23 (2001), Lohaus et al., Biospektrum 5 32-39 (1998), Lottspeich, Angewandte Chemie 111: 2630-2647
(1999) y Wilson et al., Journal of Bacteriology 183: 2151-2155 (2001).

Si el aumento de la actividad enzimatica se consigue mediante mutacion del gen endégeno, entonces mutaciones de
este tipo pueden generarse de manera no orientada segun métodos clasicos tales como, por ejemplo, mediante
irradiacion UV o mediante productos quimicos desencadenantes de mutaciones, o de forma preestablecida mediante
métodos de tecnologia genética tales como delecion o deleciones, insercion o inserciones y/o intercambio o
intercambios de nucledtidos. Mediante estas mutaciones se obtienen células modificadas por tecnologia genética.
Mutantes de enzimas particularmente preferidos son, en particular, también aquellas enzimas que ya no pueden ser
inhibidas por retroalimentacion o lo son al menos de manera reducida en comparacion con la enzima de tipo salvaje.

Si el aumento de la actividad enzimatica se consigue mediante el aumento de la expresion de una enzima, entonces
se aumenta, por ejemplo, el nimero de copias de los genes correspondientes o se muta la region de promotor y de
regulacion o el lugar de unién al ribosoma que se encuentra aguas arriba del gen estructural. De igual manera
actlan las casetes de expresidon que son incorporadas aguas arriba del gen estructural. Mediante promotores
inducibles es adicionalmente posible aumentar la expresion en cualquier momento arbitrario. Ademas de ello, al gen
de la enzima pueden asociarse como secuencias reguladoras sin embargo también los denominados
“potenciadores” que, a través de una interaccion mejorada entre la ARN-polimerasa y el ADN determinan asimismo
una expresion del gen incrementada. Mediante medidas para la prolongacion de la vida util del ARNm se mejora
asimismo la expresion. Ademas, mediante el impedimento de la degradacion de la proteina enzimatica se refuerza
asimismo la actividad enzimatica. En este caso, los genes o las construcciones de genes se presentan en plasmidos
con un numero de copias diferentes o estan integrados y amplificados en el cromosoma. Alternativamente, se puede
alcanzar, ademas, una sobre-expresion de los genes correspondientes mediante la modificacion de la composicion
de los medios y mediante cultivo. Instrucciones para ello las encuentra el experto en la materia, entre otros, en
Martin et al. (Bio/Technology 5, 137-146 (1987)), en Guerrero et al. (Gene 138, 35-41 (1994)), Tsuchiya y Morinaga
(Bio/Technology 6, 428-430 (1988)), en Eikmanns et al. (Gene 102, 93-98 (1991)), en el documento EP-A-0 472 869,
en el documento US 4.601.893, en Schwarzer y Plhler (Bio/Technology 9, 84-87 (1991), en Reinscheid et al.
(Applied and Environmental Microbiology 60, 126-132 (1994)), en LaBarre et al. (Journal of Bacteriology 175, 1001-
1007 (1993)), en el documento WO-A-96/15246, en Malumbres et al. (Gene 134, 15-24 (1993), en el documento JP-
A-10-229891, en Jensen y Hammer (Biotechnology and Bioengineering 58, 191-195 (1998)) y en libros de texto
conocidos de genética y biologia molecular. Las medidas precedentemente descritas conducen, al igual que las
mutaciones, a células modificadas por tecnologia genética.

Para el aumento de la expresion de los genes respectivos se emplean, por ejemplo, plasmidos episomales. Como
plasmidos se adecuan, en particular, aquellos que se replican en bacterias corineformes. Numerosos vectores de
plasmidos conocidos tales como, por ejemplo, pZ1 (Menkel et al., Applied and Environmental Microbiology 64: 549-
554 (1989)), pEKEx1 (Eikmanns et al., Gene 107: 69-74 (1991)) o pHS2-1 (Sonnen et al., Gene 107: 69-74 (1991))
se basan en los plasmidos cripticos pHM1519, pBL1 o pGA1. De igual manera pueden emplearse otros vectores de
plasmidos tales como aquellos que se basan en pCG4 (documento US 4.489.160) o pNG2 (Serwold-Davis et al.,
FEMS Microbiology Letters 66: 119-124 (1990)) o pAG1 (documento US 5.158.891).

Ademas, también se adecuan aquellos vectores de plasmidos con cuya ayuda se puede aplicar el procedimiento de
la amplificacion del gen mediante integraciéon en el cromosoma, tal como se describid, por ejemplo, por Reinscheid
et al. (Applied and Environmental Microbiology 60: 126-132 (1994)) para la duplicacion o bien amplificacion del
operon hom-thrB. En el caso de este método, todo el gen se clona en un vector de plasmido que puede replicarse en
un huésped (tipicamente Escherichia coli) pero no en Corynebacterium glutamicum. Como vectores entran en
consideracion, por ejemplo, pSUP301 (Simon et al., Bio/Technology 1: 784-791 (1983)), pK18mob o pK19mob
(Schafer et al., Gene 145: 69-73 (1994)), pGEM-T (Promega Corporation, Madison, Wisconsin, EE.UU.), pCR2.1-
TOPO (Shuman, Journal of Biological Chemistry 269: 32678-84 (1994)), pCR®Blunt (Invitrogen, Groningen,
Holanda), pEM1 (Schrumpf et al., Journal of Bacteriology 173: 4510-4516)) oder pBGS8 (Spratt et al., Gene 41: 337-
342 (1986)). El vector de plasmido que contiene el gen a amplificar se transforma, a continuacion, mediante
conjugacion o transformacion, en la cepa deseada de Corynebacterium glutamicum. El método de conjugacion se
describe, por ejemplo, en Schafer et al., Applied and Environmental Microbiology 60: 756-759 (1994). Métodos para
la transformacion estan descritos, por ejemplo, en Thierbach et al., Applied Microbiology and Biotechnology 29: 356-
362 (1988), Dunican y Shivnan, Bio/Technology 7: 1067-1070 (1989) y Tauch et al., FEMS Microbiology Letters 123:
343-347 (1994). Después de recombinacion homologa mediante un evento de “sobre-cruzamiento”, la cepa
resultante contiene al menos dos copias del gen respectivo.

Por la formulacion “una actividad de una enzima Ex incrementada con respecto a su tipo salvaje”, utilizada en las
explicaciones que anteceden y en las que siguen se ha de entender preferiblemente siempre una actividad de la
respectiva enzima Ex incrementada en un factor de al menos 2, de manera particularmente preferida de al menos 10,
mas preferiblemente de al menos 100, aun mas preferiblemente de al menos 1.000 y lo mas preferiblemente de al
menos 10.000. Ademas, la célula de acuerdo con la invencién, que presenta “una actividad de una enzima Ex
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incrementada con respecto a su tipo salvaje”, comprende en particular también una célula cuyo tipo salvaje no
presenta actividad alguna o al menos actividad detectable alguna de esta enzima E y s6lo después de aumentar la
actividad enzimatica, por ejemplo mediante sobre-expresion, muestra una actividad detectable de esta enzima Ex. A
este respecto, el término “sobre-expresion” o la expresién “aumento de la expresién” utilizado en las explicaciones
posteriores, comprende también el caso de que una célula de partida, por ejemplo una célula de tipo salvaje, no
presente expresion alguna o al menos expresion detectable alguna y sélo, mediante procedimientos recombinantes,
se pueda inducir una expresion detectable de la enzima Ex.

Una enzima E, preferida es la alcano monooxigenasa codificada por el gen alkBGT de Pseudomonas putida GPO1.
El aislamiento de la secuencia del gen alkBGT se describe, por ejemplo, por van Beilen et al. en "Functional Analysis
of Alkane Hydroxylases from Gram-Negative and Gram-Positive Bacteria", Journal of Bacteriology, Vol. 184 (6),
paginas 1.733-1.742 (2002). Ademas, en calidad de alcano monooxigenasas pueden emplearse también citrocromo-
P450-monooxigenasas de Candida tropicalis. Las secuencias génicas de citrocromo-P450-monooxigenasas de
Candida tropicalis adecuadas se dan a conocer, por ejemplo, en el documento WO-A-00/20566.

Una enzima E, preferida es, en particular, la alcohol-deshidrogenasa codificada por el gen alk) de Pseudomonas
putida GPo1. Las secuencias génicas de la alcohol deshidrogenasa codificada por el gen alkJ de Pseudomonas
putida GPo1, Alcanivorax borkumensis, Bordetella parapertussis, Bordetella bronchiseptica o de Roseobacter
denitrificans pueden tomarse, por ejemplo, del banco de datos de genes KEGG.

w-transaminasas adecuadas son, por ejemplo, aquellas w-transaminasas que se caracterizan en el documento US-
A-2007/0092957 por los numeros de secuencia 248, 250, 252 y 254. Una enzima Ey, preferida, en particular una w-
transaminasa preferida, es en particular la w-transaminasa de Chromobacterium violaceum DSM30191 (Kaulmann
et al, 2007; “Substrate spectrum of w-transaminase from Chromobacterum violaceum DSM30191 and its potential for
biocatalysis”, Enzyme and Microbial Technology, Vol. 41, paginas 628-637), que es codificada por la secuencia
génica conforme a SEQ.-ID.-NO 01.

Puede ser ventajoso emplear como enzima Ej w-transaminasas que se pueden aislar de vegetales.
Preferiblemente, en este caso se eligen w-transaminasas de vegetales del grupo que contiene Arabidopsis thaliana,
Avena sativa, Beta vulgaris, Glycine max, Hordeum vulgare, Lotus japonicus, Solanum lycopersicum, Manihot
esculenta, Oryza sativa, Traeticum aestivum, Zea mays, Spinacia oleracea, Arum maculatum, Mercurialis perennis y
Urtica dioica, siendo particularmente preferida Arabidopsis thaliana. Como w-transaminasas se adecuan, en
particular, enzimas que son codificadas por acidos nucleicos que presentan una identidad del 90%, preferiblemente
del 95%, de manera particularmente preferida del 99 y de manera muy particularmente preferida del 100% con la
secuencia conforme a SEQ.-ID-NO 39. La “identidad de nucledtidos” con relacién a la SEQ.-ID-NO 39 se determina
en este caso con ayuda de procedimientos conocidos. En general, se utilizan programas de ordenador particulares
con algoritmos teniendo en cuenta los requisitos especiales. Procedimientos preferidos para la determinacion de la
identidad crean primeramente la mayor coincidencia entre las secuencias a comparar. Programas de ordenador para
la determinacion de la identidad comprenden, pero no se limitan al paquete de programas GCG, incluido

- GAP (Deveroy, J. et al., Nucleic Acid Research 12 (1984), pagina 387, Genetics Computer Group University
of Wisconsin, Medicine (Wi), y

- BLASTP, BLASTN y FASTA (Altschul, S. et al., Journal of Molecular Biology 215 (1990), paginas 403-410.
El programa BLAST puede obtenerse de National Center For Biotechnology Informaciéon (NCBI) y de otras fuentes
(manual BLAST, Altschul S. et al., NCBI NLM NIH Bethesda ND 22894; Altschul S. et al., supra).

El algoritmo de Smith-Waterman conocido puede también utilizarse para la determinacion de la identidad de
nucledtidos.

Parametros preferidos para la comparacion de nucleétidos comprenden los siguientes:

- Algoritmo de Needleman y Wunsch, Journal of Molecular Biology 48 (1970), paginas 443-453
- Matriz comparativa

Apareamientos = +10
Desapareamientos = 0
Penalizacién por hueco = 50

Penalizacién por longitud de hueco = 3
El programa GAP es asimismo adecuado para uso con los parametros precedentes. Los parametros precedentes
son los parametros por defecto en la comparacién de secuencias de nucleétidos.

Ademas, son adecuadas enzimas del subgrupo de las B-Ala:piruvato-transaminasas. A ellas pertenecen, p. €j.,
transaminasas de Pseudomonas putida W619 (gi: 119860707, gi: 119855857, gi: 119856278), de Pseudomonas
putida KT2440 (gi: 24984391), de Pseudomonas aeruginosa PAO1 (gi 15595330, gi: 15600506, gi 15595418, gi
9951072); Streptomyces coelicolor A3(2) (gi: 3319731), Streptomyces avermitilis MA 4680 (gi: 29831094, gi:
29829154) y Chromobacterium violaceum ATCC 12472 (gi 34102747). Las secuencias de aminoacidos de las
transaminasas precedentemente mencionadas estan reproducidas en las secuencias SEQ.-ID-NO 19 a SEQ.-ID-NO
30.
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Para el caso de que las células de acuerdo con la invencién deban emplearse con el fin de preparar acidos w-
aminocarboxilicos, ésteres de acidos w-aminocarboxilicos o lactamas basadas en acidos w-aminocarboxilicos
partiendo de ésteres de acidos carboxilicos es, ademas, ventajoso que la célula de acuerdo con la invencion
presente, junto a la actividad incrementada de las enzimas E;, y Ey o E;, Ey y Eu, también una actividad
incrementada de una enzima Ey, la cual cataliza la reaccién de ésteres de acidos w-aminocarboxilicos para dar los
correspondientes acidos w-aminocarboxilicos, en donde en el caso de esta enzima Ey se trata preferiblemente de
una esterasa que es secretada preferiblemente por la célula. La secrecion de la esterasa por parte de la célula tiene
la ventaja de que el enlace éster solo se disocia fuera de la célula. De esta manera se puede asegurar que, como
consecuencia de la mejor permeabilidad de la membrana del éster del acido w-aminocarboxilico en comparacion
con el acido w-aminocarboxilico abandone la célula suficiente producto diana y pueda transferirse al medio nutricio
que rodea a la célula.

Esterasas preferidas de acuerdo con la invencion son, en particular, lipasas, debiéndose mencionar como ejemplo
de una lipasa adecuada la lipasa LipA de Pseudomonas fluorescens HU380 (Cddigo ACC Q76D26, Kojima Shimizu,
"Purification and Characterization of the Lipase from Pseudomonas fluorescens HU380", Journal of Bioscience and
Bioengineering, Volumen 96 (3), paginas 219-226 (2003)). Con el fin de garantizar que las esterasas sean
segregadas, éstas pueden proveerse de correspondientes secuencias sefial de una manera conocida por el experto
en la materia que garantice una secrecion. Por ejemplo, si se sobre-expresa en E. coli la lipasa LipA de
Pseudomonas fluorescens HU380 precedentemente mencionada, entonces la misma puede proveerse
ventajosamente de secuencias sefal de EstA, una esterasa que se presenta de forma natural sobre la superficie de
la célula de Pseudomonas aeruginosa (Becker et al., "A generic system for the Escherichia coli cell-sacrface display
of lipolytic enzymes", FEBS Letters, Vol. 579, paginas 1177-1182 (2005)). Otras enzimas adecuadas son lipasas de
C. antarctica, M. miehei y P. cepacia (Vaysse et al., “Enzyme and Microbial Technology”, Vol. 31, paginas 648-655
(2002)). Alternativamente, el éster del acido w-aminocarboxilico segregado puede disociarse también de forma
convencional con el fin de obtener el acido w-aminocarboxilico, asi, p. ej., mediante saponificacion, es decir,
hidrdlisis del éster del acido w-aminocarboxilico mediante la disolucién acuosa de un hidréxido, p. ej., mediante
hidréxido de sodio.

Ademas, conforme a la invencion, puede manifestarse ventajoso que la célula de acuerdo con la invencion presente,
junto a la actividad incrementada de las enzimas E; y Ey o E,, Ey y Eyu, y, eventualmente también junto a una
actividad incrementada de la enzima Ejy precedentemente mencionada, también una actividad incrementada de una
enzima Ey que cataliza la reaccién de acidos w-aminocarboxilicos para dar las correspondientes lactamas, pudiendo
ser ventajoso aqui también que esta enzima Ey sea secretada por la célula. De este modo puede conseguirse que
los acidos w-aminocarboxilicos formados directamente por la célula o bien el acido w-aminocarboxilico formado sélo
después de la disociacién extracelular de ésteres de acidos w-aminocarboxilicos sea transformado en la
correspondiente lactama, con el fin de facilitar de esta forma eventualmente la purificacion del producto diana.

De acuerdo con otra forma de realizacion particular de la célula de acuerdo con la invencion, ésta presenta, junto a
la actividad incrementada de una o varias de las enzimas E,, E; y Eu, asi como, eventualmente la actividad
incrementada de una enzima Ey y/o Ey, también una actividad incrementada de una enzima Ey, que cataliza la
reaccion de un acido a-cetocarboxilico para dar un aminoacido, tratdndose en el caso de esta enzima Ey
preferiblemente de un aminoacido-deshidrogenasa. Una modificacion de este tipo de la célula tendria la ventaja de
que, en el caso de un empleo de aminoacidos como donantes, el grupo NHz, que es consumido mediante la reaccion
inducida por transaminasa (Eu) de un acido w-oxocarboxilico o de un éster de acido w-oxocarboxilico para dar el
correspondiente acido w-aminocarboxilico, para dar el correspondiente éster de acido w-aminocarboxilico o bien
para dar el correspondiente éster acido w-aminocarboxilico, pudiera ser correspondientemente regenerado. Como
aminoacido-deshidrogenasa se prefiere la alanina-deshidrogenasa de B. subtilis (EC No. 1.4.1.1; Gene ID: 936557)
que es codificada por la secuencia génica conforme a SEQ.-ID-NO 02. Otras aminoacido-deshidrogenasas
adecuadas son serina-deshidrogenasas, aspartato-deshidrogenasas, fenilalanina-deshidrogenasas y glutamato-
deshidrogenasas.

Otra contribucion para la disolucién de las células mencionadas al comienzo la ofrece un procedimiento para la
preparacion de acidos w-aminocarboxilicos, de ésteres de acidos w-aminocarboxilicos o de lactamas derivadas de
acidos w-aminocarboxilicos, que contiene las etapas de procedimiento:

) poner en contacto una célula de acuerdo con la invencién con un medio de cultivo que contiene un acido
carboxilico o un éster de acido carboxilico, o con un medio de cultivo contiguo a una fase organica que
contiene un acido carboxilico o un éster de acido carboxilico bajo condiciones que posibilitan a la célula a
formar, a partir del acido carboxilico o a partir de los ésteres de acido carboxilico, acidos w-
aminocarboxilicos, ésteres de acidos w-aminocarboxilicos o lactamas derivadas de acidos w-
aminocarboxilicos;

1)) eventualmente, aislamiento de los acidos w-aminocarboxilicos, de los ésteres de acidos w-
aminocarboxilicos o de las lactamas derivadas de acidos w- aminocarboxilicos formados.
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En la etapa 1) del procedimiento de acuerdo con la invencion, las células se ponen en contacto primeramente con un
medio de cultivo que contiene un acido carboxilico o un éster de acido carboxilico, o con un medio de cultivo
contiguo a una fase organica que contiene un acido carboxilico o un éster de acido carboxilico, en donde esta
puesta en contacto tiene lugar bajo condiciones que posibilitan a la célula formar a partir del acido carboxilico o a
partir de los ésteres del acido carboxilico, acidos w-aminocarboxilicos, ésteres de acidos w-aminocarboxilicos o
lactamas derivadas de acidos w-aminocarboxilicos.

Las células modificadas por tecnologia genética, de acuerdo con la invencion, pueden ponerse en contacto con el
medio nutricio y, por consiguiente, cultivarse, de forma continua o discontinua, en el procedimiento batch
(procedimiento continuo o discontinuo) o en el procedimiento fed-batch (procedimiento alimentado discontinuo) o en
el procedimiento repeated-fed-batch (procedimiento alimentado discontinuo repetitivo) con el fin de la produccion de
acidos w-aminocarboxilicos o de lactamas derivadas de acidos w-aminocarboxilicos. Es imaginable también un
procedimiento semi-continuo tal como se describe en el documento GB-A-1009370. Una recopilaciéon sobre métodos
de cultivo conocidos se describe en el libro de texto de von Chmiel ("Bioprozesstechnik 1. Einfiihrung in die
Bioverfahrenstechnik" (editorial Gustav Fischer, Stuttgart, 1991)) o en elibro de texto de Storhas ("Bioreaktoren und
periphere Einrichtungen", editorial Vieweg, Braunschweig/Wiesbaden, 1994).

El medio de cultivo a utilizar debe satisfacer de manera adecuada los requisitos de las cepas respectivas.
Descripciones de medios de cultivos de diferentes organismos estan contenidos en el manual “Manual of Methods
for General Bacteriology” de American Society for Bacteriology (Washington, D. C., EE.UU, 1981).

Como fuente de carbono pueden utilizarse, junto a los acidos carboxilicos o ésteres de acidos carboxilicos, hidratos
de carbono tales como, p. €j., glucosa, sacarosa, lactosa, fructosa, maltosa, melaza, almidén y celulosa, aceites y
grasas tales como, p. €j., aceite de soja, aceite de girasol, aceite de cacahuete y grasa de coco, acidos grasos tales
como, p. €j., acido palmitico, acido estearico y acido linoleico, alcoholes tales como, p. €j., glicerol y metanol,
hidrocarburos tales como metano, aminoacidos tales como L-glutamina o L-valina o acidos organicos tales como p.
ej., acido acético. Estas sustancias pueden utilizarse individualmente o en forma de mezcla. Particularmente
preferido es el empleo de hidratos de carbono, en particular de monosacaridos, oligosacaridos o polisacaridos tal
como se describe en el documento US 6.01.494 y US 6.136.576, de azucares Cs o de glicerol.

Como fuente de nitrégeno pueden utilizarse compuestos nitrogenados organicos tales como peptonas, extracto de
levadura, extracto de carne, extracto de malta, agua de fuente del maiz, harina de soja y urea, o compuestos
inorganicos tales como sulfato de amonio, cloruro de amonio, fosfato de amonio, carbonato de amonio y nitrato de
amonio. Las fuentes de nitrdgeno pueden utilizarse individualmente o en forma de mezcla.

Como fuente de fésforo pueden utilizarse acido fosférico, dihidrégeno-fosfato de potasio o hidrogeno-fosfato
dipotasico o las correspondientes sales con contenido en sodio. El medio de cultivo debe contener, ademas, sales
de metales tales como, p. e€j., sulfato de magnesio o sulfato de hierro, que son necesarias para el crecimiento.
Finalmente, pueden emplearse, adicionalmente a las sustancias arriba mencionadas, sustancias de crecimiento
esenciales tales como aminoacidos y vitaminas. Al medio de cultivo pueden afiadirse, ademas, precursores
adecuados. Las sustancias de partida mencionadas pueden agregarse al cultivo en forma de una tanda uUnica o
pueden alimentarse de manera adecuada durante el cultivo.

Para el control del pH del cultivo se emplean de manera adecuada compuestos de caracter basico tales como
hidroxido de sodio, hidroxido de potasio, amoniaco o bien agua amoniacal, o compuestos de caracter acido tales
como acido fosférico o acido sulfurico. Para el control de la formaciéon de espuma pueden emplearse agentes
antiespumantes tales como, p. €j., ésteres poliglicdlicos de acidos grasos. Para mantener la estabilidad de plasmidos
pueden agregarse al medio sustancias de accion selectiva adecuadas tales como, p. €j., antibiéticos. Con el fin de
mantener las condiciones aerobias, se incorporan en el cultivo oxigeno o mezclas gaseosas con contenido en
oxigeno tal como, p. ej., aire. La temperatura del cultivo se encuentra normalmente en 20°C a 45°C, y
preferiblemente en 25°C hasta 40°C.

De acuerdo con una forma de realizacién particularmente preferida del procedimiento de acuerdo con la invencion
para la preparacion de acidos w-aminocarboxilicos, de ésteres de acidos w-aminocarboxilicos o de lactamas
derivadas de acidos w-aminocarboxilicos, en el que como célula de acuerdo con la invencién se emplea una célula
recombinante que se deriva de una célula de E. coli, se emplea como medio nutricio un medio de sales minerales
suplementado con ampicilina, cloranfenicol y canamicina segun Riesenberg et. al., "High cell density fermentation of
recombinant Escherichia coli expressing human interferon alpha 1", Appl Microbiol and Biotechnology, Vol. 34 (1),
paginas 77-82 (1990)).

