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DESCRIPCION
Método para la decoloraciéon enzimatica de feofitina
CAMPO TECNICO

Esta invencion se refiere a los campos del procesamiento industrial de alimentos, piensos o aceites vegetales,
productos vegetales y animales, y a enzimologia. En particular, la invencion proporciona composiciones y métodos
para el tratamiento enzimatico (“blanqueo” o “decoloraciéon”) de composiciones que contienen clorofila o que estan
contaminadas con clorofila, por ejemplo preparaciones de algas, animales o vegetales, alimentos, piensos o aceites,
por ejemplo aceites vegetales, incluyendo aceites procesados a partir de oleaginosas, tales como aceite de canola
(colza) o aceite de haba de soja, o frutos oleosos, tales como aceite de palma. En un aspecto, la invencion
proporciona métodos usando enzimas procedentes del catabolismo de la feofitina (por ejemplo, una clorofilasa) para
la modificacion enzimatica de una feofitina, por ejemplo en una preparacion de algas, animal o vegetal, o un
alimento, un pienso o un aceite.

ANTECEDENTES

Los aceites vegetales que proceden de oleaginosas tales como canola o haba de soja, o frutos oleaginosos tales
como palma, contienen clorofila. La clorofila se elimina durante muchas etapas del procedimiento de produccién de
aceite, incluyendo etapas de trituracion de las semillas, extraccion del aceite, desgomado, tratamiento caustico y
blanqueo. En la ultima de éstas, la clorofila residual del procedimiento de blanqueo se elimina hasta lograr niveles
aceptables. Esta clorofila se elimina tipicamente del aceite en una etapa del procedimiento de blanqueo que implica
calentar el aceite y hacerlo pasar a través de un adsorbente para eliminar la clorofila y otros compuestos que poseen
color que afecta al aspecto y/o estabilidad del aceite acabado. Esta tecnologia también se usa para tratar otros
aceites o preparaciones vegetales o de algas que contienen clorofila, tales como aceites que contienen acidos
grasos poliinsaturados (PUFA) (por ejemplo, acido eicosapentenoico (EPA) y acido docosahexenoico (DHA)).

Un nivel elevado de pigmentos de clorofila da un color indeseable e induce la oxidacion del aceite durante el
almacenamiento, conduciendo al deterioro del aceite. En la industria del procesamiento de aceites comestibles, se
emplea una etapa de blanqueo para reducir los niveles de clorofila tan bajos como 0,1 ppm