La puesta en contacto de las células de acuerdo con la invencidon con el medio de cultivo en la etapa |) del
procedimiento tiene lugar preferiblemente bajo condiciones que posibilitan a la célula a formar, a partir del acido
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carboxilico o a partir de ésteres del acido carboxilicos, acidos w-aminocarboxilicos, ésteres de acidos w-
aminocarboxilicos o lactamas derivadas de acidos w-aminocarboxilicos. Como acidos carboxilicos o bien ésteres de
acidos carboxilicos entran en consideracion, en particular, acidos carboxilicos con un nimero de carbonos en el
intervalo de 6 a 20, de manera particularmente preferida de 6 a 15, en particular de 6 a 12, siendo particularmente
preferido acido laurico en calidad de acido carboxilico. Como ésteres de acido carboxilico entran en consideracion,
en particular, los ésteres metilico o etilico de los acidos carboxilicos precedentemente mencionados, siendo
particularmente preferido el éster metilico del acido laurico como éster de acido carboxilico.

En la preparacion de los acidos w-aminocarboxilicos, de los ésteres de acidos w-aminocarboxilicos o de las
lactamas derivadas de acidos w-aminocarboxilicos en la etapa I) del procedimiento son imaginables diferentes
modos de proceder.

De acuerdo con una forma de realizacion del procedimiento de acuerdo con la invencién, las células se cultivan
primeramente, con el fin de la produccién de biomasa, en un medio nutricio que no contiene acidos carboxilicos ni
ésteres de acidos carboxilicos, en particular ninguno de los acidos carboxilicos o ésteres de acidos carboxilicos
preferidos precedentemente mencionados. Sélo después de obtener una determinada biomasa se afiaden entonces
al medio nutricio los acidos carboxilicos o los ésteres de acido carboxilicos o bien las células se ponen en contacto
con un nuevo medio nutricio que contiene los acidos carboxilicos o ésteres de acidos carboxilicos. A este respecto,
es particularmente preferido que el contenido de acidos carboxilicos o bien de ésteres de acidos carboxilicos durante
la formacién de acidos w-aminocarboxilicos, de ésteres de acidos w-aminocarboxilicos o de lactamas derivadas de
acidos w-aminocarboxilicos se encuentre preferiblemente en un intervalo de 1 a 200 g/l, de manera particularmente
preferida en un intervalo de 20 a 200 g/I.

De acuerdo con otra forma de realizacion del procedimiento de acuerdo con la invencion, éste se lleva a cabo en un
sistema bifasico que contiene

A) una fase acuosa, asi como
B) una fase organica,

en donde la formacion de los acidos w-aminocarboxilicos, de los ésteres de acidos w-aminocarboxilicos o de las
lactamas derivadas de acidos w-aminocarboxilicos por parte de las células en la etapa 1) del procedimiento tiene
lugar en la fase acuosa, y los acidos w-aminocarboxilicos formados, los ésteres de acidos w-aminocarboxilicos
formados o las lactamas derivadas de acidos w-aminocarboxilicos formadas se acumulan en la fase organica. De
este modo es posible extraer in situ los acidos w-aminocarboxilicos formados, los ésteres de acidos w-
aminocarboxilicos formados o las lactamas derivadas de acidos w-aminocarboxilicos formadas.

También en el caso de esta forma de realizacién del procedimiento de acuerdo con la invencion puede manifestarse
ventajoso cultivar las células, con la finalidad de la produccidon de biomasa, primeramente en un medio nutricio que
no contenga acidos carboxilicos ni ésteres de acidos carboxilicos, en particular ninguno de los acidos carboxilicos o
ésteres de acidos carboxilicos preferidos, precedentemente mencionados. Sélo después de obtener una
determinada biomasa, se pone en contacto entonces la suspension de células como fase acuosa A) con la fase
organica B), conteniendo en particular la fase B) organica el acido carboxilico o el éster de acido carboxilico
preferiblemente en una cantidad en un intervalo de 1 a 200 g/l, de manera particularmente preferida en un intervalo
de 20 a 200 g/I. Sin embargo, si como acidos carboxilicos o ésteres de acidos carboxilicos se emplean sustratos que
no son téxicos para las células utilizadas tales como, por ejemplo, éster metilico del acido laurico, entonces el
contenido de la fase organica de estos acidos carboxilicos o esteres de acidos carboxilicos también puede ser
significativamente superior. En un caso de este tipo, puede proponerse también emplear como fase organica el
acido carboxilico puro o bien el éster de acido carboxilico puro, por ejemplo éster metilico del acido laurico puro.

Como fase organica pueden emplearse alcanos de longitud de cadena media, preferiblemente aquellos con un valor
logP mayor que 4 (poca formacion de espuma) o compuestos aromaticos o ésteres de compuestos aromaticos
fisicamente similares, pero preferiblemente, tal como se ha expuesto precedentemente, éster del acido laurico, de
manera particularmente preferida éster metilico del acido laurico, BEHP (ftalato de bis(2-etilhexilo)) o ésteres de
acidos grasos de cadena larga (biodiesel).

Ademas, de acuerdo con la invencion, se prefiere que el medio de cultivo empleado en la etapa |) del procedimiento
contenga, al menos durante la fase de la formacion de acidos w-aminocarboxilicos, de ésteres de acidos w-
aminocarboxilicos o de lactamas derivadas de acidos w-aminocarboxilicos, donantes de grupos amino tales como,
p. €j., amoniaco o bien iones amonio o bien aminoacidos, pero en particular alanina o aspartato que actian como
donantes de amina en la reaccion, catalizada por transaminasas, de los acidos w-oxocarboxilicos o de los ésteres
de acidos w-oxocarboxilicos para dar los correspondientes acidos w-aminocarboxilicos o ésteres de acidos w-
aminocarboxilicos.
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En la etapa Il) del procedimiento de acuerdo con la invencion, los acidos w-aminocarboxilicos formados, los ésteres
de acidos w-aminocarboxilicos formados o las lactamas derivadas de acidos w-aminocarboxilicos formadas se
aislan eventualmente, prefiriéndose que este aislamiento tenga lugar a través de un procedimiento de purificacion de
al menos dos etapas, que comprende

a) una etapa de extraccion, en la que se extraen del medio de cultivo los acidos w-aminocarboxilicos, los
ésteres de acidos w-aminocarboxilicos o las lactamas derivadas de acidos w-aminocarboxilicos, asi como
b) una etapa de purificacion fina, en la que el extracto obtenido en la etapa a) del procedimiento se purifica

adicionalmente a través de procedimientos de destilacion o de una cristalizacién selectiva, obteniéndose
una fase de acido w-aminocarboxilico, una fase de éster de acido w-aminocarboxilico o una fase de
lactama con una pureza de al menos 99,8%.

La extraccion en la etapa a) del procedimiento puede estar realizada, en particular, como la denominada extraccion
“in situ”, en la que las etapas |) y Il) del procedimiento de acuerdo con la invencion para la preparacion de acidos w-
aminocarboxilicos, de ésteres de acidos w-aminocarboxilicos o de lactamas derivadas de acidos w-
aminocarboxilicos se llevan a cabo al mismo tiempo. Esta extraccion “in situ” ya se describié precedentemente.

La purificacion fina en la etapa Il) del procedimiento puede tener lugar, por ejemplo, a través de una destilacion o
cristalizacion.

En una forma de realizacion particular del procedimiento de acuerdo con la invencion para la preparaciéon de acidos
w-aminocarboxilicos, de ésteres de acidos w-aminocarboxilicos o de lactamas derivadas de acidos w-
aminocarboxilicos, los ésteres de acidos w-aminocarboxilicos formados en la etapa I) del procedimiento se hacen
reaccionar, en una etapa del procedimiento adicional, con procedimientos quimicos convencionales para formar
acidos w-aminocarboxilicos; un procedimiento quimico convencional lo representa la saponificacion, en la que el
éster de acido w-aminocarboxilico se hace reaccionar con una disoluciéon acuosa de una base, preferiblemente de
un hidréxido, preferiblemente hidréxido de sodio, para dar el acido w-aminocarboxilico.

Preferiblemente, este procedimiento se emplea para la preparacion de acido w-aminolaurico a partir de ésteres del
acido laurico, preferiblemente el éster metilico del acido laurico.

Una contribucion para la solucién de los problemas mencionados al comienzo la ofrece también un procedimiento
para la preparacion de poliamidas basadas en acidos w-aminocarboxilicos, que comprende las etapas de
procedimiento:

(a1) preparacion de acidos w-aminocarboxilicos mediante uno de los procedimientos precedentemente descritos
para la preparaciéon de acidos w-aminocarboxilicos, en particular mediante los procedimientos
precedentemente descritos para la preparacion de acido w-aminolaurico a partir de acido laurico o ésteres
del acido laurico;

(a2) polimerizacion del acido w-aminocarboxilico, obteniéndose una poliamida.

En la etapa (a2) del procedimiento de acuerdo con la invencién para la preparacion de poliamidas basadas en
acidos w-aminocarboxilicos, los acidos w-aminocarboxilicos obtenidos en la etapa (a1) del procedimiento, en
particular los acidos w-aminolauricos obtenidos en la etapa (a1) del procedimiento se hacen reaccionar en una
polimerizacién para formar una poliamida, pudiendo emplearse eventualmente también mezclas de diferentes acidos
w-aminocarboxilicos, de los que al menos uno de los acidos w-aminocarboxilicos, pero eventualmente también
todos los acidos w-aminocarboxilicos fueron preparados mediante el procedimiento de acuerdo con la invencién
para la preparacién de acidos w-aminocarboxilicos.

La preparacion de las poliamidas a partir de los acidos w-aminocarboxilicos puede tener lugar mediante
procedimientos en si conocidos tal como se describen, por ejemplo, en L. Notarbartolo, Ind. Plast. Mod. 10(1958)2,
pag. 44, documentos JP 01-074224, JP 01-051433, JP63286428, JP5808324 o JP60179425.

Una contribucion para la solucién de los problemas mencionados al comienzo la ofrece también un procedimiento
para la preparacién de poliamidas basadas en lactamas, que comprende las etapas de procedimiento:

(B1) preparacion de lactamas mediante el procedimiento precedentemente descrito para la preparacion de
lactamas derivadas de acidos w-aminocarboxilicos, en particular mediante el procedimiento
precedentemente descrito para la preparacion de laurin-lactama a partir de acido laurico o ésteres del acido
laurico;

(B2) polimerizacién con apertura del anillo o policondensacion de la laurin-lactama, obteniéndose una
poliamida.
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En la etapa (B2) del procedimiento de acuerdo con la invencién para la preparacion de poliamidas basadas en
lactamas, las lactamas obtenidas en la etapa ($1) del procedimiento, en particular la laurin-lactama obtenida en la
etapa (1) del procedimiento, se hacen reaccionar, en una polimerizacién con apertura del anillo o mediante
policondensacioén, para formar una poliamida, pudiendo emplearse eventualmente también mezclas de diferentes
lactamas, por ejemplo mezclas de laurin-lactama y e-caprolactama, de las que al menos una de las lactamas, pero
eventualmente también todas las lactamas fueron preparadas mediante el procedimiento de acuerdo con la
invencioén para la preparacion de lactamas derivadas de acidos w-aminocarboxilicos.

La preparacion de las poliamidas a partir de las lactamas puede tener lugar mediante procedimientos en si
conocidos tal como se describen, por ejemplo, en los documentos DE-A-14 95 198, DE-A-25 58 480, EP-A-0 129
196, o bien en “Polymerization Processes”, Interscience, Nueva York, 1977, paginas 424-467, particularmente en las
paginas 444-446.

La invencion se explica ahora con mayor detalle con ayuda de Figuras y Ejemplos no limitantes.

La Figura 1 muestra la representacion esquematica de un plasmido recombinante para la integracion cromosémica
de los genes alk en Escherichia coli (tnp: gen transposasa; bla: gen de resistencia a ampicilina, oriT RP4: region de
movilizacién; | y O marcan las “repeticiones invertidas” del mini-transposén Tn5).

La Figura 2 muestra la representacion esquematica de un plasmido recombinante para la expresion de la
transaminasa y de la alanina-deshidrogenasa bajo el control de un promotor inducible por arabinosa (bla: gen de
resistencia a ampicilina; CV2025: gen para w-transaminasa de Chromobacterium violaceum, ald: gen para alanina-
deshidrogenasa de B. subtilis, araC: regulador de la transcripcion).

La Figura 3 muestra la representacion esquematica de un plasmido recombinante para la expresion de LipA en E.
coliy la preparacion de la enzima sobre la superficie de la célula (colE1, ColE1: origen de la replicacion; estA*, estA:
gen con intercambio de aminoacidos alanina por serina (codén n® 38), cat: gen de resistencia a cloranfenicol; phoA:
segmento de gen que codifica la secuencia conductora de la fosfatasa alcalina).

La Figura 4 muestra la determinacion de la actividad de transaminasa de C. violaceum a partir del ensayo con
enzimas. La determinacion de la actividad se llevo a cabo en determinacion doble (activo 1, activo 2) en el fotometro.
Como controles negativos se utilizd una tanda sin el co-sustrato L-alanina (0.Cos), una tanda con enzima activada
por calor (inactiva) y una tanda del cultivo de expresion de E. coli con vector vacio (vector vacio), purificada
analogamente a omega-TA.

La Figura 5 muestra los cromatogramas del sustrato éster metilico del acido 12-aminolaurico al comienzo de la
medicion de referencia (arriba) y después de 2 h de incubacion con la transaminasa purificada (abajo).

La Figura 6 muestra los cromatogramas del sustrato éster metilico del acido 12-aminolaurico después de 24 h
(arriba) del ensayo con enzimas y después de la ampliacion del sustrato (control, abajo).

La Figura 7 muestra 6 cromatogramas del sustrato éster metilico del acido 12-aminolaurico después de activacion
por calor de la enzima (arriba) y después de 0 h (abajo).

La Figura 8 muestra el plasmido de partida pGEc47 que se empleé como molde para la amplificacion de alkBGTS.
La Figura 9 muestra los cebadores empleados y los productos de la PCR resultante de ello alkBFG y alkT.

La Figura 10 muestra el vector recombinante pBT10 que se empled para la sintesis de éster metilico del acido
hidroxilaurico y éster metilico del acido oxolaurico.

La Figura 11 muestra un cromatograma por CG del patron éster metilico del acido 12-oxo-laurico.
La Figura 12 muestra un cromatograma por CG del patron de éster metilico del acido 12-hidroxi-laurico.

La Figura 13 muestra un cromatograma de la fase organica de una biotransformacién de célula en reposo en un bio-
reactor de éster metilico de acido laurico, instante 0 min.

La Figura 14 muestra un cromatograma de la fase organica de una biotransformacién de célula en reposo en un bio-
reactor de éster metilico de acido laurico, instante 150 min.
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La Figura 15 muestra el vector de expresion pGJ3130 con AT3G22200.

La Figura 16 muestra la deteccion de la actividad enzimatica a través del ensayo con enzimas acoplado (inactivo,
proteina inactivada por calor; 0.Cos, sin adicion de alanina; akt, la enzima purificada activa).

La Figura 17 muestra la deteccion de la proteina expresada de forma heteréloga AT3G22200 a través de HPLC.
Arriba: producto después de incubacién durante 20 min a 10,8 min; abajo: sustancia de referencia a 10,8 min.

La Figura 18 muestra el mapa de plasmidos de los vectores de expresion pET-21a(+) con el gen transaminasa ppta5
(pPPTAS5).

La Figura 19 muestra el mapa de plasmidos de los vectores de expresion pET-21a(+) con el gen transaminasa psta
(pPSTA).

La Figura 20 muestra la aminacion de éster metilico del acido 12-oxolaurico 5 mM con las transaminasas PPTAS.
Para la evaluacion se sumaron las superficies pico de éster metilico del acido 12-oxo- y 12-amino-laurico a partir de
los cromatogramas obtenidos de la extraccion neutra y acida y se calculé la proporcion porcentual de educto o bien
de producto.

La Figura 21 muestra la aminacion de éster metilico del acido 12-oxolaurico 5 mM con las transaminasas PSTA.
Para la evaluacion se sumaron las superficies pico de éster metilico del acido 12-oxo- y 12-amino-laurico a partir de
los cromatogramas obtenidos de la extraccion neutra y acida y se calculé la proporcion porcentual de educto o bien
de producto.
EJEMPLOS

A. Reaccién de acido laurico o bien éster metilico del acido laurico para formar laurin-lactama

Para la reaccion del acido laurico o bien del éster metilico del acido laurico para dar laurin-lactama, E. coli se
complementa con las enzimas necesarias monooxigenasa, alcohol-deshidrogenasa, w-transaminasa, alanina-
deshidrogenasa y una lipasa. Las enzimas se sobre-expresan en E. coli, siendo el nivel de expresion de las distintas
enzimas funcion de la cinética de las reacciones individuales y debiendo adaptarse dptimamente entre si. El ajuste
del nivel de expresion tiene lugar mediante la adicion de la correspondiente cantidad de inductor. La expresion de la
monooxigenasa y de la alcohol-deshidrogenasa es inducida con n-octano, la transaminasa y la alanina-
deshidrogenasa son inducidas con arabinosa y la lipasa con IPTG.

A1l. Clonacion de las distintas enzimas

Hidroxilacion y formacién de aldehido

Para la hidroxilacion del acido laurico o bien del éster metilico del acido laurico se utiliza el sistema de
alcanohidroxilasa alkBGT de Pseudomonas putida GPo1. La segunda etapa para formar el aldehido es
catalizada mediante la alcohol-deshidrogenasa alkJ.

Los genes alkBGJT necesarios para estas reacciones se integran en E. coli mediante insercion en mini-
transposon Tn5, cromosdémicamente en el genoma de E. coli (de Lorenzo et al., J. Bacteriol., Vol. 172
(11), paginas 6568-6572 y 6557-6567 (1990); Panke et al., Appl and Environm. Microbiol., paginas 5619-
5623 (1999). En este caso, los genes han de ser expresados bajo el control del promotor alkB y del
regulador positivo alkS. La transferencia de la construccion Tn5-alkBGFJST al organismo diana de E. coli
tiene lugar con ayuda del plasmido movilizable pUT-Km (Panke et al., 1999, véase arriba).

El locus alkSt con el regulador alkS relevante para la expresion esta organizado fuera del operon
alkBGFHJKL y esta dispuesto en el genoma de Pseudomonas putida en direccion opuesta. La disposicion
de los genes se conserva durante la clonacion en el plasmido portador del transposén. Los fragmentos
alkST y alkBFGJ son integrados consecutivamente en el plasmido.

Los genes alkB (SEQ.-ID-NO 03), alkG (SEQ.-ID-NO 04) y alkJ (SEQ.-ID-NO 05) a clonar estan
organizados en P. putida ciertamente conjuntamente en el  operén alkBFGHJKL, pero son separados por
el gen alkH que codifica una aldehido-deshidrogenasa. Esta enzima degradaria de nuevo el producto diana
pretendido, el aldehido del acido laurico, y, por lo tanto, debe ser excluido de la clonaciéon de los genes
alkBGJ.
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Para simplificar la clonacion de alkB y alkG, el gen alkF situado entremedias se amplifica y clona
conjuntamente con alkB 'y alkG. AIkF carece de importancia para la reaccion a catalizar. Los genes alkBFG
y alkJ se amplifican en dos tandas de PCR separadas y se fusionan entre si a través de SOE-PCR (Horton
et al., Gene, Vol. 77, paginas 61-68 (1989)). Como ADN diana sirve el plasmido OCT de Pseudomonas
putida GPo1.

Amplificacién por PCR del fragmento alkST = 4077 pb (SEQ.-ID-NO 06 (alkS) y SEQ.-ID-NO 07 (alkT)) en
el lugar de corte Notl aguas arriba de alkT:

5" ACGTAGCGGCCGCCTAATCAGGTAATTTTATAC

El fragmento de PCR es clonado en el vector pUT-Km portador del transposoén. Para ello, el vector se corta
dentro de Tn5 con Notl y se liga mediante ligamiento en los extremos romos con el fragmento alkST. El
plasmido recombinante tiene la denominacién pUT-Km-alkST.

A2 Estrategia de clonacién:
Cebador
alkT-directo-Notl (SEQ.-ID-NO 08)
alkS-inverso (SEQ.-ID-NO 09)
5' GAGCGAGCTATCTGGT
A3.

Sintesis de la construccién alkBFGJ con la técnica SOE-PCR:

Sintesis del fragmento 1: alkBFG + promotor aguas arriba de alkB y lugar de corte Notl en el extremo 5’
(tamafio de producto: 1409 pb):

Cebador

alkBF G-directo-Notl (SEQ.-ID.-NO 10)

5' TCGTAGCGGCCGCCCAGCAGACGACGGAGCAA
alkBF G-inverso-SOE (SEQ.-ID-NO 11)

5 ATTTTATCTTCTCGAGGCTTTTCCTCGTAGAGCACAT

Sintesis del fragmento 3, alkJ con extremo complementario a alkG en el extremo 5’ y lugar de corte Notl en
el extremo 3’ (tamafo de producto: 1723 pb):

Cebador

alkJ-directo-SOE (SEQ.-ID-NO 12)

5' TGCTCTAACGAGGAAAAGCCTCGAGAAGATAAAATGTA
alkJ-inverso-Notl (SEQ.-ID-NO 13)

5' ATTGACGCGGCCGCTTACATGCAGACAGCTATCA

Los dos fragmentos individuales se fusionan entre si a través de SOE-PCR. (Se requieren 3 reacciones
PCR separadas). El plasmido pUT-Km-alkST recombinante y la construccion alkBFGJ se cortan con Notl y
se ligan. El nuevo plasmido pUT-Km-alkBGIST recombinante (véase la Figura 1) se transforma en E coli
HB101 y se transfiere a través de transferencia de plasmido conjugativa a E. coli JM101.
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Aminacion y regeneracion del donante de amino

AS.

Para la aminacion para dar éster del acido w-aminolaurico y la regeneracion del donante de amino, la cepa
JM101 de E. coli portadora de Tn5:alkBGJST es transformada adicionalmente con el plasmido
recombinante pBAD-CV2025-ald. Este plasmido se basa en el vector pBAD30 (Guzman et al., "Tight
Regulation, Modulation, and High-Level Expression by Vectors Containing the Arabinose Pgap Promotor", J.
Bacteriol, Vol. 177 (14), paginas 4121-4130 (1995)). pBAD-CV2025-ald porta el gen para la transaminasa
CV2025 de Chromobacterium violaceum DSM30191 (SEQ.-ID-NO 01; Kaulmann et al., Enzyme and
Microbial Technology Vol. 41, paginas 628-637 (2007) y el gen ald que codifica una alanina-deshidrogenasa
de Bacillus subtilis subsp. Subtilis (SEQ.-ID-NO 02; NP_391071). Los genes se encuentran bajo el control
de un promotor inducible por arabinosa.

Estrategia de clonacién

AG.

Amplificacion por PCR del gen transaminasa con ADN cromosémico de Chromobacterium violaceum
DSM30191 (tamafio del producto: 1415 pb):

Cebador

CV2025-directo-Sacll (SEQ.-ID-NO 14)

5' CGAGGAGCTCAGGAGGATCCAAGCATGCAGAAGCAACGTACG
CV2025-inverso-Kpnl (SEQ.-ID-NO 15)

5' GTCATGTACCCCTAAGCCAGCCCGCGCGCCT

Para la clonacion en el vector pBAD30, el cebador directo contiene, junto al lugar de corte Xbal, un sitio de
union al ribosoma. El ligamiento en el vector pBAD30 tiene lugar a través de los sitios de corte Sacl y Kpnl.
El vector recombinante tiene la denominacion pBAD-CV2025.

Amplificacion por PCR del gen alanina-deshidrogenasa ald con ADN cromosémico de B.subtilis subsp.
Subtilis (NP_391071) (tamafio del producto: 1171 pb).

Cebador

AlaDH-directo-Xbal (SEQ.-ID-NO 16)

5' ACCTATCTAGAAGGAGGACGCATATGATCATAGGGGTTCCT
AlaDH-inverso-Pstl (SEQ.-ID-NO 17)

5' AACCTCTGCAGTTAAGCACCCGCCAC

Para la clonacion en el vector pBAD-CV2025 recombinante, el cebador directo contiene, junto al sitio de
corte Xbal, un lugar de unién a ribosomas. La clonacién en el vector tiene lugar a través de los lugares de
corte Xbal y Pstl. El plasmido resultante tiene la denominacion pBAD-CV2025-ald (véase la Figura 2).

Clonacion alternativa del gen omega-transaminasa de Chromobacterium violaceum DSM 30191 para la

expresion optimizada en codones en E. coli

El gen que codifica la omega-transaminasa de sintetizé en la razén social Geneart optimizado en el uso de
codones para E. coli (SEQ.-ID-NO 42) y se clond en el vector pGA15 (Geneart). En este caso, durante la
sintesis del gen se incorporaron de manera flanqueante los lugares de corte Sacl y Kpnl y, después de la
digestion con Sacl y Kpnl, se cloné en el vector pGA15 previamente linearizado con Sacl y Kpnl. El vector
resultante se digirié con las endonucleasas de restriccion Sacl y Kpnl, el fragmento (transaminasa) se
purificd y se ligd en el vector de expresion paCYCDuet-1 (Novagen). Mediante el analisis de restriccion se
examinaron los plasmidos correctos. El vector resultante se denomina paCYCDuet-1::omega transaminasa.
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A7 Purificacion de proteina expresada de forma heterdloga a través de la etiqueta 6xHis
Después de la transformacion del vector (paCYCDuet-1::omega transaminasa) en E. coli XL1blue, la cepa
transformada se cultivd medio YT doble (dYT) con el antibiético ampicilina (100 ug/ml) a 28°C hasta una
densidad de DO600 nm = 0,3-0,4. La expresion tiene lugar bajo el control del promotor Pisc ¥ es inducida
con IPTG (concentracion final 1 mM). Lisis del cultivo de expresion en bacterias: 50 ml de cultivo se
separaron por centrifugacion a 2360 x g, y a continuacion se resuspendieron en 5 ml de tampén fosfato de
Na (pH 8) con EDTA 5 mM, NaCl 300 mM y 1 mg/ml de lisozima y se incubaron durante 1ha  TA. El
lisado se centrifugd a 2360 x g durante 10 min y el sobrenadante se purificé a través de una columna
empaquetada Protino Ni-TED 2000 (de acuerdo con los datos del fabricante; Macherey-Nagel, Duren). La
concentracion de proteinas se determiné mediante Bradford.
A8. Deteccion de la actividad enzimatica a través de un ensayo acoplado
La actividad se determiné en un ensayo acoplado, en el que como producto secundario se continta
haciendo reaccionar en una segunda etapa el piruvato que resulta de la reaccion de transaminasa,
oxidandose NADH en NAD+. La disminucion de la concentracion en NADH (principio: medicion de la
disminucion de la extincion) se mide en el fotdmetro a 340 nm y sirve como medida de la actividad.
Tanda
50 mM Fosfato de Na pH 7,5
50 mM L-alanina
100 uM Fosfato de piridoxal
250 ug Ester metilico del 4cido 12-oxododecanoico
1,25 mM NADH
10U Lactato deshidrogenasa
10 pg Proteina expresada de forma heterdloga
con HaOpidest completar hasta 1 ml
El ensayo se inicié6 mediante la adicién de 5 yl de 12-ODME (50 mg/ml). La medicién tiene lugar de forma
continua cada minuto a 340 nm a TA hasta como max. 20 minutos. Para el control se utilizé proteina
inactivada y una tanda sin sustrato de Co. En la Figura 4 pudo vigilarse fotométricamente la variacion de la
extincion.
A9. Deteccion de la proteina expresada de forma heteréloga a través de HPLC

Tanda
50 mM Fosfato de Na pH 7,5
50 mM L-alanina
100 uM Fosfato de piridoxal
250 ug Ester metilico del acido 12-oxododecanoico
50 ug Proteina expresada de forma heterdloga
con HzOpidest completar hasta 500 pl

Después de incubacion durante 4 h a TA, la reaccién se detuvo con 1 vol. de MeOH. Para la analitica por
HPLC, la tanda se derivatizd con o-ftaldialdehido (oPA) y de ello se analizaron 250 pl. Como eluyente A se
utilizé NaAC 50 mM pH 4: acetonitrilo 4:1 (v:v).

El eluyente B era acetonitrilo con 5% de NaAC 50 mM pH 4. El gradiente discurria de 30% de B a 60% de B
en 4 min, de 60% de B a 100% de B en 2 min. El caudal ascendi6 a 1,2 ml/min.

La separacion tuvo lugar a través de una columna Agilent Zorbax RP18 (Agilent Technologies, EE.UU.), la
temperatura de la columna ascendié a 40°C.
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Las Figuras 5 y 6 muestran el patron, asi como la disminucion del éster metilico del acido 12-oxolaurico.
Como control negativo sirve enzima inactivada por calor (Figura 7).

A.6 Disociacion del éster
Para la disociacion del éster metilico del acido w-aminolaurico en acido w-aminolaurico se emplea la lipasa
LipA (Q76D26) de Pseudomonas fluorescens (Kojima y Shimizu, J. of Bioscience and Bioengin., Vol. 96 (3),
paginas 219-226 (2003)). El gen se amplifica con los cebadores LipA-Sfil-up y LipA-Sfil-down con ADN
cromosomico de Pseudomonas fluorescens y se clona en el vector pEST100 a través de los lugares de
corte Sfil. El plasmido recombinante se denomina pEST-/ipA (véase la Figura 3).
Mediante la clonacion, lipA (SEQ.-ID-NO 18) se fusiona a la secuencia sefial de la fosfatasa alcalina phoA 'y
los dominios autotransportadores de EstA, una esterasa de P. aeruginosa, de modo que la lipasa es
transferida a través de la membrana del citoplasma y se representa sobre la superficie celular de E. coli.
Para el modo de proceder, véase Becker et al, "A generic system for the Escherichia coli cell-surface
display of lipolytic enzymes", FEBS Letters Vol. 579, paginas 1177-1182 (2005). La expresion tiene lugar a
través del control del promotor P, y es inducida con IPTG (concentracién final 1 mM) (tamafio del producto:
1894 pb).
Cebador
Cebador lipA-Sfi-up (SEQ.-ID-NO 19)
5' AACAA.AAGGGCCGCAATGGCCATGGGTGTGTATGACTAC
Cebador lipA-Sfi-down (SEQ.-ID-NO 20)
5' TACAGGGGCCACCACGGCCTCAGGCGATCACAATTCC

B. Sintesis de éster metilico del acido 12-hidroxilaurico y éster metilico del acido 12-oxolaurico partiendo de
éster metilico del acido laurico con el sistema de alcanohidroxilasa alkBGT de Pseudomonas putida GPo1

B1. Construccién de los vectores de expresion alkBGT
Partiendo de pCOM
Partiendo de los sistemas pCOM (Smits et al., 2001 Plasmid 64: 16-24) se prepard la construccion pBT10
(Figura 10, SEQ.-ID-NO 31) que contiene los tres componentes necesarios para la oxidacion en aldehido,
alcano-hidroxilasa (AIkB), rubredoxina (AIkG) y rubredoxina-reductasa (AIkT) de Pseudomonas putida.
Para la expresion de los tres genes, la secuencia génica alkBFG se puso bajo el control del promotor alkB y
el gen alkT bajo la del promotor alkS.

B2. Estrategia de clonacion:

Para simplificar la clonacion de alkB y alkG, el gen alkF situado entremedias  se amplificé conjuntamente
con alkB y alkG y se clond. AIkF carece de importancia para la reaccion a catalizar.

Amplificacion por PCR del fragmento alkBFG = 2524 pb (véase SEQ.-ID-NO 03 (alkB) y SEQ.-ID-NO 04
(alkG)) con el lugar de corte Ndel aguas arriba de alkB y el lugar de corte Sall aguas abajo de alkG:

Cebador: alkBFG directo (SEQ.-ID-NO 32)
AAGGGAATTCCATATGCTTGAGAAACACAGAGTTC
Cebador: alkBFG inverso (SEQ.-ID-NO 33)

AAAATTCGCGTCGACAAGCGCTGAATGGGTATCGG
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Amplificacion por PCR del fragmento alkT (2958 pb) (véase la Seq.ID-NO 07 (alkT))
Cebador alkT directo (SEQ.-ID-NO 34)

TGAGACAGTGGCTGTTAGAG

Cebador alkT inverso (SEQ.-ID-NO 35)
TAATAACCGCTCGAGAACGCTTACCGCCAACACAG

La amplificacion de los fragmentos alkBFG y alkT tuvo lugar mediante PCR. Como molde se emple6 el
plasmido pGEc47 (Figura 12) (Eggink et al. (1987) J. Biol. Chem. 262, 17712-17718).

La clonacion se llevé a cabo mediante el vector de subclonacion pSMART® HCKan (Lucigen Corporation).
Esta etapa adicional era necesaria, ya que una clonacion directa no condujo a éxito alguno. Para el ello, el
vector pPSMART® HCKan (Lucigen) adquirible en el comercio y ya linearizado y provisto de extremos romos
se ligd con el producto de PCR de extremos romos respectivo (Figura 9).

A continuacion, el fragmento alkBFG se cortd con las enzimas de restriccion Ndel y Sall y el fragmento alkT
se separd por corte de los vectores de subclonaciéon con las enzimas de restriccion Pacl y Xhol. Los
fragmentos se separaron en gel de agarosa (al 1%), se separaron por corte del gel y se aislaron mediante el
kit de extraccion del gel. Los fragmentos se ligaron sucesivamente en el vector pCOM10 (Smits, T. H. M.,
Seeger, M. A., Witholt, B y van Beilen, J. B. (2001) Plasmid 46, 16-24). En la primera etapa, alkBFG se
incorpor6 en el pCOM10 a través de los lugares de corte Ndel y Sall, y en una segunda etapa, alkT se
clono entonces a través de los lugares de corte Pacl y Xhol.

El plasmido recombinante se transformd primeramente en E. coli DH5a. Los clones portadores de
plasmidos se seleccionaron en medio LB con contenido en canamicina. El plasmido resultante de ello se
control6 a través de andlisis de restriccion y secuenciacion. Se denomina pBT10 (Figura 10).

Biotransformacién en el bio-reactor del éster metilico del acido laurico para dar éster metilico del acido

hidroxildurico y éster metilico del acido 12-oxolaurico

Para la biotransformacion, el plasmido pBT10 se transformé mediante choque de calor a 42°C durante 2
min en la cepa de E. coli W3110 quimicamente competente. Para la sintesis de éster metilico del acido
hidroxilaurico y éster metilico del acido 12-oxolaurico, E coli W3110-pBT10 se cultivé durante una noche a
30°C y 180 rpm en medio M9 y se recolect6. La biomasa se recogié en medio M9 con glucosa al 0,5%
hasta una DO450 = 0,2. La expresion se indujo con un tiempo de crecimiento de 4 h con diciclopropilcetona
y se incubd durante otras 4 horas. Las células se separaron de nuevo por centrifugacion, el sedimento de
células se resuspendié en tampon KPi (50 mM, pH 7,4) y se afiadid a un bio-reactor. Se ajustd una
concentracion de biomasa de aproximadamente 1,8 g de CDW/L. Bajo intensa agitacion (1500 min™) se
afadio el sustrato éster metilico del acido laurico en la relacion 1:3 a la suspension de células (100 ml de
suspension de células, 50 ml de éster metilico del acido laurico). La temperatura se mantuvo constante a
30°C. La formacion de los productos éster metilico del acido hidroxilaurico y éster metilico del acido 12-
oxolaurico se detecté mediante analisis por CG de la tanda de reaccién. Para ello, después de 0 min como
control negativo (Figura 13) y después de 150 min (Figura 14) se tom6 una muestra de la fase organica de
la tanda de reaccion y se analizé mediante CG (Thermo Trace GC Ultra). Como columna servia una
FactorFourTM VF-5m de Varian Inc., longitud: 30 m, grosor de la pelicula: 0,25 ym, diametro interno: 0,25
mm.

Condiciones de analisis:

Temperatura del horno 80 —280°C

Rampa 15°C/min

Relacion de disociacion 15

Volumen de inyeccion 1ul

Flujo de soporte 1,5 ml/min

Inyector PTV 80 —280°C a 15°C/s
Temperatura base del detector 320°C

La deteccion de éster metilico del acido 12-oxolaurico (Figura 11) y éster metilico del acido 12-hidroxilaurico
(Figura 12) se muestra mediante la inyeccién de las sustancias puras.
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Reaccion de éster metilico del acido 12-oxoldurico para dar éster metilico del acido 12-aminolaurico

C1.

Aislamiento y expresion de una aminotransferasa de Arabidopsis thaliana

Se analizé una aminotransferasa conocida de Arabidopsis thaliana. En este caso, sorprendentemente, la 4-
aminobutirato-transaminasa (at3g22200, SEQ.-ID-NO 38) mostraba una actividad de aproximadamente 14
U/mg de proteina expresada de forma heterdloga frente al éster metilico del acido 12-oxododecanoico. El
producto éster metilico del acido 12-aminododecanoico se confirmé mediante HPLC.

Si no se indica otra cosa, todos los métodos se realizaron segun los protocolos en Sambrook, J., Fritsch, E.
F., y Maniatis, T (1989). Molecular cloning, 22 ed. Nueva York: Cold Spring Harbor Laboratory Press.

Aislamiento de la 4-aminobutirotransaminasa de A. thaliana (at3g22200)

El ARN se aislé con el mini kit RNeasy a partir de una planta entera en flor de la especie A. thaliana segun
los datos del fabricante: QIAGEN GmbH, Hilden. A continuacioén, se llevé a cabo la sintesis de ADNc con el
kit RT Skript (USB Europe GmbH, Staufen) segun los datos del fabricante. La determinacion de la
calidad/cantidad de ARN se determind mediante Nanodrop segun los datos del fabricante (Thermo Fisher
Scientific Inc. Waltham EE.UU.).

PCR de ADNc de A. thaliana para la introduccién de lugares de corte

Con los cebadores siguientes, el ADN que codifica la 4-aminobutirotransaminasa con la SEQ.-ID-NO 39 se
cloné en el vector digerido con Nael, BamHI

El cebador directo introduce al Ilugar de corte de proteasa y Nael, SEQ.-ID-NO 36
GCCGGCGAGAACCTGTACTTTCAGATGGCAAGTAAGTATGCCACTTG

El cebador inverso introduce BamHl, SEQ.-ID-NO 37
GGATCCTCACTTCTTGTGCTGAGCCTTG

La PCR se llevé a cabo segun el siguiente protocolo:

Tanda _Programa
2 ulde ADNc 95°C 3 min
5 pl de tampdn 10x Pfu MgS04 94°C 455 :
30 ciclos
5ulde dNTPs 2 mM 586°C  1min
2 ul de cebador directo 10 pM 72°C 4 min
2 pl de cebador inverso 10 yM 72°C 10 min
0,5 pl de Pfu
36,5 plde H20
El producto de la PCR resultante se purificd con el kit NucleoSpin® Extract I  (Macherey Nagel, Alemania,

segun los datos del fabricante).

Expresién de la proteina heteréloga

Utilizando el producto de la PCR arriba descrito se prepard, mediante métodos de biologia molecular
estandares, el vector pGJ3130 (Figura 15, SEQ.-ID-NO 43) y se transformé en E. coli XL1blue. La cepa de
E. coli transformada se cultivd en medio doble YT (dYt) con los antibidticos ampicilina (100 pg/ml) y la
adicion de IPTG 0,5 mM a 28 °C hasta una densidad de DO600 nm = 0,3-0,4.

Purificacién de proteina expresada de forma heterdloga a través etiqueta 6xHis
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Lisis del cultivo de expresion en bacterias: 50 ml de cultivo se separaron por centrifugacion a 2360 x g,y a
continuacion se resuspendieron en 5 ml de tampodn fosfato de Na (pH 8) con EDTA 5 mM, NaCl 300 mM y
1 mg/ml de lisozima y se incubaron durante 1 ha  TA. El lisado se centrifugd a 2360 x g durante 10 min 'y
el sobrenadante se purificé a través de una columna empaquetada Protino Ni-TED 2000 (de acuerdo con
los datos del fabricante; Macherey-Nagel, Diren). La concentracion de proteinas se determind mediante
Bradford.

Deteccién de la actividad enzimatica a través de un ensayo acoplado

La actividad se determind en un ensayo acoplado, en el que como producto secundario se continta
haciendo reaccionar en una segunda etapa el piruvato que resulta de la reaccion de transaminasa,
oxidandose NADH en NAD+. La disminuciéon de la concentracion en NADH (principio: medicion de la
disminucion de la extincion) se mide en el fotometro a 340 nm y sirve como medida de la actividad.

Tanda
50 mM Fosfato de Na pH 7,5
50 mM L-alanina
100 uM Fosfato de piridoxal
250 ug Ester metilico del 4cido 12-oxododecanoico
1,25 mM NADH
10U Lactato deshidrogenasa
10 pg Proteina expresada de forma heterdloga
con HzOpidest completar hasta 1 ml

El ensayo se inicié6 mediante la adicién de 5 yl de 12-ODME (50 mg/ml). La medicién tiene lugar de forma
continua cada minuto a 340 nm a TA hasta como max. 20 minutos. Para el control se utilizé proteina
inactivada y una tanda sin sustrato de Co. En la Figura 16 pudo vigilarse fotométricamente la variacion de la
extincion.

Deteccién de la proteina expresada de forma heterdloga a través de HPLC

Tanda
50 mM Fosfato de Na pH 7,5
50 mM L-alanina
100 uM Fosfato de piridoxal
250 ug Ester metilico del 4cido 12-oxododecanoico
50 ug Proteina expresada de forma heterdloga
con HzOpidest completar hasta 500 pl

Después de incubacion durante 4 h a TA, la reaccién se detuvo con 1 vol. de MeOH. Para la analitica por
HPLC, la tanda se derivatizd con o-ftaldialdehido (oPA) y de ello se analizaron 250 pl. Como eluyente A se
utilizé NaAC 50 mM pH 4: acetonitrilo 4:1 (v:v).

El eluyente B era acetonitrilo con 5% de NaAC 50 mM pH 4. El gradiente discurria de 30% de B a 60% de B
en 4 min, de 60% de B a 100% de B en 2 min. El caudal ascendi6 a 1,2 ml/min.

La separacion tuvo lugar a través de una columna Agilent Zorbax RP18 (Agilent Technologies, EE.UU.), la
temperatura de la columna ascendié a 40°C.

La Figura 17 (arriba) muestra la formacion de éster metilico del acido 12-aminolaurico. La muestra de
referencia esta representada abajo en la Figura 17.

Aminacion de éster metilico del acido12-oxolaurico con PPTA5 y PSTA de Pseudomonas
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Clonacion de PPTA5 y PSTA

D2.

Para la aminacion de éster metilico del acido 12-oxolaurico se emplearon las cepas E. coli
BL21(DE3)/PPTA5 y E. coli BL21(DE3)/PSTA. Estas cepas se construyeron como sigue. Para la clonacion
de los dos genes transaminasa se eligid el vector de expresion pET-21a(+) (Novagen). Para el gen ppta5,
SEQ.-ID-NO 40 se construyeron cebadores que deberian afiadir al gen los lugares de corte por restriccion
Ndel y Xhol en los extremos; cebador PPTAS5_Ndel:
GGAATTCCATATGAGCGTCAACAACCCGCAAACCCG (SEQ.-ID-NO 44) y cebador PPTA5_Xhol:
CCGCTCGAGTTATCGAATCGCCTCAAGGGTCAGGTCC (SEQ.-ID-NO 45). Para el gen psta, SEQ.-ID-NO
41, cebador con Ndel y BamHI en los extremos; cebador PSTA_Ndel:
GGAATTCCATATGAGCGATTCGCAAACCCTGCACTGGC (SEQ.-ID-NO 46) y cebador PSTA_BamHI:
CGCGGATCCTCAGCCCAGCACATCCTTGGCTGTCG (SEQ.-ID-NO 47)

Estos cebadores se emplearon en PCRs. Los productos de la PCR purificados, asi como el vector pET-
21a(+) se sometieron a continuacion a una restriccion con las enzimas de restriccion Ndel y Xhol o bien
Ndel y BamHI. El vector cortado se desfosforilé con fosfatasa alcalina de camarones. El vector cortado con
Ndel y Xhol y el gen ppta5, asi como el vector cortado con Ndel y BamHI y el gen psta se transformaron
después del ligamiento con T4 ADN ligasa con la cepa de expresion competente E. coli XL1-blue. Después
del cultivo de algunos clones tuvo lugar el aislamiento de los plasmidos con la subsiguiente restriccion y
analisis efectroforético en gel. Las secuencias de transaminasa de los clones obtenidos (pPPTA5 o bien
pPSTA) se confirmaron mediante analisis de la secuencia. La Figura 18 muestra los mapas de plasmidos
de los vectores de expresion.

Expresiéon de PPTA5 y PSTA

Para la expresion, los vectores pPPTA5 y pPSTA se transformaron en células BL21(DE3) de E. coli
competentes. En cada caso, una colonia individual se sobre-inoculd6 en 5 ml de medio LB-Amp
(concentracion de ampicilina 100 pug/ml) y se agité durante una noche a 37 °C. A continuacién, se sobre-
inocul6 al 1% en 200 ml de medio LB-Amp, se agité a 37 °C y, después de alcanzar una DOggo de 0,5, se
indujo la expresion del gen con IPTG 0,5 mM. Después de agitar durante 20 horas a 30°C, se recolectaron
las células y se almacenaron a -20°C.

Para la disgregacion de las cepas E. coli BL21(DE3)/pPPTA5 y E. coli BL21(DE3)/pPSTA, se elaboraron en
cada caso 0,4 g de células con tampén Tris-HCI 100 mM pH 7,2 para formar suspensiones de células al
25% que fueron tratadas dos veces durante 90 s con ultrasonidos (Bandelin Sonoplus HD2070, sonda
MS73; 50% de intensidad). Después de la centrifugacién se retiraron los sobrenadantes. Los extractos
brutos, asi obtenidos, se emplearon en reacciones de éster metilico del acido 12-oxolaurico. Las tandas de
400 ul contenian éster metilico del acido 12-oxolaurico 5 mM disuelto en N,N-dimetilformamida, DL-alanina
500 mM, piridoxal-5'-fosfato 1 mM y 80 pul de extracto bruto en tampén Kpi 10 mM pH 7,0. Se agit6 a 25°C.
Después de tiempos determinados se recogieron muestras de en cada caso 20 pl, una parte con 1 pl de
disolucion de NaOH al 1% se llevo al intervalo de pH alcalino y se separ6 por agitacion con 100 ul de éster
etilico del acido acético. Las fases organicas se examinaron mediante cromatografia de gases
(cromatografo razon social Perkin Elmer, Clarus 500 con detector de ionizacién de llama). Para ello se
utilizé una columna Optima 5 (0,25 ym, 30 m, 0,25 mm, Macherey Nagel), con el programa:

80°C

25°C/min 180°C
5°C/min 215°C
20°C/min 280°C

Los tiempos de retencion de éster metilico del acido 12-oxo- y 12-amino-laurico se encuentran en 7,2 o bien
7,7 min.

Los resultados de las reacciones estan representados en las Figuras 20 y 21. Para la evaluacion se
sumaron las superficies pico de éster metilico del acido 12-oxo- y 12-amino-laurico a partir de los
cromatogramas obtenidos de la extraccion neutra y acida y se calculd la porcidon porcentual de precursor o
bien producto.
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Evonik Degussa GmbH

<120> CELULAS RECOMBINANTES PRODUCTORAS DE ACIDOS omega-AMINOCARBOXILICOS O SUS

LACTAMAS

<130> 200700667

<160> 47

<170> PatentIn version 3.4

<210>1

<211> 1380

<212> ADN

< 213> Chromobacterium violaceum

<400> 1

atgcagaagc aacgtacgac cagccaatgg cgcgaactgg atgccgccca tcacctgcat 60
ccgttcaccg ataccgceate gectgaaccag gegggegegce gegtgatgac gegcggagag 120>
ggcgtctacc tgtgggattc ggaaggcaac aagatcatcg acggcatgge cggactgtgg 180
tgcgtgaacg tcggctacgg ccgcaaggac tttgccgaag cggcgegecg gcagatggaa 240
gagctgccgt tctacaacac cttctticaag accacccate cggeggtggt cgagetgtce 300
agcctgcetgg ctgaagtgac gccggcecggt ttcgaccgeg tgttctatac caattccggt 360
tccgaatcgg tggacaccat gatccgceatg gtgcgccget actgggacgt gcagggcaag 420
ccggagaaga agacgctgat cggccgetgg aacggctatc acggctccac catcggegge 480
gccagcectgg gecggcatgaa gtacatgcac gagcagggceg acttgccgat tccgggcatg 540
gcccacatcg agcagccttg gtggtacaag cacggcaagg acatgacgcc ggacgagttc 600
ggcgtggtgg ccgcgcegcetg getggaagag aagattctgg aaatcggcgce cgacaaggtg 660
gecgcctteg tcggegaace catccaggge gecggeggeg tgatcgtece gecggecace 720
tactggccgg aaatcgagceg catttgccge aagtacgacg tgetgetggt ggccgacgaa 780
gtgatctgeg gcttcgggceg taccggegaa tggttcggcce atcagcattt cggcetteccag 840

cccgacctgt tcaccgecgce caagggcectg tcctecgget atctgecgat aggegeggte 900
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tttgtcggca agcgegtgge cgaaggcectg atcgccggeg gegacttcaa ccacggette 960
acctactccg gecacccggt ctgcgecgcee gtcgecccacg ccaacgtgge ggcgetgege 1020
gacgagggca tcgtccagcg cgtcaaggac gacatcggcc cgtacatgca aaagcgetgg 1080
cgtgaaacct tcagcegttt cgagcatgtg gacgacgtge gcggegtegg catggtgcag 1140
gcgttcaccc tggtgaagaa caaggcgaag cgecgagcetgt tccccgattt cggecgagate 1200
ggcacgctgt gccgcgacat cttcttccge aacaacctga tcatgecggge atgcggegac 1260
cacatcgtgt cggcgccgcee getggtgatg acgecgggegg aagtggacga gatgetggeg 1320
gtggcggaac gctgtctgga ggaattcgag cagacgctga aggegecgegg gectggcttag 1380

<210> 2

< 211> 1137

< 212> ADN

< 213> Bacillus subtilis

<400> 2

atgatcatag gggttcctaa agagataaaa aacaatgaaa accgtgtcgc attaacaccc 60
gggggcgttt ctcagctcat ttcaaacggc caccgggtge tggttgaaac aggcgecggge 120
cttggaagcg gatttgaaaa tgaagcctat gagtcagcag gagcggaaat cattgctgat 180
ccgaagcagg tctgggacgce cgaaatggtc atgaaagtaa aagaaccgct gccggaagaa 240
tatgtttatt ttcgcaaagg acttgtgctg tttacgtacc ttcatttagec agetgagect 300
gagcttgcac aggccttgaa ggataaagga gtaactgcca tegcatatga aacggtcagt 360
gaaggccgga cattgcctct tctgacgcca atgtcagagg ttgcgggcag aatggcageg 420
caaatcggcg ctcaattctt agaaaagcct aaaggcggaa aaggcattct gecttgccggg 480
gtgcctggeg tttcccgegg aaaagtaaca attatcggag gaggcgttgt cgggacaaac 540
gcggcgaaaa tggetgtcgg cctecggtgea gatgtgacga tcattgactt aaacgcagac 600
cg.cttgcgcci agcttgatga catcttcggc catcagatta aaacgttaat tictaatccg 660

gtcaatattg ctgatgctgt ggcggaagcg gatctcctca titgcgcggt attaattccg 720
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ggtgctaaag ctccgactct tgtcactgag gaaatggtaa aacaaatgaa acccggttca 780
gttattgttg atgtagcgat cgaccaaggc ggcatcgtcg aaactgtcga ccatatcaca 840

acacatgatc agccaacata tgaaaaacac ggggttgtgc attatgctgt agcgaacatg 900
ccaggcgcag tccctecgtac atcaacaatc gecctgacta acgttactgt tccatacgcg 960
ctgcaaatcg cgaacaaagg ggcagtaaaa gcgctcgcag acaatacggce actgagégcg 1020
ggtttaaaca ccgcaaécgg acacgtgacc tatgaagctg tagcaagaga tctaggctat 1080

gagtatgttc ctgccgagaa agctttacag gatgaatcat ctgtggcggg tgcttaa 1137

<210> 3

< 211> 1206

< 212> ADN

< 213> Pseudomonas putida

<400> 3

atgcttgaga aacacagagt tctggattcc gctccagagt acgtagataa aaagaaatat 60
ctctggatac tatcaacttt gtggccggcet actccgatga tcggaatetg gettgcaaat 120 »
gaaactggtt gggggatttt ttatgggctg gtattgctcg tatggtacgg ¢gcacttcca 180
ttgcttgatg cgatgtttgg tgaggacttt aataatccge ctgaagaagt ggtgccgaaa 240
ctagagaagg agcggtacta tcgagttttg acatatctaa cagttcctat gcattacget 300
gcattaattg tgtcagcatg gtgggtcgga actcagccaa tgtcﬁggct tgaaattggt 360
gegcttgcct tgtcactggg tatcgtgaac ggactagcgc tcaatacagg acacgaactc 420
ggtcacaaga aggagacttt tgatcgttgg atggccaaaa ttgtgttggce tgtcgtaggg 480
tacggtcact tctttattga gcataataag ggtcatcacc gtgatgtcgc tacaccgatg 540
gatcctgcaa catcccggat gggagaaagc atttataagt tttcaatccg tgagatccca 600
ggagcattta ttegtgettg ggggcettgag gaacaacgcece tttegegecg tggccaaage 660
gtttggagtt tcgataatga aatcctccaa ccaatgatca tcacagttat tetttacgec 720
gttctccttg cctigtttgg acctaagatg ctggtgttce tgccgattca aatggcetttc 780

gattggtggc agctgaccag tgcgaactat attgaacatt acggcttget ccgtcaaaaa 840
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atggaggacg gtcgatatga gcatcaaaag ccgcaccatt cttggaatag taatcacatc 900
gtctctaatc tagtgctgtt ccaccttcag cggcactcgg atcaccacgce gcatccaaca 960
cgttcttatc agtcacttcg ggattttcce ggectgeegg ctettcegac gggttaceet 1020
ggtgcatttt tgatggcgat gattcctcag tggtttagat cagttatgga tcccaaggta 1080
gtagattggg ctggtggtga ccttaataag atccaaattg atgattcgat gcgagaaacc 1140
tatttgaaaa aatttggcac tagtagtgct ggtcatagtt cgagtaccte tgcggtagca 1200

tcgtag 1206

<210> 4

<211>519

<212> ADN

< 213> Pseudomonas putida

<400> 4

atggctagct ataaatgccc ggattgtaat tatgtttatg atgagagtgc gggtaatgtg 60
catgaggggt tttctccagg tacgcecttgg caccttattc ctgaggattg gtgctgecce 120
gattgcgccg ttcgagacaa gettgacttc atgttaattg agagcggcegt aggtgaaaag 180
ggcgtcacct caacccatac ttcgccaaat ttatccgagg ttagtggcac aagtttaact 240
gctgaagcag tggttgcgcc gacaagctta gagaaaﬁgc'étagtgccga cgttaaaggc 300
caagatctat ataaaactca acctccaagg tetgatgecc aaggcgggaa agcatacttg 360
aagtggatat gtattacttg tggccatata tatgatgagg cgttgggcga tgaggccgag 420
ggttttactc caggtactcg ctttgaggat attcctgatg actggtgctg tccggattgc 480
ggggctacga aagaagacta tgtgctctac gaggaaaag 519

<210> 5

< 211> 1677

<212> ADN
< 213> Pseudomonas putida

<400> 5

atgtacgact atataatcgt tggtgctgga tctgcaggat gtgtgcettgce taatcgtett 60
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tcggccgace cctctaaaag agtttgttta cttgaagetg ggecgegaga tacgaatceg 120
ctaattcata tgccgttagg tangctttg ctttcaaata gtaaaaagtt gaattggget 180
tttcaaactg cgccacagca aaatctcaac ggccggagcec ttttctggec acgaggaaaa 240
acgttaggtg gttcaagctc aatcaacgca atggtctata tccgagggca tgaagacgat 300
taccacgcat gggagcaggce ggccggcecgce tactggggtt ggtaccggge tettgagttg 360
ttcaaaaggc ttgaatgcaa ccagcgattc gataagtccg agcaccatgg ggttgacgga 420
gaattagctg ttagtgatit aaaatatatc aatccgctta gcaaagcatt cgtgcaagec 480
ggcatggagg ccaatattaa tttcaacgga gatttcaacg gcgagtacca ggacggcgta 540
gggttctatc aagtaaccca aaaaaatgga caacgctgga gctcggegeg tgcattcttg 600
cacggtgtac tttccagacc aaatctégac atcattactg atgcgcatgc atcaaaaatt 660
ctttitgaag accgtaaggc ggttggtgtt tcttatataa agaaaaatat gcaccatcaa 720
gtcaagacaa cgagtggtgg tgaagtactt cttagtcttg gcgcagtegg cacgectcac 780
cttetaatgce tttctggtgt tggggcetgea gecgagetta aggaacatgg tgtttctcta 840
gtccatgatc ttectgaggt ggggaaaaat cttcaagatc atttggacat cacattgatg 900
tgcgcagcaa attcgagaga gccgataggt gtfgctcttt ctttcatccc tegtggtgtc 960
tcgggtttgt tttcatatgt gtttaagcgc gaggggtttc tcactagtaa cgtggcagag 1020
tcgggtggtt ttgtaaaaag ttctcctgat cgtgatcggce ccaatttgca gtttcattte 1080
cttccaactt atcttaaaga tcacggtcga aaaatagcgg gtggttatgg ttatacgcta 1140
catatatgtg atcttttgcc taagagccga chagaattg gcctaaaaag cgccaatcca 1200
ttacagccgc ctitaattga cccgaactat cttagcgatc atgaagatat taaaaccatg 1260
attgcgggta ttaagatagg gcgcgctatt ttgcaggccc catcgatgge gaagcatttt 1320
aagcatgaag tagtaccggg ccaggctgtt aaaactgatg atgaaataat cgaagatatt 1380
cgtaggcgag ctgagactat ataccatccg gtaggtactt gtaggatggg taaagatcca 1440
gcgtcagttg ttgatccgtg cctgaagatc cgtgggttgg caaatattag agtcgttgat 1500
gcgtcaatta tgccgcactt ggtcgegggt aacacaaacg ctccaactat tatgattgca 1560
gaaaatgcgg cagaaataat tatgcggaat cttgatgtgg aagcattaga ggctagcgct 1620
gagttt'gctc gcgagggtgce agagctagag ttggccatga tagctgtctg catgtaa 1677

<210>6
< 211> 2649
<212> ADN
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< 213> Pseudomonas putida

<400> 6

atgaaaataa taataaataa tgatttcccg gtcgctaagg tcggagcgga tcaaattacg 60
actctagtaa gtgccaaagt tcatagttgc atatatcggc caagattgag tatcgcggat 120
ggagccgctc ccagagtatg cctttacaga geccccaccetg gatatgggaa aaccgttget 180
ctfgcgttcg agtggctacg ccacagaaca gccggacgtc ctgcagtgtg getttcttta 240
agagccagtt cttacagtga atttgatatc tgcgcagaga ttattgagca gecttgaaact 300
ttcgaaatgg taaaattcag ccgtgtgaga gagggtgtga gcaagcctge gctcttgcga 360
gaccttgcat ctagtctttg gcagagcacc tcgaataacg agatagaaac gctagtttgt 420
ttggataata ttaatcatga cttagacttg ccgttgttgc acgcacttat gjagtttatg - 480
ttaaatacac caaaaaatat caggtttgca gttgcaggca atacaataaa agggttctcg 540
cagcttaaac ttgcaggcgc tatgcgggag tacaccgaga aagacttggc ctttagcgca 600
gaagaggcgg tggcgttagc ggaggcagag tctgttcttg gagttcctga agaacagata 660
gagacctigg tgcaagaagt tgaggggtgg cctgctcttg tagttttttt gttaaagcgt 720
gagttgccgg ccaagcatat ttcagcagta gttgaagtag acaattactt tagggatgaa 780
atatttgagg cgattcccga gegctatcegt gtttttettg caaattcttc attgctcgat 840
ttcgtgacgce ctgatcaata caattatgta ttcaaatgcg tcaatggggt ‘ctcatgtatt 900
aagtatttaa gcactaatta catgttgctt cgccatgtga gcggtgagcec agcgcagttt 960

acactgcatc cagtactgcg taattticta cgagaaatta cttggactga aaatcctget 1020
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aaaagatcct acctgcttaa gcgtgcagct tictggcatt ggcgtagagg tgaataccag 1080
tatgcaatac gaatatccct acgggcgaat gactgtcget gggcagtcag catgtctgag 1140
agaataattt tagétttgtc atttcgtcag ggcgaaatag atgégctgag acagtggctg 1200
ttagagc.tgc cgaagcaggc ctggcaccaa aaacccatag tgcttattag ttacgegtgg 1260
gtattgtaft tcagtcagca aggcgcgcga gcagagaagt taattaaagh cctatcttca 1320
caatccgata aaaaaaataa atggcaagaa aaggaatggc tgcagcttgt gcttgcaata 1380
ggtaaagcaa ccaaagatga aatgctitcg agtgaggage tctgtaataa gtggattagt 1440
ttatttgggg attcaaacgc agttggaaaa ggggccgcgce taacctgtit ggcttttatt 1500
titgccagtg agtatagatt tgcagagttg gagaaggtge tggctcagge ccaagecegtg 1560
aataaatttg caaaacaaaa ttitgcetttt ggttggcetat atgtcgecgag gtttcaacaa 1620
gccctagcaa gcggaaaaat gggcetgggeg aggcagatta taactcaage acgcacagac 1680
agtcgcgcgce agatgatgga atccgagttt acttcgaaaa tgtttgacgce tctagagett 1740
gagttacatt atgaattgcg ctgcttggac acctcagaag aaaagctctc caaaatttta 1800
gagttcattt ccaatcacgg ggtgacagac gtgttttttt écgtatgccg tgctgtgfca 1860
gcttggcggce ttggéaggag tgacctaaat ggctccattg ag'atattgga gtgggcgaag 1920
gcgeatgegg ttgaaaaaaa tetaccaaga ttggaagtta tgagccaaat tgagétctat 1980
cagcgcttag tctgtcaagg cataacgggc ataaataatt taaaaactct tgaagatcat 2040
aagattttct ccggacagca ctcagcccce ctaaaagcac gectgetgcet tgttcaatca 2100
ctagtgcttt cccgagatcg gaactncaf agtgccgcgc acagagcgtt attggetatt 2160
cagcaagccc gtaaaattaa cgcgggccag ctggaagtcc gtggattatt gtgtttggee 2220
ggagcgcagg caggtgccgg tgatttaaaa aaggctcagce ttaacattgt ttatgcagtg 2280
gagatagcaa aacagcttca atgctttcaa acagttcttg atgaagtatg tttaattgag 2340
cgaataatac cggcttcatg tgaagccttc acagcagtta atttagatca agcgattggg 2400
gcttttagtc ttccgcgaat agttgagatt ggaaagtccg cagagaataa agctgacget 2460
ttattgacac ggaagcagat tgctgtcttg aggcttgtaa aagaggggtg ctcaaacaaa 2520
caaatagcaa caaatatgca tgtcaccgaa gatgctataa agtggcatat gaggaaaata 2580
titgccacct tgaatgtagt gaatcgcacg caagcaacaa ttgaagctga gcgtcaagga 2640
attatctaa 2649

<210> 7
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<211> 1158
<212> ADN
< 213> Pseudomonas putida

<400> 7

atggcaatcg ttgttgttgg cgctggtaca gectggagtaa atgctgegtt ctggcttegt 60
caatatggtt ataaagggga aattaggatt tttagcaggg agtctgtggc geccttatcag 120
cggcctecte tatccaagge ttttctgaca agtgagattg cagaatccge agtgecatta 180
aagccagaag gtttttatac gaataacaat attaccattt cgttaaatac accgattgta 240
tcaatcgacg tggggcgtaa gatagtttct tctaaagatg gaaaagaata cgcgtatgaa 300
aaattgattc ttgcaacacc tgctagcgca cgtaggttaa cctgcgaggg gtctgaactg 360
tctggggtct gctatttacg cagtatggaa gacgccaaaa atttacgtég gaaacttgtg 420"
gagagtgcgt ctgttgttgt gttgggcgge ggagtaatcg ggcttgaagt cgcctcaget 480
gcggtgggcet tagggaagag ggtcacagtg atagaagcca cccegegtgt aatggegege 540
gtggttacgc cggcagcagce aaacttagtc agagcccgcec tggaggetga aggaattgag 600
ttcaagctga atgcgaaatt aacgtctata aagggcagga atggccatgt tgaacaatge 660
gtacttgaaa gtggagaaga aattcaggcg gatctgattg tagttggaat cggtgctatc 720
ccagagctag agctggcaac tgaggcggcc cttgaagtga gtaatggtgt tgtggtcgat 780
gatcagatgt gtacatcgga tacaagtata tatgcaatcg gcgactgcgc aatggctaga 840
aatccttitt ggggaacgat ggtacgttta gagacaattc ataatgeggt tacacacget 900
caaattgtcg caagtagcat ctgtggcaca tcaacaccag caccaaccce accacggttc 960
tggtctgatc ttaaagggat ggcgctgcaa ggacttggtg ctctaaagga ctacgataaa 1020
ctcgttgttg caattaataa cgaaactctt gaactagaag tccttgcgta caagcaggag 1080
cgactgattg caactgagac aataaatttg cctaaacgtc aaggtgcgct tgcagggagt 1140

ataaaattac ctgattag ‘ 1158

<210> 8

<211> 33

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 8
acgtagcggc cgcctaatca ggtaatttta tac 33

<210>9
<211>16
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< 212> ADN
< 213> Secuencia Artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 9
gagcgagcta tctggt

<210> 10

<211> 32

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 10
tcgtagcgge cgcccageag acgacggagce aa

<210> 11

< 211> 37

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 11
attttatctt ctcgaggctt ttcctcgtag agcacat

<210> 12

< 211> 38

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> Cebador
<400> 12

tgctctaacg aggaaaagcc tcgagaagat aaaatgta

<210> 13

<211> 34

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 13

attgacgcgg ccgcttacat gcagacagct atca
<210> 14

<211>42

<212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>
< 223> Cebador

ES 2536 639 T3
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<400> 14

cgaggagctc aggaggatcc aagcatgcag aagcaacgta cg 42
<210> 15

<211> 31

<212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 15

gtcatgtacc cctaagccag cccgegegec t 31
<210> 16

<211> 41

<212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 16

acctatctag aaggaggacg catatgatca taggggttcc t 41
<210> 17

<211> 26

<212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 17
aacctctgca gttaagcacc cgccac 26

<210> 18

< 211> 1853

< 212> ADN

< 213> Pseudomonas fluorescens

<400> 18

atgggtgtgt atgactacaa aaacttcggc acggcggatt ccaaggcgtt gttcagcgat 60
gcecatggcega tcacgcetgta ttcctaccac aacctegata acggttttge cgecggttat 120
agcacaacgg ttttggcctt ggcctgcegg cgacgetggt cacggegttg ctecggecggta 180
ccgattccca gggcegtcatc cccggcattc cgtggaatce cgattcggaa aaactcgece 240

tcgaagccgt gaaaaaggece ggetggacge cgatcacgge ctegecaactg ggetacgacg 300
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gcaagaccga cgcacgcgga accttctitg gcgagaaggce cggttactcg acagcgcagg 360
tcgagatict cggcaagtac gacgcccagg gccatctcac agaaatcgge atcgecttte 420
gcggcaccag cggcccgcgce gagaécctga tccttgattc catcggcgac gtgatcaacg 480 |
acttgctcge cgegttcgge cccaaggatt acgccaagaa ctacgtcgge gaagegttcg 540
gcaacctgct caatgacgtg gtcgcctttg ccaéggccaa tggcctcagec ggcaaggacg 600
tgctggtcag cggccacage ctcggegggce tggcggtcaa cagecatggeg gatttgageg 660
gcggcaagtg gggegggtte ttcgecgact ccaactacat cgectatgce tegeccgacece 720
agagcagcac cgacaaagtg ctcaacgtcg gctacgagaa cgacccggtg ttccgcgece 780
tcgacggttc gaatttcacc ggcgcctcga ttggegtgca cgacgecgecg aaggaatcgg 840
ccaccgacaa cétcgtcagc ttcaacgatc actacgcctc gacggcgtgg aatctgetge 900
cgttctccat cctcaacatc ccgacctgga tctcgecacct geccaaccgcet tacggecgacg 960
gcatgaaccg ggtgatcgag tcgaagttct acgacctgac cagcaaggac tcgacgatca 1020
tcgtcgecaa cetgtcggat ccggegeggg ccaacacctg ggtgcaggat ctcaaccgca 1080
acgccgaaac ccacaagggc agcaccttca tcatcggcag cgacgccaac gatctgattc 1140
agggtggcag cggcaatgac tatctggaag gtcgcgecgg caacgacacc tttcgcgaca 1200
écggcggcta caacatcatc ctgggcgggc agggcagcaa tacgctggac ttgcagaagt 1260
cggtgaatac cttcgacttc gccaacgacg gegecggcaa tetgtacatt cgcgatgeca 1320
acggcgggat cagcatcacc cgcgacatcg gegcecategt caccaaagag ccgggcetice 1380
tctggggtct gttcaaggac gacgtgaccc acagcgtcac ggccagtggce ttgaaggtcg 1440
gcaacaacct gaccgcctac gagtcgageg tgaagggcag caacggcgec gacacgetca 1500
aggcgcatgc cggcggcgac tggttgttcg gectcgacgg caacgatcat ctgatcggeg 1560
gggcgggcaa cgatgtgttt gttggéggcg ccggtaacga tctgatggag tcegggggeg 1620
gggcggatac gttcctgtte aacggcgcegt tcggccagga tcgggtggtg ggattcacgt 1680
ccaacgacaa actggtgttt ctcggcgtge agggtgtgtt gcctggcgat gacttccgag 1740
cgcatgcctc ggcagccggg caggataccg tgctgaagtt cggcggcegat tcggtgacat 1800
tggttggcgt ttcgctgggg agtttgagtg gcgatggaat tgtgatcgcctga 1853

<210> 19
<211> 503

<212>PRT

< 213> Pseudomonas putida W619
<400> 19
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Met Ser Lys Ser Leu Thr Trp Ala Arg Gly Ser Gly Arg Arg Leu lle
1 5 10 15 :

Ser Leu Val Leu Arg Tyr Leu Lys lle Arg Asn Val Val Phe Phe Arg
20 25 30

Leu Tyr Pro Arg Ala Asn Leu Ala Ala Thr Thr Ser lle Val Ala Tyr
35 40 45

Ser Phe Phe Glu Glu Pro Pro Met Asn Met Pro Glu Thr Ala Pro Ala
50 55 60

Gly lle Ala Ser GIn Leu Lys Leu Asp Ala His Trp Met Pro Tyr Thr
65 70 75 80

Ala Asn Arg Asn Phe His Arg Asp Pro Arg Leu lle Val Ala Ala Glu
85 90 95

Gly Asn Tyr Leu Val Asp Asp Lys Gly Arg Arg lle Phe Asp Ala Leu
100 105 110

Ser Gly Leu Trp Thr Cys Gly Ala Gly His Thr Arg Lys Glu lle Thr
115 120 125

Glu Ala Val Ala Arg GIn Leu Gly Thr Leu Asp Tyr Ser Pro Ala Phe
130 135 140
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GIn Phe Gly His Pro Leu Ser Phe Gin Leu Ala Glu Lys lle Thr Ala
145 150 155 160

Leu Thr Pro Gly Asp Leu Asn His Val Phe Tyr Thr Asn Ser Gly Ser
165 170 175

Glu Cys Ala Asp Thr Ala Leu Lys Met Val Arg Ala Tyr Trp Arg Leu
180 185 190

Lys Gly Gin Ala Thr Lys Thr Lys lle lle Gly Arg Ala Arg Gly Tyr
195 200 205

His Gly Val Asn lle Ala Gly Thr Ser Leu Gly Gly Val Asn Gly Asn
210 215 220

Arg Lys Met Phe Gly GIn Leu Leu Asp Val Asp His Leu Pro His Thr
225 230 235 240

Val Leu Pro Val Asn Ala Phe Ser Lys Gly Leu Pro Glu Glu Gly Gly
245 250 255

lle Ala Leu Ala Asp Glu Met Leu Lys Leu lle Glu Leu His Asp Ala
260 265 270 .

Ser Asn lle Ala Ala Val lle Val Glu Pro Leu Ala Gly Ser Ala Gly
275 280 285 '

Val Leu Pro Prb Pro Lys Gly Tyr Leu Lys Arg Leu Arg Glu lle Cys
290 295 300

Thr GIn His Asn lle Leu Leu lle Phe Asp Glu Val lle Thr Gly Phe
305 310 315 320

Gly Arg Met Gly Ala Met Thr Gly Ala Glu Ala Phe Gly Val Thr Pro
325 330 335
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Asp Leu Met Cys lle Ala Lys Gin Val Thr Asn Gly Ala lie Pro Met
340 345 350

Gly Ala Val lle Ala Ser Ser Glu lle Tyr GIn Thr Phe Met Asn Gin
355 360 365

Pro Thr Pro Glu Tyr Ala Val Glu Phe Pro His Gly Tyr Thr Tyr Ser
370 375 380

Ala His Pro Val Ala Cys Ala Ala Gly lle Ala Ala Leu Asp Leu Leu
385 390 395 400

GIn Arg Glu Asn Leu Val GIn Ser Ala Ala Glu Leu Ala Pro His Phe.
405 410 415

Glu Lys Leu Leu His Gly Val Lys Gly Thr Lys Asn Val Val Asp lle
420 425 430

Arg Asn Tyr Gly Leu Ala Gly Ala lle Gin lle Ala Ala Arg Asp Gly
435 440 445

Asp Ala lle Val Arg Pro Tyr Glu Val Ala Met Lys Leu Trp Lys Ala
450 455 460

Gly Phe Tyr Val Arg Phe Gly Gly Asp Thr Leu Gin Phe Gly Pro Thr
465 470 475 480

Phe Asn Thr Thr Pro Gin Gin Leu Asp Arg Leu Phe Asp Ala Val Gly
485 490 495

Glu Asn Leu Asn Leu lle Asp
500

<210> 20

< 211> 460

<212>PRT

< 213> Pseudomonas aeruginosa PA01

<400> 20
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Met Thr Ala Gin Leu Asn Pro Gin Arg Asp Thr Arg Asp Tyr Gin Gin
1 5 10 15

Leu Asp Ala Ala His His lle His Ala Phe Leu Asp Gin Lys Ala Leu
20 25 30

Asn Arg Glu Gly Pro Arg Val Met Val Arg Gly Asp Gly Leu GIn Leu
35 40 45

Trp Asp Asn Asp Gly Lys Arg Tyr Leu Asp Gly Met Ser Gly Leu Trp
50 55 60

Cys Thr Asn Leu Gly Tyr Gly Arg Gin Asp Leu Ala Ala Ala Ala Ser
65 70 75 80

Arg GIn Leu Glu Gin Leu Pro Tyr Tyr Asn Met Phe Phe His Thr Thr
85 90 95

His Pro Ala Val Val Glu Leu Ser Glu Met Leu Phe Ser Leu Leu Pro
100 105 110 '

Asp His Tyr Ser His Ala lle Tyr Thr Asn Ser Gly Ser Glu Ala Asn
115 120 125

Glu Val Leu lle Arg Thr Val Arg Arg Tyr Trp Gin lle Leu Gly Lys
130 135 140

Pro GIn Lys Lys lie Met lle Gly Arg Trp Asn Gly Tyr His Gly Ser
145 - 150 155 160

Thr Leu Gly Ser Thr Ala Leu Gly Gly Met Lys Phe Met His Glu Met
165 170 175

Gly Gly Met Leu Pro Asp Phe Ala His lle Asp Glu Pro Tyr Trp Tyr
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180 185 190

Ala Asn Gly Gly Glu Leu Ser Pro Ala Glu Phe Gly Arg Arg Ala Ala
195 200 205

Leu GIn Leu Glu Glu Lys lle Leu Glu Leu Gly Ala Glu Asn Val Ala
210 215 220

Ala Phe Val Ala Glu Pro Phe GIn Gly Ala Gly Gly Met lle Phe Pro
225 230 235 240

Pro GIn Ser Tyr Trp Pro Glu lie GIn Arg lle Cys Arg GIn Tyr Asp
245 250 255

Val Leu Leu Cys Ala Asp Glu Val lle Gly Gly Phe Gly Arg Thr Gly
260 265 270 '

Glu Trp Phe Ala His Glu His Phe Gly Phe GIn Pro Asp Thr Leu Ser
275 280 285 '

lle Ala Lys Gly Leu Thr Ser Gly Tyr lle Pro Met Gly Gly Leu Val
290 295 300 ‘

Leu Gly Lys Arg lle Ala Glu Val Leu Val Glu Gin Gly Gly Val Phe
305 310 315 320

Ala His Gly Leu Thr Tyr Ser Gly His Pro Val Ala Ala Ala Val Ala
325 330 335

lle Ala Asn Leu Lys Ala Leu Arg Asp Glu Gly Val Val Thr Arg Val
340 345 350

Arg Glu Giu Thr Gly Pro Tyr Leu GIn Arg Cys Leu Arg Glu Val Phe
355 360 365

Gly Asp His Pro Leu Val Gly Glu Val GIn Gly Ala Gly Phe Val Ala
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370 375 380

Ala Leu GIn Phe Ala Glu Asp Lys Val Thr Arg Lys Arg Phe Ala Asn
385 390 395 400

Glu Asn Asp Leu Ala Trp Arg Cys Arg Thr lle Gly Phe Glu Glu Gly .
405 410 415 '

Val lle lle Arg Ser Thr Leu Gly Arg Met lle Met Ala Pro Ala Leu
420 425 430

Val Ala Gly Arg Ala Glu lle Asp Glu Leu lle Asp Lys Thr Arg lie
435 440 445

Ala Val Asp Arg Thr Ala Arg Glu lle Gly Val Leu
450 455 460

<210> 21

< 211> 448

<212>PRT

< 213> Pseudomonas aeruginosa PA01
<400> 21

Met Asn Gin Pro Leu Asn Val Ala Pro Pro Val Ser Ser Glu Leu Asn
1 5 10 15

Leu Arg Ala His Trp Met Pro Phe Ser Ala Asn Arg Asn Phe Gin Lys
20 25 30

Asp Pro Arg lle lle Val Ala Ala Giu Gly Ser Trp Leu Thr Asp Asp
35 40 45

Lys Gly Arg Lys Val Tyr Asp Ser Leu Ser Gly Leu Trp Thr Cys Gly
50 55 60

Ala Gly His Ser Arg Lys Glu lle Gin Glu Ala Val Ala Arg Gin Leu
65 70 75 80
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Gly Thr Leu Asp Tyr Ser Pro Gly Phe GiIn Tyr Gly His Pro Leu Ser
85 90 95

Phe Gin Leu Ala Glu Lys lie Ala Gly Leu Leu Pro Gly Glu Leu Asn
100 : 105 110

His Val Phe Phe Thr Gly Ser Gly Ser Glu Cys Ala Asp Thr Ser lle
115 120 125

Lys Met Ala Arg Ala Tyr Trp Arg Leu Lys Gly Gin Pro Gin Lys Thr
130 135 140

Lys Leu lle Gly Arg Ala Arg Gly Tyr His Gly Val Asn Val Ala Gly
145 150 155 160

Thr Ser Leu Gly Gly lle Gly Gly Asn Arg Lys Met Phe Gly Gin Leu
165 170 175

Met Asp Val Asp His Leu Pro Hfs Thr Leu GIn Pro Gly Met Ala Phe
180 185 190 :

Thr Arg Gly Met Ala Gin Thr Gly Gly Val Glu Leu Ala Asn Glu Leu
195 200 205

Leu Lys Leu Ile Glu Leu His Asp Ala Ser _ASn ile Ala Ala Val lle
210 215 220

Val Glu Pro Met Ser Gly Ser Ala Gly Val Leu Val Pro Pro Val Gly
225 230 235 240

Tyr Leu GIn Arg Leu Arg Glu lle Cys Asp GIn His Asn lle Leu Leu
245 250 255

lle Phe Asp Glu Val lle Thr Ala Phe Gly Arg Leu Gly Thr Tyr Ser
260 265 270
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Gly Ala Glu Tyr Phe Gly Val Thr Pro Asp Leu Met Asn Val Ala Lys
275 280 285

GIn Val Thr Asn Gly Ala Val Pro Met Gly Ala Val ile Ala Ser Ser
290 295 300 :

Glu lle Tyr Asp Thr Phe Met Asn Gin Ala Leu Pro Glu His Ala Val
305 310 315 320

Glu Phe Ser His Gly Tyr Thr Tyr Ser Ala His Pro Val Ala Cys Ala
325 330 335

Ala Gly Leu Ala Ala Leu Asp lle Leu Ala Arg Asp Asn Leu Val GIn
340 345 350

GIn Ser Ala Glu Leu Ala Pro His Phe Glu Lys Gly Leu His Gly Leu
355 360 365

GIn Gly Ala Lys Asn Val lle Asp lle Arg Asn Cys Gly Leu Ala Gly
370 375 - 380 ,

Ala lle Gin lle Ala Pro Arg Asp Gly Asp Pro Thr Va! Arg Pro Phe
385 390 395 400

Glu Ala Gly Met Lys Leu Trp Gin Gin Gly Phe Tyr Val Arg Phe Gly
405 410 415

Gly Asp Thr Leu Gin Phe Gly Pro Thr Phe Asn Ala Arg Pro Glu Glu
420 425 430

Leu Asp Arg Leu Phe Asp Ala Val Gly Glu Ala Leu Asn Gly lle Ala
435 440 445

<210> 22

<211> 444

<212>PRT

< 213> Pseudomonas aeruginosa PA01

<400> 22
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Met Thr Met Asn Asp Glu Pro Gin Ser Ser Ser Leu Asp Asn Phe Trp
1 5 10 15 '

Met Pro Phe Thr Ala Asn Arg Gin Phe Lys Ala Arg Pro Arg Leu Leu
20 25 30

Glu Ser Ala Glu Gly lle His Tyr lle Ala Gin Gly Gly Arg Arg lle
35 40 45

Leu Asp Gly Thr Ala Gly Leu Trp Cys Cys Asn Ala Gly His Gly Arg
50 5 60

Arg Glu lle Ser Glu Ala Val Ala Arg Gin lle Ala Thr Leu Asp Tyr
65 70 75 80

Ala Pro Pro Phe Gin Met Gly His Pro Leu Pro Phe Glu Leu Ala Ala
85 90 95

Arg Leu Thr Glu lle Ala Pro Pro Ser Leu Asn Lys Val Phe Phe Thr
100 105 110

Asn Ser Gly Ser Glu Ser Ala Asp Thr Ala Leu Lys lle Ala Leu Ala
115 120 125

Tyr Gin Arg Ala lle Gly GIn Gly Thr Arg Thr Arg Leu lle Gly Arg
130 135 140

Glu Leu Gly Tyr His Gly Val Gly Phe Gly Gly Leu Ser Val Gly Gly
145 150 155 160

Met Val Asn Asn Arg Lys Ala Phe Ser Ala Asn Leu Leu Pro Gly Val
165 170 175
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Asp His Leu Pro His Thr Leu Asp Val Ala Arg Asn Ala Phe Thr Val
180 185 190

Gly Leu Pro Glu His Gly Val Glu Lys Ala Glu Glu Leu Glu Arg Leu
195 200 205

Val Thr Leu His Gly Ala Glu Asn lle Ala Ala Val lle Val Glu Pro
210 215 220

Met Ser Gly Ser Ala Gly Val Val Leu Pro Pro Lys Gly Tyr Leu Gin
225 230 235 240

Arg Leu Arg Glu lle Thr Arg Lys His Gly lle Leu Leu lle Phe Asp
245 250 255

Glu Val lle Thr Gly Phe Gly Arg Val Gly Glu Ala Phe Ala Ala Gin
260 265 270

Arg Trp Gly Val Val Pro Asp Leu Leu Thr Cys Ala Lys Gly Leu Thr
275 280 285

Asn Gly Ser lle Pro Met Gly Ala Val Phe Val Asp Glu Lys lle His
290 295 300

Ala Ala Phe Met GiIn Gly Pro Gin Gly Ala lle Glu Phe Phe His Gly
305 310 315 320

Tyr Thr Tyr Ser Gly His Pro Val Ala Cys Ala Ala Ala Leu Ala Thr
325 330 335

Leu Asp lle Tyr Arg Arg Asp Asp Leu Phe Gin Arg Ala Val Glu Leu
340 345 350

Glu Gly Tyr Trp Gin Asp Ala Leu Phe Ser Leu Arg Asp Leu Pro Asn
355 360 365
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Val Val Asp lle Arg Ala Val Gly Leu Val Gly Gly Val GIn Leu Ala
370 375 380

Pro His Ala Asp Gly Pro Gly Lys Arg Gly Tyr Asp Val Phe Glu Arg
385 390 395 400

Cys Phe Trp Glu His Asp Leu Met Val Arg Val Thr Gly Asp lle lle
405 410 415

Ala Met Ser Pro Pro Leu lle lle Asp Lys Pro His lle Asp Gin lle
420 425 430

Val Glu Arg Leu Ala GIn Ala lle Arg Ala Ser Val
435 440

<210> 23

< 211> 468

<212>PRT

< 213> Pseudomonas aeruginosa PA01
<400> 23

Met Asn Ala Arg Leu His Ala Thr Ser Pro Leu Gly Asp Ala Asp Leu
1 5 10 15

Val Arg Ala Asp Gin Ala His Tyr Met His Gly Tyr His Val Phe Asp
20 25 30

Asp His Arg Val Asn Gly Ser Leu Asn lle Ala Ala Gly Asp Gly Ala
35 40 45

Tyr lle Tyr Asp Thr Ala Gly Asn Arg Tyr Leu Asp Ala Val Gly Gly
50 55 60

Met Trp Cys Thr Asn lle Gly Leu Gly Arg Glu Glu Met Ala Arg Thr
65 70 75 80
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Val Ala Glu Gin Thr Arg Leu Leu Ala Tyr Ser Asn Pro Phe Cys Asp
85 90 95

Met Ala Asn Pro Arg Ala lle Glu Leu Cys Arg Lys Leu Ala Glu Leu
100 105 110

Ala Pro Gly Asp Leu Asp His Val Phe Leu Thr Thr Gly Gly Ser Thr
115 120 125

Ala Val Asp Thr Ala lle Arg Leu Met His Tyr Tyr GIn Asn Cys Arg
130 135 140

Gly Lys Arg Ala Lys Lys His Val lle Thr Arg lle Asn Ala Tyr His
145 150 155 160

Gly Ser Thr Phe Leu Gly Met Ser Leu Gly Gly Lys Ser Ala Asp Arg
165 170 175

Pro Ala Glu Phe Asp Phe Leu Asp Glu Arg lle His His Leu Ala Cys
180 185 190

Pro Tyr Tyr Tyr. Arg Ala Pro Glu Gly Leu Gly Glu Ala Glu Phe Leu
195 200 205 : .

Asp Gly Leh Val Asp Glu Phe Glu Arg Lys lle Leu Glu Leu Gly Ala
210 - 215 220

Asp Arg Val Gly Ala Phe lle Ser Glu Pro Val Phe Gly Ser Gly Gly
225 230 235 240

Val lle Val Pro Pro Ala Gly Tyr His Arg Arg Met Trp Glu Leu Cys
245 250 255

Gin Arg Tyr Asp Val Leu Tyr lle Ser Asp Glu Val Val Thr Ser Phe
260 265 270
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Gly Arg Leu Gly His Phe Phe Ala Ser Gin Ala Val Phe Gly Val Gin
275 280 285

Pro Asp lle lle Leu Thr Ala Lys Gly Leu Thr Ser Gly Tyr GIn Pro
290 295 300

Leu Gly Ala Cys lle Phe Ser Arg Arg lle Trpv Glu Val lle Ala Glu
305 310 315 320

Pro Asp Lys Gly Arg Cys Phe Ser His Gly Phe Thr Tyr Ser Gly His
325 330 335

Pro Val Ala Cys Ala Ala Ala Leu Lys Asn lle Glu lie lle Glu Arg
340 345 350

. Glu Gly Leu Leu Ala His Ala Asp Glu Val Gly Arg Tyr Phe Glu Glu

355 360 365

Arg Leu GIn Ser Leu Arg Asp Leu Pro lle Val Gly Asp Val Arg Gly
370 375 380

Met Arg Phe Met Ala Cys Val Glu Phe Val Ala Asp Lys Ala Ser Lys
385 390 . 395 400

Ala Leu Phe Pro Glu Ser Leu Asn lle Gly Glu Trp Val His Leu Arg
405 410 415

Ala GIn Lys Arg Gly Leu Leu Val Arg Pro lle Val His Leu Asn Val
420 425 430

Met Ser Pro Pro Leu lle Leu Thr Arg Glu Gin Val Asp Thr Val Val
435 440 445

Arg Val Leu Arg Glu Ser lle Glu Glu Thr Val Glu Asp Leu Val Arg
450 455 460

Ala Gly His Arg
465

<210> 24

< 211> 460

<212>PRT

< 213> Pseudomonas putida W619

<400> 24
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Met Asn Ala Pro Phe Gin Pro Gin Arg Asp Thr Arg Asp Tyr GIn Ala
1 5 10 15 '

Ser Asp Ala Ala His His lle His Ala Phe Leu Asp GIn Lys Ala Leu
20 25 30 '

Asn Ala Glu Gly Pro Arg Val lle Thr Arg Gly Glu Arg Leu Tyr Leu
35 40 45

Trp Asp Asn Asp Gly Arg Arg Tyr Leu Asp Gly Met Ser Gly Leu Trp
50 55 60

Cys Thr Gin Leu Gly Tyr Gly Arg Lys Asp Leu Thr Ala Ala Ala Ala
65 70 75 80 -

Ala GIn Met Asp GIn Leu Ala Tyr Tyr Asn Met Phe Phe His Thr Thr
85 90 95

His Pro Ala Val lle Glu Leu Ser Glu Leu Leu Phe Ser Leu Leu Pro
100 105 110

Gly His Tyr Ser His Ala lle Tyr Thr Asn Ser Gly Ser Glu Ala Asn
115 120 125

Glu Val Leu lle Arg Thr Val Arg Arg Tyr Trp Gin Val Val Gly Gin
130 135 140

Pro Asn Lys Lys Val Met lle Gly Arg Trp Asn Gly Tyr His Gly Ser
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145 150 155 160

Thr Leu Ala Ala Thr Ala Leu Gly Gly Met Lys Phe Met His Glu Met
165 170 175 '

Gly Gly Leu lle Pro Asp Val Ala His lle Asp Glu Pro Tyr Trp Tyr
180 185 190

Ala Glu Gly Gly Glu Leu Thr Pro Ala Glu Phe Gly Arg Arg Cys Ala
195 200 205

Leu Gin Leu Giu Glu Lys lle Leu Glu Leu Gly Ala Glu Asn Val Ala
210 215 220

Gly Phe Val Ala Glu Pro Phe Gin Gly Ala Gly Gly Met lie Phe Pro
225 230 235 - 240

Pro Glu Ser Tyr Trp Pro Glu lle GIn Arg lle Cys Arg GIn Tyr Asp
245 250 255

Val Leu Leu Cys Ala Asp Glu Val lle Gly Gly Phe Gly Arg Thr Gly
260 265 270

Glu Trp Phe Ala His Glu Tyr Phe Gly Phe Glu Pro Asp Thr Leu Ser
275 280 285

lle Ala Lys Gly Leu Thr Ser Gly Tyr Val Pro Met Gly Gly Leu Val
290 295 300

Leu Ser Lys Arg lie Ala Glu Ala Leu Val Glu Arg Gly Gly Val Phe
305 310 315 320

Ala His Gly Leu Thr Tyr Ser Gly His Pro Val Ala Ala Ala Val Ala
325 330 335

lle Ala Asn Leu Lys Ala Leu Arg Asp Glu Gly lle Val Arg GiIn Val
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340 345 350

Lys Asp Asp Thr Gly Pro Tyr Leu Gin Arg lle Leu Arg Glu Val Phe
355 360 365

Ala Asn His Pro Leu lle Gly Gin Val GIn Gly Ala Gly Leu Val Ala
370 375 380

Ala Leu Gin Phe Ala Glu Asp Lys Gly Ser Arg Lys Arg Tyr Ala Asn
385 390 395 400

Glu Asn Asp Leu Ala Trp Gin Cys Arg Thr Tyr Gly Phe Glu Glu Gly
405 410 415

Val lle lle Arg Ser Thr Leu Gly Arg Met lle Met Ala Pro Ala Leu
420 425 430

Val Ala Thr His Gly Glu Leu Asp Glu Leu Val Asp Lys Thr Arg lle
435 440 445

Ala Val Asp Arg Thr Ala Arg Gly Leu Gly lle Leu
450 455 460

<210> 25

< 211> 459

<212>PRT

< 213> Pseudomonas putida KT2440

<400> 25

Met Ser Thr His Ser Ser Thr Val Gin Asn Asp Leu Ala Ala Leu lle
1 5 10 15

His Pro Asn Thr Asn Leu Ala Gin His Arg Glu Val Gly Pro Leu Val
20 25 30

lle Ala Arg Gly Asp Gly Val Arg Val Phe Asp Glu Gin Gly Asn Ala
35 40 45
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Tyr lle Glu Ala Met Ser Gly Leu Trp Ser Ala Ala Leu Gly Phe Ser
50 55 60

Glu GIn Arg Leu Val Asp Ala Ala Val Glu Gin Phe Lys GIn Leu Pro
65 70 75 80

Tyr Tyr His Ser Phe Ser His Lys Thr Asn Ala Pro Ala Ala Ala Leu
85 0 95

Ala Ala Lys Leu Ala Ala Leu Ala Pro Gly Asp Leu Asn His Val Phe
100 105 110

Phe Thr Asn Ser Gly Ser Glu Ala Asn Asp Ser Val Val Lys Met Val
115 120 125

Trp Tyr Val Asn Asn Ala Leu Gly Arg Pro Ala Lys Lys Lys Phe lle
130 135 140

Ser Arg Gin Gin Ala Tyr His Gly Ala Thr Val Ala Ala Ala Ser Leu
145 150 155 160 :

Thr Gly lle Pro Ser Met His Arg Asp Phe Asp Leu Pro Ala lle Pro
165 170 175

Val His His Leu Thr Cys Pro Asn Phe Tyr Arg Phe Ala Arg Pro Gly
180 185 190

Glu Ser GIn Glu Ala Phe Thr Val Arg Leu Ala Asn Glu Leu Glu Arg
195 200 205

Tyr lle Leu Ala Glu Gly Pro Glu Thr lle Ala Ala Phe lle Gly Glu
210 215 220

Pro Val lle Ala Ala Gly Gly Val lle Pro Pro Pro Thr Gly Tyr Trp
225 230 235 240
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Ala Ala lle GIn Ala Val Cys Lys Arg Tyr Asp lle Leu Val Val lle
245 : 250 255

Asp Glu lle lle Thr Gly Phe Gly Arg Leu Gly Thr Met Phe Gly Ser
260 265 270 _

GIn Leu Tyr Gly lle GIn Pro Asp lle Met Val Leu Ser Lys GIn Leu
275 280 285

Thr Ser Ser Tyr Gin Pro Leu Ala Ala Val Val Val Ser Asp Ala Met
290 295 300

Asn Asp Val Leu Val Ser GIn Ser GIn Arg Leu Gly Ala Phe Ala His
305 310 315 320

Gly Leu Thr Cys Thr Gly His Pro Val Ala Thr Ala Val Ala Leu Glu
325 330 335

Asn lle Arg lle lle Glu Glu Arg Asp Leu Val Gly His Val GIn His
340 345 350

Leu Ala Pro Val Phe GIn Arg His Leu Arg Ala Phe Glu Asp His Pro
355 360 365

Leu Val Gly Asn Val Arg Gly Val Gly Leu Met Gly Gly lle Glu Leu
370 375 380

Val Ala Asp Lys Ala Thr Arg Gin Pro Phe Ala Gin Pro Gly Thr Leu
385 390 395 400

Gly Gly Tyr Val Phe Lys GiIn Ala His Lys His Gly Leu lle lle Arg
405 410 415

Ala lle Tyr Asp Thr lle Ala Phe Cys Pro Pro Leu lle Thr Thr Gin

420 425 430
Asp Asp lle Glu Ala lle Phe Ser Ala Phe Glu Arg Thr Leu Ala Asp
435 - 440 445

Ala Thr Asp Trp Ala Arg Ser Gin His Leu Leu
450 455

<210> 26

< 211> 490
<212>PRT
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< 213> Pseudomonas putida W619

<400> 26

Met Arg lle Ser Ser Val Ser Ser Ala Pro Gly Ser Val Ser Ser Cys
1 5 10 15

Cys Leu Leu Cys Asp Gin Pro Leu Arg Pro Pro Ala Gly Gly Leu Trp
20 25 30

Thr Leu Glu Lys His Met Ser Val Lys Asn Pro Gin Thr Arg Asp Trp
35 40 45

GIn Thr Leu Ser Gly Glu His His Leu Ala Pro Phe Ser Asp Tyr Lys
50 55 60

Gin Leu Lys Glu Lys Gly Pro Arg lle lle Thr Lys Ala Gin Gly Val
65 70 75 80

His Leu Trp Asp Ser Glu Gly His Lys lle Leu Asp Gly Met Ala Gly
85 90 95

Leu Trp Cys Val Ala Val Gly Tyr Gly Arg Glu Glu Leu Val GIn Ala
100 105 110

Ala Glu Lys GIn Met Arg Glu Leu Pro Tyr Tyr Asn Leu Phe Phe GIn
115 120 125 ‘ '
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Thr Ala His Pro Pro Ala Leu Glu Leu Ala Lys Ala lle Thr Asp Val
130 135 140

Ala Pro Glu Gly Met Thr His Val Phe Phe Thr Gly Ser Gly Ser Glu
145 - 150 155 160

Gly Asn Asp Thr Val Leu Arg Met Val Arg His Tyr Trp Ala Leu Lys
165 170 175

Gly Lys Pro Gin Lys Gin Thr lle lle Gly Arg lle Asn Gly Tyr His
180 185 190

Gly Ser Thr Val Ala Gly Ala Ser Leu Gly Gly Met Ser Gly Met His
195 200 205

Glu Gin Gly Gly Leu Pro lle Pro Gly lle Val His lle Pro Gin Pro
210 218 220

Tyr Trp Phe Gly Glu Gly Gly Asp Met Ser Pro Asp Asp Phe Gly Val
225 230 235 240

Trp Ala Ala Glu GIn Leu Glu Lys Lys lle Leu Glu Val Gly Glu Asp
245 250 255

Asn Val Ala Ala Phe lle Ala Glu Pro lle Gin Gly Ala Gly Gly Val
260 265 270

lle lle Pro Pro Glu Thr Tyr Trp Pro Lys Val Lys Glu lle Leu Ala
275 280 285

Lys Tyr Asp lie Leu Phe Val Ala Asp Glu Val lle Cys Gly Phe Gly
290 295 300

Arg Thr Gly Glu Trp Phe Gly Ser Asp Tyr Tyr Asp Leu Lys Pro Asp
305 310 315 320
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Leu Met Thr lle Ala Lys Gly Leu Thr Ser Gly Tyr lle Pro Met Gly
325 330 335 '

Gly Val lle Val Arg Asp Lys Val Ala Lys Val Leu Ser Glu Gly Gly
340 345 350

Asp Phe Asn His Gly Phe Thr Tyr Ser Gly His Pro Val Ala Ala Ala
355 360 365

Val Gly Leu Glu Asn Leu Arg lle Leu Arg Giu Glu Lys lle Val Glu
370 375 380

Lys Val Arg Thr Glu Val Ala Pro Tyr Leu GiIn Lys Arg Leu Arg Glu
385 390 395 400

Leu Gin Asp His Pro Leu Val Gly Glu Val Arg Gly Leu Gly Leu Leu |
405 410 415

Gly Ala lle Glu Leu Val Lys Asp Lys Ala Ser Arg Ser Arg Tyr Glu -
420 425 430

Gly Lys Gly Val Gly Met Val Cys Arg Asn Phe Cys Phe Asp Asn Gly
435 440 445

Leu lle Met Arg Ala Val Gly Asp Thr Met lle lle Ala Pro Pro Leu
450 455 460

Val lle Ser His Ala Glu Val Asp Glu Leu Val Glu Lys Ala Arg Lys
465 470 475 480

Cys Leu Asp Leu Thr Leu Glu Ala lle Arg
485 490

<210> 27

< 211> 457

<212>PRT

< 213> Streptomyces coelicolor A3(2)

<400> 27
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Met Ser Thr Asp Ser Pro Lys Asp Leu Ser Arg Thr Ala Tyr Asp His
1 5 10 15 )

Leu Trp Met His Phe Thr Arg Met Ser Ser Tyr Glu Asn Ala Pro Val
20 25 30

Pro Thr lle Val Arg Gly Glu Gly Thr His lle Tyr Asp Asp Lys Gly
35 40 45

Arg Arg Tyr Leu Asp Gly Leu Ala Gly Leu Phe Val Val Gin Ala Gly
50 55 60 -

His Gly Arg Gin Glu Leu Ala Glu Thr Ala Ser Lys GIn Ala Gin Giu
65 70 75 80

Leu Ala Phe Phe Pro Val Trp Ser Tyr Ala His Pro Lys Ala Val Glu
85 90 95

Leu Ala Glu Arg Leu Ala Asn Glu Ala Pro Gly Asp Leu Asn Lys Val
100 105 110

Phe Phe Thr Thr Gly Gly Gly Glu Ala Val Glu Thr Ala Trp Lys Leu
115 120 125

Ala Lys GIn Tyr Phe Lys Leu Thr Gly Lys Pro Thr Lys Tyr Lys Val
130 135 140

lle Ser Arg Ala Val Ala Tyr His Gly Thr Pro Gin Gly Ala Leu Ser
145 150 155 160

lle Thr Gly Leu Pro Ala Leu Lys Ala Pro Phe Glu Pro Leu Val Pro
165 170 175
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Gly Ala His Lys Val Pro Asn Thr Asn lle Tyr Arg Ala Pro lle His
180 185 190

Gly Asp Asp Pro Glu Ala Tyr Gly Arg Trp Ala Ala Asp Gin lle Glu
- 195 200 205

GIn GIn lle Leu Phe Glu Gly Pro Glu Thr Val Ala Ala Val Phe Leu
210 215 220

Glu Pro Val GIn Asn Ala Gly Gly Cys Phe Pro Pro Pro Pro Gly Tyr
225 230 235 240

Phe Gin Arg Val Arg Glu lle Cys Asp GiIn Tyr Asp Val Leu Leu Val
245 250 255

Ser Asp Glu Val lle Cys Ala Phe Gly Arg Leu Gly Thr Thr Phe Ala
260 265 270

Cys Asp Lys Phe Gly Tyr Val Pro Asp Met Ile Thr Cys Ala Lys Gly
275 280 285

Met Thr Ser Gly Tyr Ser Pro lle Gly Ala Cys Val lle Ser Asp Arg
290 295 300

Leu Ala Glu Pro Phe Tyr Lys Gly Asp Asn Thr Phe Leu His Gly Tyr
305 310 315 320

Thr Phe Gly Gly His Pro Val Ser Ala Ala Val Gly lle Ala Asn Leu
325 330 335

Asp Leu Phe Glu Arg Glu Gly Leu Asn GIn His Val Leu Asp Asn Glu
340 345 350

Gly Ala Phe Arg Ala Thr Leu Glu Lys Leu His Asp Leu Pro lle Val
355 360 365
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Gly Asp Val Arg Gly Asn Gly Phe Phe Tyr Gly lle Glu Leu Val Lys
370 375 380

Asp Lys Ala Thr Lys Glu Ser Phe Asp Glu Glu Glu Thr Glu Arg Val
385 390 395 400

Leu Tyr Gly Phe Leu Ser Lys Lys Leu Phe Glu Asn Gly Leu Tyr Cys
405 410 415

Arg Ala Asp Asp Arg Gly Asp Pro Val lle GIn Leu Ala Pro Pro Leu
420 425 430

lle Ser Asn GIn Glu Thr Phe Asp Glu lle Glu Gin lle Leu Arg Ala
435 440 445

Thr Leu Thr Glu Ala Trp Thr Lys Leu
450 455

<210> 28

< 211> 459

<212>PRT

< 213> Streptomyces avermitilis MA 4680
<400> 28

Met Gly Asn Pro lle Ala Val Ser Lys Asp Leu Ser Arg Thr Ala Tyr
1 5 10 15

Asp His Leu Trp Met His Phe Thr Arg Met Ser Ser Tyr Glu Asn Ala
20 25 30

Pro Val Pro Thr lle Val Arg Gly Glu Gly Thr Tyr lle Tyr Asp Asp
35 40

Lys Gly Lys Arg Tyr Leu Asp Gly Leu Ser Gly Leu Phe Val Val Gin
50 - 55 60

Ala Gly His Gly Arg Thr Glu Leu Ala Glu Thr Ala Phe Lys GIn Ala
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65 70 75 80

GiIn Glu Leu Ala Phe Phe Pro Val Trp Ser Tyr Ala His Pro Lys Ala
85 90 95

Val Glu Leu Ala Glu Arg Leu Ala Asn Tyr Ala Pro Gly Asp Leu Asn
100 105 110

Lys Val Phe Phe Thr Thr Gly Gly Gly Glu Ala Val Glu Thr Ala Trp
115 120 125

Lys Leu Ala Lys Gin Tyr Phe Lys Leu Gin Gly Lys Pro Thr Lys Tyr
130 135 140

Lys Val lle Ser Arg Ala Val Ala Tyr His Gly Thr Pro Gin Gly Ala
145 150 155 160

Leu Ser lle Thr Gly Leu Pro Ala Leu Lys Ala Pro Phe Glu Pro Leu
165 170 175

Val Pro Gly Ala His Lys Val Pro Asn Thr Asn lle Tyr Arg Ala Pro
180 185 - 190

Leu Phe Gly Asp Asp Pro Glu Ala Phe Gly Arg Trp Ala Ala Asp Gin
195 200 205

lle Glu GIn Gin lle Leu Phe Glu Gly Pro Glu Thr Val Ala Ala Val
210 215 220

Phe Leu Glu Pro Val Gin Asn Ala Gly Gly Cys Phe Pro Pro Pro Pro
225 230 235 240

Gly Tyr Phe GiIn Arg Val Arg Glu lle Cys Asp GIn Tyr Asp Val Leu
‘ 245 250 255 ’

Leu Val Ser Asp Glu Val lle Cys Ala Phe Gly Arg Leu Gly Thr Met
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260 265 270

Phe Ala Cys Asp Lys Phe Gly Tyr Val Pro Asp Met Ile Thr Cys Ala
275 280 285

Lys Gly Met Thr Ser Gly Tyr Ser Pro lle G-Iy Ala Cys lle Val Ser
290 295 300

Asp Arg lle Ala Glu Pro Phe Tyr Lys Gly Asp Asn Thr Phe Leu His
305 310 315 320

Gly Tyr Thr Phe Gly Gly His Pro Val Ser Ala Ala Val Gly Val Ala
325 330 335

Asn Leu Asp Leu Phe Glu Arg Glu Gly Leu Asn GIn Hls Val Leu Asp
340 345 350

Asn Glu Ser Ala Phe Leu Thr Thr Leu GIn Lys Leu His Asp Leu Pro
355 360 365

ile Val Gly Asp Val Arg Gly Asn Gly Phe Phe Tyr Gly lle Glu Leu
370 375 380

Val Lys Asp Lys Ala Thr Lys Glu Thr Phe Thr Asp Glu Glu Ser Glu
385 390 395 400

Arg Val Leu Tyr Gly Phe Val Ser Lys Lys Leu Phe Glu Tyr Gly Leu
405 410 415

Tyr Cys Arg Ala Asp Asp Arg Gly Asp Pro Val lle Gin Leu Ser Pro
420 425 430

Pro Leu lle Ser Asn Gin Ser Thr Phe Asp Glu Ile Glu Ser lle lle
435 440 445

Arg Gin Val Leu Thr Glu Ala Trp Thr Lys Leu

450 455

<210> 29

< 211> 450

<212>PRT

< 213> Streptomyces avermitilis MA 4680

<400> 29
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Met Thr Pro GIn Pro Asn Pro Gin Val Gly Ala Ala Val Lys Ala Ala
1 5 10 15

Asp Arg Ala His Val Phe His Ser Trp Ser Ala Gin Glu Leu lle Asp
20 25 30

Pro Leu Ala Val Ala Gly Ala Glu Gly Ser Tyr Phe Trp Asp Tyr Asp
35 40 45 '

Gly Arg Arg Tyr Leu Asp Phe Thr Ser Gly Leu Val Phe Thr Asn lie
50 55 60

Gly Tyn" GIn His Pro Lys Val Val Ala Ala lle GIn Glu GiIn Ala Ala
65 70 75 80 : : .

Ser Leu Thr Thr Phe Ala Pro Ala Phe Ala Val Glu Ala Arg Ser Glu
85 90 95

Ala Ala Arg Leu lle Ala Glu Arg Thr Pro Gly Asp Leu Asp Lys lle
100 105 110

Phe Phe Thr Asn Gly Gly Ala Asp Ala lle Glu His Ala Val Arg Met
115 120 125

Ala Arg lle His Thr Gly Arg Pro Lys Val Leu Ser Ala Tyr Arg Ser
130 - 135 140

Tyr His Gly Gly Thr GIn GiIn Ala Val Asn lle Thr Gly Asp Pro Arg
145 150 155 160

58



ES 2536 639 T3

Arg Trp Ala Ser Asp Ser Ala Ser Ala Gly Val Val His Phe Trp Ala
165 170 175

Pro Tyr Leu Tyr Arg Ser Arg Phe Tyr Ala Glu Thr Glu GIn Gin Glu
180 185 190

Cys Glu Arg Ala Leu Gilu His Leu Glu Thr Thr lle Ala Phe Glu Gly
195 200 205

Pro Gly Thr lle Ala Ala lle Val Leu Glu Thr Val Pro Gly Thr Ala
210 215 220

Gly lle Met Val Pro Pro Pro Gly Tyr Leu Ala Gly Val Arg Glu Leu
225 230 235 240

Cys Asp Lys Tyr Gly lle Val Phe Val Leu Asp Glu Val Met Ala Gly
245 250 255

Phe Gly Arg Thr Gly Glu Trp Phe Ala Ala Asp Leu Phe Asp Val Thr
260 - 265 270

Pro Asp Leu Met Thr Phe Ala Lys Gly Val Asn Ser Gly Tyr Val Pro
275 280 285

Leu Gly Gly Val Ala lle Ser Gly Lys lie Ala Giu Thr Phe Gly Lys
290 295 300

Arg Ala Tyr Pro Gly Gly Leu Thr Tyr Ser Gly His Pro Leu Ala Cys
305 310 315 320

Ala Ala Ala Val Ala Thr lle Asn Val Met Ala Glu Glu Gly Val Val
325 330 335

Glu Asn Ala Ala Asn Leu Gly Ala Arg Val lle Glu Pro Gly Leu Arg
340 345 350
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Glu Leu Ala Glu Arg His Pro Ser Val Gly Glu Val Arg Gly Val Gly
355 360 365

Met Phe Trp Ala Leu Glu Leu Val Lys Asp Arg Glu Thr Arg Glu Pro
370 375 380 ,

Leu Val Pro Tyr Asn Ala Ala Gly Glu Ala Asn Ala Pro Met Ala Ala
385 390 395 400

Phe Gly Ala Ala Ala Lys Ala Asn Gly Leu Trp Pro Phe Ile Asn Met
405 410 415

Asn Arg Thr His Val Val Pro Pro Cys Asn Val Thr Glu Ala Glu Ala
420 425 430

Lys Glu Gly Leu Ala Ala Leu Asp Ala Ala Leu Ser Val Ala Asp Glu
435 440 445

Tyr Thr
450

<210> 30

< 211> 446

< 212> PRT

< 213> Chromobacterium violaceum ATCC 12472
<400> 30

Met Asn His Pro Leu Thr Thr Arg Ser Glu Phe Asp His Leu Asp Leu
1 5 10 15

Arg Ala His Trp Met Pro Phe Ser Ala Asn Arg Asn Phe GIn Arg Asp
20 25 30

Pro Arg Leu lle Val Ser Gly Glu Gly Asn Tyr Leu Thr Asp Ala Asp
35 40 45
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Gly Arg Arg lle Phe Asp Ser Leu Ser Gly Leu Trp Cys Cys Gly Ala
50 55 60

Gly His Ser Arg Lys Glu lle Ala Glu Ala Ala Tyr Arg GIn Leu Ser
65 70 75 80

Thr Leu Asp Tyr Ser Pro Gly Phe Gin Phe Gly His Pro Leu Ser Phe
85 20 95

Arg Leu Ala Glu Arg Val Ala Ala Met Ala Pro Gly Ala Leu Asn His
100 105 110

Val Phe Phe Thr Asn Ser Gly Ser Glu Cys Ala Asp Thr Ala Val Lys
115 120 125

Met Ala Arg Ala Tyr Trp Arg Leu Lys Gly GIn Ala Ser Lys Thr Lys
130 135 140

Leu lle Gly Arg Ala Arg Gly Tyr His Gly Val Asn lle Ala Gly Thr
145 150 155 160

Ser Leu Gly Gly Met Asn Gly Asn Arg Lys Leu Phe Gly Pro Leu Met
165 170 175

Asp Ala Asp His Leu Pro His Thr Leu Leu Pro Ala Asn Ala Phe Ser
180 185 190

Arg Gly Leu Pro Glu Gin Gly Ala Glu Leu Ala Asp Asp Leu Leu Arg
195 200 205

Leu lle Glu Leu His Asp Ala Ser Asn lle Ala Ala Val lle Val Glu
210 215 220

Pro Met Ala Gly Ser Ala Gly Val lle Val Pro Pro Gin Gly Tyr Leu
225 230 235 240
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Gin Arg Leu Arg Glu lle Cys Thr GIn His Gly lle Leu Leu lle Phe
245 250 255

Asp Glu Val lle Thr Gly Phe Gly Arg Thr Gly Ser Leu Phe Gly Ala
260 265 270

Asp His Phe Gly Val Thr Pro Asp lle Met Asn Leu Ala Lys GiIn Leu
275 280 285

Thr Asn Gly Ala Val Pro Met Gly Ala Val Val Ala Ser Ser Glu lle
290 295 300

Tyr Asp Ala Phe Met Ala Gin Ala Thr Pro Glu Tyr Ala Val Glu Phe
305 310 315 320

Ala His Gly Tyr Thr Tyr Ser Ala His Pro Val Ala Cys Ala Ala Ala
325 330 335

Leu Ala Ala Leu Asp Val Leu Glu Gin Glu Asn Leu Val Ala Arg Ala
340 345 350

Ala Glu Leu Ala Pro His Phe Glu Arg Gly lle His Gly Leu Lys Gly
355 360 365

Leu Pro His Val lle Asp lle Arg Asn Cys Gly Leu Ala Gly Ala Val
370 375 380

Gin lle Ala Pro Ser Gly Gly Asp Ala lle Val Arg Pro Tyr Glu Ala
385 390 395 400 :

Ala Met Ala Leu Trp Arg Lys Gly Phe Tyr Val Arg Tyr Gly Gly Asp
405 410 415

Ala Leu GIn Phe Giy Pro Pro Phe Thr Ala Thr Pro Gin Glu Leu Asp

420 425 430
Ser Leu Phe Asp Ala Val Gly Glu Thr Leu Ala Lys Leu Ala
435 440 445
<210> 31
< 211> 11539
< 212> ADN

< 213> Artificial

<220>
< 223> Vector
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<400> 31

gaaaaccgcc actgcgccgt taccaccgct gegttcggtc aaggttctgg accagttgcg 60
tgagcgcata cgctacttge attacagttt acgaaccgaa caggcttatg t?:aattcgcc 120
tctcaggcegce cgetggtgece getggttgga cgeccaagggt gaatccgect cgatacectg 180
attactcgct tectgegecc tetcaggegg cgatagggga ctggtaaaac ggggattgece 240
cagacgcctc ccccgeccct tcaggggcac aaatgcggece ccaacggggce cacgtagtgg 300
tgcgtitttt gcgtttccac ccttttctte cttttccctt ttaaaccttt taggacgtct 360
acaggccacg taatccgtgg cctgtagagt ttaaaaaggg acggatttgt tgccattaag 420 A
ggacggattt gttgttaaga agggadggat ttgttgttgt aaagggacgg atttgttgta 480
ttgtgggacg cagatacagt gtccccttat acacaaggaa tgtcgaacgt ggcctcaccc 540 )
ccaatggttt acaaaagcaa tgccctggtc gaggecgcegt atcgectcag tgttcaggaa 600
cagcggatcg ttctggccetg tattagccag gtgaagagga gcgagcctgt caccgatgaa 660
gtgatgtatt cagtgacggc ggaggacata gcgacgatgg cgggtgtcce tatcgaatet 720
tcctacaacc agctcaaaga agcggcecctg cgcctgaaac ggcgggaagt ccggttaace 780
caagagccca atggcaaggg gaaaagaccg agtgtgatga ttaccggctg ggtgcaaaca 840
atcatctacc gggagggtga gggccgtgta gaactcaggt tcaccaaaga catgctgececg 900
tacctgacgg aactcaccaa acagttcacc aaatacgcct tggctgacgt ggccaagatg 960

gacagcaccc acgcgatcag gctitacgag ctgctcatge aatgggacag catcggccag 1020
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cgcgaaatag aaattgacca gctgcgaaag tggtttcaac tggaaggceg gtatccctcg 1080
atcaaggact tcaagttgcg agtgcttgat ccagccgtga cgcagatcaa cgagcacage 1140
ccgctacagg tggégtgggc gcagcgaaag accgggcgca aggtcacaca tétgttgttc 1200
agttttggac cgaagaagcc cgccaaggceg gtgggtaagg ccccagcgaa gcgcaaggec 1260
gggaagattt cagatgctga éatcgcgaaa caggctcgcc ctggtgagac atgggaagcg‘ 1320
geccgegcete gactaaccca gatgeegetg gatctggect agaggecgtg gccaccacgg 1380
cccggcectge ctttcaggcet geattattga agcatttatc agggttattg tctcatgage 1440
ggatacatat ttgaatgtat ttagaaaaat aaacaaaaga gtttgtagaa acgcaaaaag 1500
gccatcegtc aggatggcct tetgcttaat ttgatgcctg gecagtttatg gcgggegtece 1560
tgcccgcecac ceteccgggcece gﬁgcttcgc aacgttcaaa tccgctcccg geggatttgt 1620
cctactcagg agagcgttca ccgacaaaca acagataaaa cgaaaggccc agtctttcga 1680
ctgagccttt cgttttattt gatgcctgge agttccctac tetcgeatgg ggagacececa 1740
cactaccatc ggcgctacgg cgtttcactt ctgagttcgg catggggtca ggtgggacca 1800
ccgegcetact gecgeccagge aaattetgtt ttatcagacc gcttctgegt tetgatttaa 1860
tctgtatcag gctgaaaatc tictctcate cgccaaaaca gaagettgge tgcaggtcga 1920
caagcgctga atgggtatcg gcactagagt ttéacttggc taggctaatt ggtatggtca 1980
ttttitatttt gtcctgaatt acctagaatg acttgaagtt ttaatcttca cttttcecteg 2040
tagagcacat agtcttcttt cgtagccccg caatccggac agcaccagtc atcaggaata 2100
tcctcaaagc gagtacctgg agtaaaacce tcggcectcat cgeccaacge ctcatcatat 2160
atatggccac aagtaataca tatccacttc aagtatgctt tcccgecttg ggcatcagac 2220
cttggaggtt gagtittata tagatcttgg cctttaacgt cggcactagg caatttctct 2280
aagcttgtcg gcgcaaccac tgcttcagca gttaaacttg tgccactaac ctcggataaa 2340
titggcgaag tatgggttga ggtgacgcecce ttttcaccta cgccgetcte aattaacatg 2400

aagtcaagct tgtctcgaac ggcgcaatcg gggcagcacc aatcctcagg aataaggtge 2460
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caaggcgtac ctggagaaaa cccctcatge acattacccg cactctcatc ataaacataa 2520
ttacaatccg ggcatttata gctagccata ctcatcacca tgtcaaattg ttattttgcg 2580
ttgcggcaaa .ﬁtgcgnat ttatttctca tcttettcct tgtggaagat tttcttacéa 2640
cctgtggggt gctcgectga tcaagaactt cagtcttage cgcacagccc tecatttttat 2700
tttcttgétt aagtgggatc‘ actaattctg cggccaaaac tgccattcca gttggagtag 2760
catctgaaat accactttcc gagttggcaa getgactatt cacccctage tgtgtttctt 2820
tcgagggaga atccgcgaga aagataaagt ccaccttgte tcgaactgecg cagtccggge 2880
atgcccaatc tttggggata tcattccagce tggtgttcgg gtggaaacct tcgtgcgget 2940
cccccttatt ttcatcatag atatactgac aatctggaca ctggtacctt gacattctce 3000
cactctccta ttaactcagc gttagtcgct gctccgacaa cticatcaga gtgtaactat 3060
cggagcaggt cgccttcaaa gcaattacag agaggcaatc aaccctcage actttagcga 3120
agtgcactct ttgtgagagc tttcaacgcc gcacataaaa ttgaagcact tattgtaaat 3180
atcgaccgcc gggctctgeg tgctcacata actacgatge taccgcagag gtactcgaac 3240
tatgaccagc actactagtg ccaaattttt tcaaataggt tictcgcatc gaatcatcaa 3300
tttggatctt attaaggtca ccaccagccc aatctactac cttgggatcc ataactgatc 3360
taaaccactg aggaatcatc gccatcaaaa atgcaccagg gtaacccgtc ggaagagccg 3420
gcaggccggg aaaatcccga agtgactgat aagaacgtgt tggatgcgceg tggtgatccg 3480
agtgccgcetg aaggtggaac agcactagat tagagacgat gtgattacta ttccaagaat 3540
ggtgcggctt ttgatgctca tatcgaccgt ccteccatttt ttgacggage aagccgtaat 3600
gttcaatata gttcgcactg gtcagctgce accaaccgaa agccatttga atcggcagga 3660
acaccagcat éttaggtcca aacaaggcaa ggagaacggc gtaaagaata actgtgatga 3720
tcattggttg gaggamca ttatcgaaac tccaaacgct ttggccacgg cgcgaaaggc 3780
gttgttcctc aagcccccaa gcacgaataa atgetcetgg gatctcacgg attgaaaact 3840

tataaatgct ttctcccate cgggatgttg caggatccat cggtgtagecg acatcacggt 3900
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gatgaccctt attatgctca ataaagaagt gaccgtaccce tacgacagcc aacacaattt 3960
tggccatcca acgatcaaaa gtctecttet tgtgaccgag ttegtgtcet gtattgageg 4020
ctagtccgtt cacgataccc agtgacaagg caagcgcacc aatttcaa‘g‘c caagacattg 4080
gctgagttce gacccaccat gctgacacaa ttaatgcagc gtaatgcata ggaactgtta 4140
gatatgtcaa aactcgatag taccgctcct tctctagtit cggcaccact tcttcaggdg 4200
gattattaaa gtcctcacca aacatcgcat caagcaatgg aagtgcgeceg taccatacga 4260
gcaataccag cccataaaaa atcccccaac cagtttcatt tgcaagccag attccgatca 4320
tcggagtagc cggccacaaa gttgatagta tccagagata tttcttttta tctacgtact 4380
ctggagcgga atccagaact ctgtgtttct caagcatatg gaattctcca atitttatta 4440
aattagtcgc tacgagattt aagacgtaat tttatgccta actgagaaag ttaagccgecc 4500
cactctcact ctcgacatct taaacctgag ctaatcggac gcttgcgcca actacaccta 4560
cgggtagttt ttgctcegte gtctgectgga aaaacacgag ctggccgcaa gecatgccagg 4620
taccgcgagc tactcgcgac ggctgaaagc accgaaatga gcgagctate tggtcgattt 4680
tgacccggtg cccgtcttca aaatcggcga aggccgaagt cggccagaaa tagecggecta 4740
cttcagacct tccctagtaa atattttgca ccaccgatca tgccgactac acttaagtgt 4800
agttttaata tttaacaccg taacctatgg tgaaaatttc cagtcagctg gcgcgagaat 4860
agcataatga aaataataat aaataatgat ttcccggtcg ctaaggtcgg agcggatcaa 4920
attacgactc tagtaagtgc caaagttcat agttgcatat atcggccaag attgagtatc 4980
gcggatggag ccgctcccag agtatgcctt tacagagccce cacctggata tgggaaaacc 5040
gttgctcttg cgttcgagtg gctacgccac agaacagccg gacgtectge agtgtggctt 51 00
tctttaagag ccagttctta cagtgaattt gatatctgcg cagagattat tgagcagett 5160
gaaactttcg aaatggtaaa attcagccgt gtgagagagg gtgtgagcaa gcctgcgectc 5220
ttgcgagacc ttgcatctag tctttggcag agcacctcga ataacgagat agaaacgcta 5280

gtttgtttgg ataatattaa tcatgactta gacttgccgt tgttgcacge acttatggag 5340
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tttatgttaa atacaccaaa aaatatcagg tttgcagttg caggcaatac aataaaaggg 5400
ttctcgcagc ttaaacttge aggcgctatg cgggagtaca ccgagaaaga cttggecttt 5460
agcgcagaaﬁ aggcggtggc gttagcggag gcagagtctg ttct_fggagt tcctgaagaa 5520
cagatagaga ccttggtgca agaagttgag gggtggcctg ctcttgtagt ttttttgtta 5580
aagcgtgagt tgccggccaa gcatatttca gcagtagttg aagtagacaa ttaétttagg 5640
gatgaaatat ttgaggcgat teccgagegce tatcgtgttt ttcttgcaaa ttettcattg 5700
ctcgatttcg tgacgcctga tcaatacaat tatgtattca aatgcgtcaa tggggtctca 5760
tgtattaagt atttaagcac taattacatg ttgcttcgcc atgtgagcgg tgagccageg 5820
cagtttacac tgcatccagt actgcgtaat tttctacgag aaattacttg gactgaaaat 5880
cctgctaaaa gatcctacct gcttaagcgt gcagctttct ggecattggeg tagaggtgaa 5940
taccagtatg caatacgaat atccctacgg gcgaatgact gtcgctgggce agtcagcatg 6000
tctgagagaa taattttaga tttgtcattt cgtcagggcg aaatagatgc gctgagacag 6060
tggctgttag agetgccgaa gcaggcectgg caccaaaaac ccatagtgcet tattagttac 6120
gcgtgggtat tgtatttcag tcagcaagge gcgcgagcag agaagttaat taaagaccta 6180
tcttcacaat ccgataaaaa aaataaatgg caagaaaagg aatggctgca gettgtgett 6240
gcaataggta aagcaaccaa agatgaaatg ctttcgagtg aggaéctctg taataagtgg 6300
attagtttat ttggggattc aaacgcagtt ggaaaagggg ccgcgctaac ctgtttgget 6360
tttatttftg ccagtgagta tagatttgca gagttggaga aggtgctggc tcaggcccaa 6420
gccgtgaata aatttgcaaa acaaaatttt gcttitggtt ggctgtatgt cgcgaggtit 6480
caacaagccc tagcaagcgg aaaaatgggc tgggcgaggc agattataac tcaagcacge 6540
acagacagtc gcgcgcagat gatggaatcc gagtttactt cgaaaatgtt tgacgctcta 6600
gagcttgagt tacattatga attgcgcetgce ttggacacct cagaagaaaa gectctccaaa 6660
attttagagt tcatttccaa tcacggggtg acagacgtgt ttttttccgt atgccgtget 6720

gtgtcagctt ggcggcettgg aaggagtgac ctaaatggcet ccattgagat attggagtgg 6780
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gcgaaggcgc atgcggttga aaaaaatcta ccaagattgg aagttatgag ccaaattgag 6840
atctatcagc gcnagtc!g tcaaggcata acgggcataa ataatttaaa aactcttgaa 6900
g_afcataaga ttttctccgg acagcactca geccccectaa aagcacgcect getgettgtt 6960
caatcactag tgctttcccg agatcggaac ttticatagtg ccgcgcacag agcegttattg 7020
gctattcagc aagcccgtaa aattaacgeg ggccagcetgg aagtccgtgg attattgtgt 7080
ttggccggag cgecaggcagg tgccggtgat ttaaaaaagg ctcagcttaa cattgtttat 7140
gcagtggaga tagcaaaaca gcttcaatgce tttcaaacag ttcttgatga agtatgttta 7200
attgagcgaa taataccggc ttcatgtgaa gccttcacag cagttaatit agatcaageg 7260
attggggctt ttagtcttcc gcgaatagtt gagattggaa agtccgcaga gaataaagct 7320
gacgctttat tgacacggaa gcagattgct gtcttgaggc ttgtaaaaga ggggtgctca 7380
aacaaacaaa tagcaacaaa tatgcatgtc accgaagatg ctataaagtg gcatatgagg 7440
aaaatatttg ccaccttgaa tgtagtgaat cgcacgcaag caacaattga agctgagcgt 7500
caaggaatta tctaaaataa tcggcattaa gtgatatagt gaaaagtata ccggagagag 7560
aattatggca atcgttgttg ttggcgetgg tacagctgga gtaaatgetg cgttetgget 7620
tcgtcaatat ggttataaag gggaaattag gatttttagc agggagtctg tggegectta 7680
tcagcggcct cétctatcca aggctttict gacaagtgag attgcagaat ccgcagtgee 7740
attaaagcca gaaggttttt atacgaataa caatattacc atttcgttaa atacaccgat 7800
tgtatcaatc gacgtggggc gtaagatagt ticttctaaa gatggaaaag aatacgcgta 7860
tgaaaaattg attcttgcaa cacctgctag cgcacgtagg ttaacctgcg aggggtctga 7920
actgtctggg gtctgctatt tacgcagtat ggaagacgcc aaaaatttac gtaggaaact 7980
tatggagagt gcgtcetgttg ttgtgttggg cggcggagta-atcgggcettg aagtcgeectc 8040
agctgcggtg ggcttaggga agagggtcac agtgatagaa gccaccccgce gtgtaatgge 8100
gcgegtggtt acgccggeag cagcaaactt agtcagagcc cgectggagg ctgaaggaat 8160

tgagttcaag ctgaatgcga aattaacgtc tataaagggc aggaatggcc atgttgaaca 8220
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atgcgtactt gaaagtggag aagaaattca ggcggatctg attgtagttg gaatcggtgc 8280
tatcccagag ctagagcetgg caactgaggce ggcccttgaa gtgagtaatg gtgttgtggt 8340
cgatgatcag atgtgtacat cggatacaag tatatatgca atcggcgact gcgcaatgge 8400
tagaaatcct tittggggaa cgatggtacg tttagagaca attcataatg cggttacaca 8460 |
cgctcaaatt gtcgcaagta gcatctgtgg cacatcaaca ccagcaccaa ccccaccacg 8520
gttctggtct gatcttaaag ggatggcgct gcaaggactt ggtgctctaa aggactacga 8580
taaactcgtt gttgcaatta ataacgaaac tcttgaacta gaagtccttg cgtacaagca 8640
ggagcgactg attgcaactg agacaataaa tttgcctaaa cgtcaaggtg cgettgcagg 8700
gagtataaaa ttacctgatt agcaatgatg ctcagccact cgaaccaacg gtcgcgatag 8760
ggacggcagt tacctgccgce cccccgceact cecgtacgtge ggaéctaccg cgtaaaatgt 8820
ggcccaggct gttatgtgge getigggcgg ggaagtattg ccatatttgg tgatgaccgt 8880
tttctacgcc acataaatcg gtggtggceta tggtgggatt tecccttgetg aaatgggaga 8940
tccgatcatg ttcgagctct tattcaaata cactgctgtg ttggcggtaa gcgttctcga 9000
gctcatagtc cacgacgccc gtgattttgt agccctggec gacggcecage aggtaggeccg 9060
acaggctcat gccggecgec gecgcectttt cctcaatcgce tettcgttcg tetggaagge - 9120
agtacacctt gataggtggg ctgcccttcc tggttggctt ggtticatca gccatccget 9180
tgccctcatc tgttacgccg geggtageecg geccagectecg cagagcagga tteccegttga 9240
gcaccgccag gtgcgaataa gggacagtga agaaggaaca cccgctcgeg ggtgggecta 9300
cttcacctat cctgceccggce tgacgecgtt ggatacacca aggaaagtct acacgaaccc 9360
tttggcaaaa tcctgtatat cgtgcgaaaa aggatggata taccgaaaaa atcgctataa 9420
tgaccccgaa gcagggttat gcagcggaaa agcgctgctt ccctgcetgtt ttgtggaata 9480
tctaccgact ggaaacaggce aaatgcagga aattactgaa ctgaggggac aggcgagaga 9540
ggatcaatgg ctatctgggé gaccgagggc tgtcgctgcg ccaaggcacg attggagatc 9600

ccctatgcgg tgtgaaatac cgcacagatg cgtaaggaga aaataccgca tcaggcgetc 9660
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ttccgcttee tcgetcactg actcgetgeg ctcggtegtt cggetgegge gageggtate 9720
agctcactca aaggcggtaa tacggttatc cacagaatca ggggataacg caggaaagaa 9780
catgtgagca aaaggccagc aaaaggccag gaaccgtaaa aaggecgegt tgctggegtt 9840 |
tttccatagg ctccgceccce ctgacgagca tcacaaaaat cgacgctcaa gtcagaggtg 9900
gcgaaacccg acaggactat aaagatacca ggegtitccc cctggaagcet cecctegtgeg 9960
ctctcetgtt ccgacccetgce cgcettacegg atacctgtec gectitctce cttcgggaag 10020
cgtggcgctt tetcatagcet cacgétgtag gtatctcagt tcggtgtagg tcgttcgecte 10080
caagctgggc tgtgtgcacg aaccceccegt tcagececcgac cgcetgegect tatccggtaa 10140
ctatcgtctt gagtccaacc cggtaagaca cgacttatcg ccactggcag cagccactgg 10200
taacaggatt agcagagcga ggtatgtagg cggtgctaca gagttcttga agtggtggcc 10260
taactacggc tacactagaa ggacagtatt tggtatctgc gctctgctga agccagttac 10320
cttcggaaaa agagttggta gctcttgatc cggcaaacaa accaccgctg gtagcggtgg 10380
titttttgtt tgcaagcagc agattacgcg cagaaaaaaa ggatctcaag aagatccttt 10440
gatctttict acggggtctg acgctcagtg gaacgaaaac tcacgttaag ggattttggt 10500
catgagatta tcaaaa‘aggé tcttcaccta gatcctitta aattaaaaat gaagtttitaa 10560
atcaatctaa agtatatatg agtaaacttg gtctgacagt taccaatcga ttggtcggte 1"0620
atttcgaacc ccagagtccc gctcagaaga actcgtcaag aaggcgatag aaggcgatge 10680
gctgcgaatc gggagcggcg ataccgtaaa gcacgaggaé gecggtcagec cattcgcege 10740
caagctcttc agcaatatca cgggtagcca acgctatgtc ctgatagegg tccgccacac 10800
ccagccggcc acagtcgatg aatccagaaa agcggccatt ttccaccatg atattcggca 10860
agcaggcatc gccatgggtc acgacgagat cctcgecgtc gggcatgcgce gecttgagec 10920
tggcgaacag tteggetgge gegageccect gatgetettc gtccagatea tcctgatega 10980
caagaccggc ttccatccga gtacgtgcetc getcgatgcg atgtttcgcet tggtggtcga 11040

atgggcaggt agccggatca agcgtatgca gccgccgcat tgcatcagcec atgatggata 11100
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ctttctcggc aggagcaagg tgagatgaca ggagatcctg ccccggcact tcgcccaata 11160

gcagccagtc ccttcccgcet tcagtgacaa cgtcgagcac agetgcgcaa ggaacgeceg 11220

tcgtggccag ccacgatage cgcgcetgcect cgtecctgeag ttcattcagg gcaccggaca 11280

ggtcggtctt gacaaaaaga accgggegcec cctgcgetga cagccggaac acggeggeat 11340

cagagcagcc gattgtctgt tgtgcccagt catagccgaa tagcctctcec acccaagegg 11400

ccggagaacc tgcgtgcaat ccatcttgtt caatcatgeg aaacgatcct catcctgtet 11460

cttgatcaga tcttgatccc ctgcgccatc agatccttgg cggcaagaaa gecatccagt 11520

ttactttgca gggcttcce

<210> 32
<211>35
<212> ADN

< 213> Artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 32

aagggaattc catatgcttg agaaacacag agttc
<210> 33

<211>35

<212> ADN

< 213> Atrtificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 33

aaaattcgcg tcgacaagceg ctgaatgggt atcgg
<210> 34

<211>20

<212> ADN

< 213> Atrtificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 34
tgagacagtg gctgttagag

<210> 35
<211>35

<212> ADN
< 213> Artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 35

11539

35

35

20

71



10

15

20

25

30

taataaccgc tcgagaacgc ttaccgccaa cacag

<210> 36
<211> 47

< 212> ADN

< 213> Artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 36
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gccggegaga acctgtactt tcagatggca agtaagtatg ccacttg

<210> 37
<211>28

< 212> ADN

< 213> Artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 37

ggatcctcac ttcttgtgct gagcecttg
<210> 38

<211> 446

<212>PRT

< 213> Arabidopsis thaliana

<400> 38
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Met Val Val lle Asn Ser Leu Arg Arg Leu Ala Arg Thr Thr GIn Val
1 5 10 15

His Leu His Ser Lys Tyr Ala Thr Cys Met Ser Gly Asn Ser Thr Ser
20 25 30

Arg Arg lle Phe Thr Thr Glu Ala Ala Pro Glu Lys Gly Asn Glu Pro
35 40 45

Arg Leu Val Ser Ala Ala Val Glu Gin Leu Asn Thr Leu Pro Phe Tyr
50 55 60

His Ser Phe Trp Asn Arg Thr Thr Lys Pro Ser Leu Asp Leu Ala Lys
65 70 75 80

Val Leu Leu Glu Met Phe Thr Ala Asn Lys Met Ala Lys Ala Phe Phe
85 90 95

Thr Ser Gly Gly Ser Asp Ala Asn Asp Thr Gin Val Lys Leu Val Trp
100 105 110

Tyr Tyr Asn Asn Ala Leu Gly Arg Pro’Glu Lys Lys Lys Phe lle Ala
115 120 125

Arg Lys Lys Ser Tyr His Gly Ser Thr Leu lle Ser Ala Ser Leu Ser
130 135 140

Gly Leu Pro Pro Leu His Gin Asn Phe Asp Leu Pro Ala Pro Phe Val
145 150 155 160

Leu His Thr Asp Cys Pro His Tyr Trp Arg Phe His Leu Pro Gly Glu
165 170 175

Thr Glu Glu Glu Phe Ser Thr Arg Leu Ala Lys Asn Leu Glu Asp Leu
180 185 190
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lle lle Lys Glu Gly Pro Glu Thr lle Gly Ala Phe lle Ala Glu Pro
195 200 205

Val Met Gly Ala Gly Gly Val lle Pro Pro Pro Ala Thr Tyr Phe Glu
210 215 220

Lys Val GIn Ala Val Val Lys Lys Tyr Asp lle Leu Phe lle Ala Asp
225 230 235 240

Glu Val lle Cys Ala Phe Gly Arg Leu Gly Thr Met Phe Gly Cys Asp
245 250 255

Lys Tyr Asn lle Lys Pro Asp Leu Val Thr Leu Ala Lys Ala Leu Ser
- 260 265 270

Ser Ala Tyr Met Pro lle Gly Ala lle Leu Met Ser Gin Glu Val Ala
275 280 285

Asp Val lle Asn Ser His Ser Ser Lys Leu Gly Val Phe Ser His Gly
290 295 300

Phe Thr Tyr Ser Gly His Pro Val Ser Cys Ala Val Ala lle Glu Ala
305 310 315 320.

Leu Lys lle Tyr Lys Glu Arg Asn lle Pro Glu Tyr Val Ala Lys Val
325 330 © 335

Ala Pro Arg Phe GIn Asp Gly Val Lys Ala Phe Ala Ser Gly Ser Pro
340 345 350

t

ite lte Gly Glu Thr Arg Gly Thr Gly Leu lie Leu Gly Thr Glu Phe
355 360 365

Val Asp Asn Lys Ser Pro Asn Glu Pro Phe Pro Pro Glu Trp Gly Val
370 375 380
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Gly Ala Phe Phe Gly Ala Glu Cys GiIn Lys His Gly Met Leu Val Arg
385 390 395 400

Val Ala Gly Asp Gly lie Leu Met Ser Pro Pro Leu lle lle Ser Pro
405 410 415 '

Glu Glu lle Asp Glu Leu‘ lle Ser lle Tyr Gly Lys Ala Leu Lys Ala
420 425 430

Thr Glu Glu Lys Val Lys Glu Leu Lys Ala Gin His Lys Lys
435 440 445

<210> 39

<211> 1515

<212> ADN

< 213> Arabidopsis thaliana

<400> 39

atggtcgtta tcaacagtct ccgacgcettg gcgegtacca ctcaggttca tttgcacagt 60
aagtatgcca cttgcatgtc tgggaactcc acttccagga ggattttcac tactgaggca 120
gcacctgaga agaaaaacac tgttgggtct aaagggcatg atatgcttgc accttttact 180
gctggatgge agagtgctga tttagatccce ttggtcattg caaagtctga gggaagttat 240
gtgtétgatg atactgggaa aaaatatctt gactctctcg ctggtttatg gtgtactgece 300
ttaggaggaa atgagccaag gctigttict gccgetgttg aacagttgaa caccttgccg 360
ttttatcact ccttttggaa ccgtactact aaaccttctc tggatcttge taaggttctt 420
ttagagatgt tcacggccaa caaaatggcc aaagcatttt tfacaagcgg tggatcagat 480
gccaacgata cccaggtcaa gotggtttgg tattacaata acgcacttgg aaggcccgag 540
aagaaaaagt ttatcgcgag aaagaaatcg taccatggct ccactctaat atcagcaagt 600
ttgtccggece ttcccccget acaccaaaat tttgatttac ctgcaccatt tgtgttgcac 660
acagattgcc ctcattattg gcgttttcat cttccaggcg aaacggaaga ggagtictca 720

accagattag ccaagaattt agaggatcta atcatcaaag aaggaccaga aactattggt 780
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gcttttatag ctgaaccagt catgggtgct gggggtgtga tacctccacc tgctacctac 840
tttgaaaagg ttcaagctgt tgttaagaaa tatgatatct tgttcattgc tgatgaggtg 900
atatgtgcat tfggaaggct cgggacaatg titggctgtg acaaatacaa cattaagcca 960
gatcttgtga ccttagctaa ggcactgtct tcagcatata tgccgattgg égc‘cattctt 1020
atgagccaag aagtggéaga tgtcataaat tctcatagca gcaagcetagg cgttttctcé 1080
catggattta cttattctgg tcatccagtt tcgtgtgctg tagcaattga agcgttaaag 1140
atatacaagg agaggaacat accagagtat gtcgccaaag ttgccccaag gtitcaagat 1200
ggagttaaag cgtttgcctc tggtagtcct attattggag agacaagagg aacaggtttg 1260
attcttggga ctgagtitgt agacaataaa tctccgaacg aaccattticc accagaatgg 1320
ggtgttggcg cattctttgg agccgagtge cagaagcécg ggatgttagt ccgtgttgca 1380
ggtgatggca ttttgatgtc tccaccgcetc attatctcac ctgaagagat tgatgagttg 1440
atttctatct atgggaaagc attgaaggca acggaagaga aggtaaaaga actcaagget 1500

cagcacaaga agtga 1515

<210> 40

< 211> 1362

<212> ADN

< 213> Pseudomonas sp.

<400> 40

atgagcgtca acaacccgca aacccgtgaa tggcaaacce tgagcgggga gcaccatctc 60
gcacctttca gtgactacaa gcagctgaag gagaaggggce cgcgcatcat caccaaggcc 120
cagggggtgc atttgtggga cagcgagggg cacaagatcc tcgacggcat ggcgggecctg 180
tggtgcgtgg cggtgggtta cggeccgtgaa gagetggttc aggcagcaga aaagcagatg 240
cgcgagctgce cgtactacaa cctgttettc cagacggccce acccgectge actggaactg 300
gccaaggcca ttaccgatgt ggecgcccgag ggcatgaccce atgtgttett caccggetece 360
ggctccgaag gcaacgacac cgtgctgcgce atggtgcgec actactggge gttgaagggc 420

aagccgcaca agcagaccat catcggccgt atcaacggcet accacggcte caccticgecc 480
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ggtgcttgce tgggcggceat gageggcatg cacgageagg geggectgee gatcceggge 540
atcgtgcaca tcccgecagcec gtactggttc ggcgaaggeg gtgacatgac cccggatgeg | 600
ttcggtatct gggcggccga acagetggag aagaaaatcc tcgaagtcgg cgaagacaac 660
gtcgccgcct tcatcgccga gectatccag ggcgcaggceg gegtgatcat cécgccggaa 720
acctactggc cgaaggtgaa ggagattctc gccaagtacg acatcctgtt cgttgccgac 780
gaagtcatct gtggtttcgg ccgtaccgge gagtggtteg getetgatta ctacgaccte 840
aagcccgacc tgatgaccat cgccaagggc ctgacctccg gttacatccc catgggecggt 900
gtgatcgtgce gtgacaaagt ggccaaggtg atcagcgaag gecggtgactt caaccacgge 960
ttcacctatt cgggccaccce ggtagcggcg geggtgggcece tggaaaaccet gecgecatectg 1020
c’écgacgagc aaattgtcga gaaggcgcgt actgaagcgg caccgtattt gcaaaagcgt 1080
ttgcgtgage tgcaggacca cccgetggtg ggtgaagtge gecggcecttgg catgettgge 1140
gcgatcgagc tggtgaaaga caaggccacc cgcagecgtt acgagggcaé ggg_cgtgggc 1200
atgatctgcce gecaccttctg cttcgaaaac ggcctgatca tgcgtgeggt gggtgacace 1260
atgatcatcg cgccgcecgcet ggtcatcage catgcggaaa tcgacgaact ggtggaéaag 1320

gcacgcaaat gcctcgacct gacccttgag gcgattcgat aa . 1362

<210> 41

<211>1359

<212> ADN

< 213> Pseudomonas sp.

<400> 41

atgagcgatt cgcaaaccct gcactggcaa gegetgagcec gcgaccatca tectgecgeecg 60
ttcaccgatt acaaggcgct gaacgccaaa ggcacgegcea tcatcaccaa ggcgtcagge 120
gtctacctgt gggacagcga aggccacaag atcctcgacg ccafggccgg gctctggtge 180
gtcaacctgg gctatggccg cgaggagcetg gtcgaggcecg cgaccaggcea gatgcgcgag 240

ctgccgtact acaacctgtt cttccagacc gecccaccege cggeegtgge getggeccaag 300
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gcgattgccg acatcgcgec ggccgggatg aaccatgtgt tettcaccgg ctccggetcg 360
gaggccaacg acaccgtgct gcgcatggtg cgccattact gggcgatcaa gggccagecg 420
gcgaagaagg tggtcatcgg ccgcetggaat ggctatcacg gctcgaccat cgetggcgca 480
agccetcggtg gcatgaaggce catgcacgag éagggcgacg gcccgatccc cggcatcgag 540
catatcgacc agccctactg gttcggcgag ggtggcgaca tgagcccgga agagttcgge 606
gtgcgcatcg ccgaccagcet ggagcagaag atcettgagg tcggcgagga caaggtegee 660
gccttcatcg ccgaacctat ccagggcgee ggeggegtga tcatcccgece cgagagetac 720
tggccgeggg tcaaggaaat cctcgegege tacgacatte tettcatcge cgacgaggte 780
atctgcggct tcggccgtac cggtgagtgg ttcggcageg actactacgg cctcgagecg 840
gacctgatgc cgatcgccaa gggcctgacc tctggctaca tccccatggg cggegtagtg 900
gtgcgcgacg aagtggtgca cacgctcaac gagggcggceg agttctacca cggcttcace 960
tactcggggc accccgtgge cgccgeggtg gegetggaga acatcegeat cctgegegag 1020
gagaagatcg tcgagcgggt gaagacgaag acggcaccct atttgcagtc ccgttggcag 1080
gaactgctcg agcatceget ggtaggecgag gegegeggeg teggecetget tggtgegetg 1140
gagttggtga agaacaagaa gacccgcgaa cgctttgccg atcccggtgt gggcatgctc 1200
tgtcgcgage actgcttcég caacggcctg gtgatgcgtg cggttggcga caccatgatc 1260
atttcgccgc cgetggtgat cagcgaagag cagatcgacg agetggttgg caaggtgcgg 1320
ttgtgcctcg acgccacggce caaggatgtg ctgggcetga 1359

<210> 42
<211> 1380
<212> ADN

< 213> Artificial

<220>
< 223> gen optimizado en codones para la expresion en E coli

<400> 42

atgcagaaac agcgtaccac ctctcagtgg cgtgaactgg atgcggcegea teatctgcat 60
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ccgtttaccg ataccgcgag cctgaatcag gcgggtgcge gtgtgatgac ccgtggecgaa 120
ggcgtgtatc tgtgggatag cgaaggcaac aaaattattg atggcatggce gggcctgtgg 180
tgcgtgaacg tgggctatgg ccgtaaagat tttgcggaag cggcgcgtcg tcagatggaa 240
gaactgccgt tttataacac cttctttaaa accacccatc cggcggtggt ggaactgage 300
agcctgctgg ccgaagttac cccggcaggt tttgatcgtg tgttttatac caacagcgge 360
agcgaaagcg tggataccat gattcgtatg gtgcgtcgtt attgggatgt gcagggcaaa 420
ccggaaaaaa aaaccctgat tggcegtigg aacggctate acggcagceac cattggeggt 480
gcgagectgg geggceatgaa atatatgcat gaacagggceg atctgecgat tcegggeatg 540
gcgcatattg aacagccgtg gtggtataaa catggcaaag atatgacccc ggatgaattt 600
ggt':gtggttQ cggcgcgttg gctggaagéa aaaattctgg aaatcggcgce ggataaagtg 660
gcggcegtttg tgggcgaacce gattcagggt gcgggeggtg tgattgttce gccggcaace 720
tattggccgg aaattgaacg tatttgccgc aaatatgatg tgctgetggt tgcggatgaa 780
gtgatttgcg getttggccg taccggegaa tggtttggcc atcagcattt tggetttcag 840
ccggacctgt ttaccgcgge gaaaggectg agcageggcet atctgccgat tggcgeggtg 900
tttgtgggca aacgtgttgc ggaaggtctg attgcgggceg gtgattttaa ccatggcttt ' 960
acctatagcg gccatccggt gtgtgcggeg gtggegceatg cgaatgttge ggegetgegt 1020
gatgaaggca ttgtgcagcg tgtgaaagat gatattggcc cgtatatgca gaaacgttgg 1080
cgtgaaacct ttagccgttt tgaacatgtg gatgatgtge gtggcgtggg catggtgcag 1140
gcgtttaccc tggtgaaaaa caaagcgaaa cgtgaactgt ttccggattt tggcgaaatt 1200
ggcaccctgt gccgcgatat titttttcge aacaacctga ttatgcgtge gtgcggcgat 1260
cacattgtgt ctgcaccgcc gctggttatg acccgtgcgg aagtggatga aatgctggece 1320
gtggcggaac gttgcctgga agaatttgaa cagaccctga aagcgegtgg cctggectaa 1380

<210> 43
<211> 5143
<212> ADN

< 213> Artificial

<220>
< 223> Vector

<400> 43
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tttaagaagg agatataccc atgacacaga gggcccacca tcaccatcac cattccatgg 60
cctcctécga ggacgtcatc aaggagttca tgcgcettcaa ggtgcgcétg gagggctceg 120
tgaacggcca cgagticgag atcgagggcg agggcgaggg ccgcccctac gagggcacce 180
agaccgccaa gctgaaggtg accaagggeg gecccctgece cttcgeetgg gacatcetgt 240
cccctcagtt ccagtacgge tccaaggect acgtgaagea cccegecgac atcceccgact 300
acttgaagct gtccttcccc gagggcttca agtgggagcg cgtgatgaac ttcgaggacg 360
chgcgtggt gaccgtgacc caggéctcct ccctgcagga cggcgagttc atctacaagg 420>
tgaagctgcg cggcaccaac ttcccectcecg acggeccegt aatgcagaég aagactatgg 480
gttgggaggc ctccaccgag cggatgtace ccgaggacgg cgccctgaag ggcgagatca 540
agatgaggct gaagcfgaag gacggcggcc actacgacgce cgaggtcaag accacctaca 600
tggccaagaa gcccgtgcag ctgccecggceg cctacaagac cgacatcaag ctggacatca 660
cctcccacaa cgaggactac accétcgtgg aacagtacga gcgcgecgag ggccgccaci 720
ccacéggcgc cggcgagaac ctgtactttc agatggcaag taagtatgcc acttgcatgt 780
ctgggaactc cacttccagg aggéttttca ctactgaggc agcacctgag aagaaaaaca 840
ctgttgggtc taaagggcat gatatgcttg caccttttac tgctggétgg cagagtgctg 900
atttagatcc cttggtcatt gcaaagtctg agggaagtta tgtgtatgat gatactggga 960
aaaaatatct tgactctctc gectggtttat ggtgtactgc cttaggagga aatgagccaa 1020
ggcttgtttc tgccgctgtt gaacagttga acaccttgcc gttttatcac tecttttgga 1080
accgtactac taaaccttct ctggatcttg ctaaggttct titagagatg ttcacggecca 1140
acaaaatggc caaagcattt titacaagcg gtggatcaga tgccaacgat acccaggtca 1200

agctggtitg gtattacaat aacgcacttg gaaggcccga gaagaaaaag tttatcgcga 1260
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gaaagaaatc gtaccatggc tccactctaa tatcagcaag tttgtccgge cttcccecge 1320
tacaccaaaa ttttgattta cctgcaccat ttgtgttgca cacagattge cctcattatt 1380
ggcgtttica tettccagge gaaacggaag aggagttétc aaccagatta gccaagaatt 1440
tagaggatct aatcatcaaa gaaggaccag aaactattgg tgcttttata gctgaaccag 1500
tcafgggtgc tgggggtgtg atacctccac ctgctaccta ctttgéaaag gttcaagctg 1560
ttgttaagaa atatgatatc ttgttcattg ctgatgaggt gatatgtgca tttggaagge 1620
tcgggacaat gtttggctgt gacaaataca acattaagcc agatcttgtg accttagcta 1680
aggcactgtc ttcagcatat atgccgattg gagccattct tatgagccaa gaagtggcag 1740
atgtcataaa ttctcatagc agcaagctag gcgttttctc ccatggattt acttattctg 1800
gtcatccagt ttegtgtget gtagcaattg aagegttaaa gatatacaag gagaggaaca 1866
taccagagta tgtcgccaaa gttgccccaa’ggtttcaaga tggagttaaa gegtttgeet 1920
ctggtagtcc tattattgga gagacaagag gaacaggttt gattcttggg aétgagtttg 1980
tagacaataa atctccgaac gaaccatttc caccagaatg gggtgttgge gcattctttg 2040
gagccgagtg ccagaagcac gggatgttag tccgtgttge aggtgatggce attttgatgt 2100
ctccaccgct cattatctca cctgaagaga ttgatgagtt gatttctatc tatgggaaag 2160
cattgaaggc aacgs}aagag aaggtaaaagj aactcaaggc tcagcacaag aagtgaggat 2220
ccggctgcta acaaagcccg aaaggaagct gagttggctg ctgccaécgc tgagcaataa 2280
ctagcataac cccttggggce ctctaaacgg gtcttgaggg gttttttget gaaaggagga 2340
actatatccg gccggatatc cacaggacgg gtgtggtcgce catgatcgeg tagtcgatag 2400
tggctccaag tagcgaagcg agcaggactg ggcggcggcec aaagcggteg gacagtgectc 2460
cgagaacggg tgcgcataga aattgcatca acgcatétag cgctagcagc acgccatagt 2520
gactggcgat gctgtcggaa tggacgatat cccgcaagag gecccggcagt accggcataa 2580
ccaagcctat gcctacagca tccagggtga cggtgccgag gatgacgatg agcgcattgt 2640

tagatttcat acacggtgcc tgactgcgtt agcaatttaa ctgtgataaa ctaccgcatt 2700
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aaagcttatc gatgataagc tgtcaaacat gagaattctt gaagacgaaa gggcctegtgy 2760
atacgcctat ttitataggt taatgtcatg catgagacaa taaccctgat aaatgéttca 2820
ataatattga aaaaggaaga gtatgagtat tcaacatttc cgtgtcgcecc ttattccett 2880
tittgcggca ttttgecttc ctgttittge tcacccagaa acgetggtga aagtaaaaga 2940
fgctgaagat cagttgggtg cacgagtggg ttacatcgaa ctggatctca acagcggtaa 3000
gatccttgag agttttcgcc ccgaagaacg ttttccaatg atgagcactt ttaaagttct 3060
gctatgtggc gcggtattat ccegtgttga cgecgggeaa gagcaactcg gtcgecgeat 3120
acactattct cagaatgact tggttgacgc gtcaccagtc acagaaaagc atcttacgga 3180
tggcatgaca gtaagagaat tatgcagtgce tgccataacc atgagtgata acactgcgge 3240
caacttactt ctgacaacga tcggaggacc gaaggagcta accgcttttt tgcacaacat 3300
gggggatcat gtaactcgcc ttgatcgttg ggaaccggag ctgaatgaag ccataccaaa 3360
cgacgagcgt gacaccacga tgcctgcagc aatggcaaca acgttgcgca aactattaac 3420
tggcgaacta cttactctag cttcccggcea acaattaata gactggatgg aggcggataa 3480
agttgcagga ccacttctgc gctcggccct tccggetgge tggtttattg ctgataaatc 3540
tggagccggt gagegtgggt ctcgeggtat cattgcagca ctggggccag atggtaagcc 3600
ctcccgtatc gtagttatct acacgacggg gagtcaggca actatggatg aacgaaatag 3660
acagatcgct gagataggtg cctcactgat taagcattgg taaétgtcag accaagttta 3720
ctcatatata ctttagattg atttaaaact tcattittaa titaaaagga tctaggtgaa 3780
gatccttitt gataatctca tgcatgacca aaatccctta acgtéagttt tcgttccact 3840
gagcgtcaga ccccgtagaa aagatcaaag gatcttcttg agatcctttt tttctgegeg 3900
taatctgctg cttgcaaaca aaaaaaccac cgctaccagce ggtggttigt ttgccggate 3960
aagagctacc aactcttttt ccgaaggtaa ctggcttcag cagagcgcag ataccaaata 4020
ctgtccttct agtgtagccg tagttaggcc accacucaa gaactctgta gcaccgccta 4080

catacctcgce tetgctaate ctgttaccag tggetgetge cagtggcgat aagtegtgtc 4140
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ttaccgggtt ggactcaaga cgatagttac cggataaggc gecagcggteg ggctgaacgg 4200
ggggttcgtg cacacagccc agcttggage gaacgaccta caccgaactg agatacctac 4260
agcgtgagct atgagaaagc gecacgctic ccgaagggag aaaggcggac aggtatccgg 4320
taagcggcag ggtcggaaca ggagagcgca cgagggagct tccaggggga aacgectggt 4380
atctttatag tcctgteggg tttcgecace tetgacttga gégtcgattt ﬁgtgatgct 4440
cgtcaggggg gcggagccta tggaaaaacg ccagcaacgce ggccttitta cggttcctgg 4500
ccttttgctg gectittget cacatgttct ttcctgegtt atccectgat tetgtggata 4560

accgtattac cgcctttgag tgagctgata ccgetcgeceg cagccgaacg accgagcgca 4620
gcgagtcagt gagcgaggaa gcggaagage gectgatgcg gtattttcte cttacgecatc 4680
totgcggtat ttcacaccgce atatatggtg cactctcagt acaatctgcet ctgatgccge 4740
atagttaagc cagtatacac tccgcetatcg ctacgtgact gggtcatgge tgcgeccega 4800
cacccgccaa cacccgctga cgegecctga cgggcettgte tgctcccgge atccgettac 4860
agacaagctg tgaccgtctc cgggagctgce atgtgtcaga ggtittcacc gtcatcaceg 4920 |
aaacgcgcga ggcagcetgge acgacaggtt tcccgactgg aaagcgggcea gtgagecgcaa 4980
cgcaattaat gtgagttagc tcactcatta ggcaccccag gcetttacact ttatgecttcc 5040
ggctcgtatg ttgtgtggaa ttgtgagcgg ataacaattt cacacaggaa acagctatga 5100

ccatgattac gccaagctct agctagaaat aattttgttt aac 5143

<210> 44
<211> 36

< 212> ADN

< 213> Artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 44

ggaattccat atgagcgtca acaacccgca aacccg 36
<210> 45

<211>37

<212> ADN

< 213> Atrtificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 45
ccgctcgagt tatcgaatcg cctcaagggt caggtce 37

<210> 46

<211>38
<212> ADN
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< 213> Artificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 46

ggaattccat atgagcgatt cgcaaaccct gcactggc
<210> 47

<211>35

<212> ADN

< 213> Atrtificial

<220>
< 223> Cebador

<400> 47

cgcggatcct cagcccagca catecttggce tgteg
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REIVINDICACIONES

1. Una célula que ha sido modificada mediante tecnologia genética con respecto a su tipo salvaje de modo que, en
comparacion con su tipo salvaje, es capaz de producir mas acidos w-aminocarboxilicos, ésteres de acidos w-
aminocarboxilicos o mas lactamas derivadas de acidos w-aminocarboxilicos a partir de acidos carboxilicos o ésteres
de acidos carboxilicos, presentando la célula una actividad, incrementada en comparacion con su tipo salvaje, de las
enzimas E, y Ejy o de las enzimas E;, E; y Eu:

i) de una enzima E, que cataliza la reaccion de acidos carboxilicos o ésteres de acidos carboxilicos
para dar los correspondientes acidos w-hidroxicarboxilicos o ésteres de acidos w-
hidroxicarboxilicos, elegida del grupo consistente en las alcano monooxigenasas:
alcano monooxigenasa codificada por alkBGT de Pseudomonas putida GPo1 y citocromo-P450-
monooxigenasas de Candida tropicalis;

i) de una enzima E; que cataliza la reaccion de acidos w-hidroxicarboxilicos o ésteres de acidos w-
hidroxicarboxilicos para dar los correspondientes acidos w-oxocarboxilicos o ésteres de acidos w-
oxocarboxilicos, elegida del grupo consistente en las alcoholdeshidrogenasas codificadas por el
gen alkJ;

iiil) de una enzima Ey que cataliza la reaccion de acidos w-oxocarboxilicos o ésteres de acidos w-
oxocarboxilicos para dar los correspondientes acidos w-aminocarboxilicos o ésteres de acidos w-
aminocarboxilicos, elegida del grupo de las w-transaminasas.

2. La célula segun la reivindicacion 1, en donde la enzima E; es la alcano monooxigenasa codificada por alkBGT de
Pseudomonas putida GPo1.

3. La célula segun la reivindicacién 1 6 2, en donde la enzima E; es codificada por el gen alkJ de Pseudomonas
putida GPo1.

4. La célula segun una de las reivindicaciones 1 a 3, en donde la enzima Ej es la w-transaminasa CV2025 de
Chromobacterium violaceum DSM30191.

5. La célula seguin una de las reivindicaciones precedentes, en donde en la célula esta incrementada la expresion de
una enzima Ey que cataliza la reaccion de ésteres de acidos w-oxocarboxilicos para dar los correspondientes acidos
w-aminocarboxilicos.

6. La célula segun la reivindicacién 5, en donde la enzima Ey es la lipasa LipA (Q76D26) de Pseudomonas
fluorescens que es secretada por la célula.

7. La célula segun una de las reivindicaciones precedentes, en donde en la célula esta incrementada la expresion de
una enzima Ev que cataliza la reaccion de acidos w-oxocarboxilicos para dar las correspondientes lactamas.

8. La célula segun la reivindicacién 7, en donde la enzima Ey es secretada por la célula.

9. La célula segun una de las reivindicaciones precedentes, en donde la célula es una célula de Escherichia coli
modificada por tecnologia genética, una célula de Corynebacterium glutamicum modificada por tecnologia genética o
una célula de Pseudomonas putida modificada por tecnologia genética.

10. Un procedimiento para la preparacion de acidos w-aminocarboxilicos, de ésteres de acidos w-aminocarboxilicos

o de lactamas derivadas de acidos w-aminocarboxilicos, que contiene las etapas de procedimiento:

) poner en contacto una célula de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 9 con un medio de cultivo que
contiene un acido carboxilico o un éster de acido carboxilico, o con un medio de cultivo contiguo a una fase
organica que contiene un acido carboxilico o un éster de acido carboxilico bajo condiciones que posibilitan a
la célula a formar, a partir del acido carboxilico o a partir de los ésteres de acido carboxilico, acidos w-
aminocarboxilicos, ésteres de acidos w-aminocarboxilicos o lactamas derivadas de acidos w-
aminocarboxilicos;

1)) eventualmente, aislamiento de los acidos w-aminocarboxilicos, de los ésteres de acidos w-
aminocarboxilicos o de las lactamas derivadas de acidos w- aminocarboxilicos formados.

11. El procedimiento segun la reivindicacion 10, en donde los ésteres de acidos w-aminocarboxilicos formados en
la etapa |) del procedimiento se hacen reaccionar, en una etapa adicional del procedimiento, con procedimientos
quimicos convencionales para dar acidos w-aminocarboxilicos.
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12. El procedimiento segun la reivindicacion 10 u 11, en el que la célula es una célula de Escherichia coli modificada
por tecnologia genética, una célula de Corynebacterium glutamicum modificada por tecnologia genética o una célula
de Pseudomonas putida modificada por tecnologia genética.

13. El procedimiento segun una de las reivindicaciones 10 a 12, en el que el medio de cultivo empleado en la etapa
1) del procedimiento contiene aminoacidos que actian de donantes de amina en la reaccién, catalizada por
transaminasa, de los acidos w-aminocarboxilicos o de los ésteres de acidos w-aminocarboxilicos para dar los
correspondientes acidos w-aminocarboxilicos o ésteres de acidos w-aminocarboxilicos.

14. El procedimiento segun una de las reivindicaciones 10 a 13, en el que el procedimiento se lleva a cabo en un
sistema bifasico que contiene

A) una fase acuosa, asi como

B) una fase organica,

en donde la formacién de los acidos w-aminocarboxilicos, de los ésteres de acidos w-aminocarboxilicos o de las
lactamas derivadas de acidos w-aminocarboxilicos por parte de las células en la etapa |) del procedimiento tiene
lugar en la fase acuosa, y los acidos w-aminocarboxilicos formados, los ésteres de acidos w-aminocarboxilicos
formados o las lactamas derivadas de acidos w-aminocarboxilicos formadas se acumulan en la fase organica.

15. El procedimiento segun una de las reivindicaciones 10 a 14, en el que el aislamiento de los acidos w-
aminocarboxilicos formados, de los ésteres de acidos w-aminocarboxilicos formados o de las lactamas derivadas de
acidos w-aminocarboxilicos formadas tiene lugar a través de un procedimiento de purificacién de al menos dos
etapas, que comprende

a) una etapa de extraccion, en la que se extraen del medio de cultivo los acidos w-aminocarboxilicos, los
ésteres de acidos w-aminocarboxilicos o las lactamas derivadas de acidos w-aminocarboxilicos, asi como
b) una etapa de purificacion fina, en la que el extracto obtenido en la etapa a) del procedimiento se purifica

adicionalmente a través de procedimientos de destilacion o de otros procedimientos de extraccion,
obteniéndose una fase de acido w-aminocarboxilico, una fase de éster de acido w-aminocarboxilico o una
fase de lactama con una pureza de al menos 99,8%.

16. El procedimiento segun la reivindicacion 15, en el que en el caso de la extraccion en la etapa a) del
procedimiento se trata de una extraccién reactiva.

17. El procedimiento segin una de las reivindicaciones 10 a 16, en el que el acido carboxilico es acido laurico o el
éster de acido carboxilico es éster metilico del acido laurico, y en el que el acido laurico o el éster metilico del acido
laurico se hace reaccionar en la etapa Il) del procedimiento para formar laurin-lactama.

18. Un procedimiento para la preparacion de poliamidas basadas en acidos w-aminocarboxilicos, que comprende las

etapas de procedimiento:

(a1) preparacion de acidos w-aminocarboxilicos mediante un procedimiento segun una de las reivindicaciones
10a17;

(a2) polimerizacion del acido w-aminocarboxilico, obteniéndose una poliamida.

19. Un procedimiento para la preparacion de poliamidas basadas en lactamas, que comprende las etapas de
procedimiento:
(B1) preparacion de lactamas mediante el procedimiento segun una de las reivindicaciones 10 a 17;
(B2) polimerizacién con apertura del anillo o policondensacién de la lactama, obteniéndose una
poliamida.
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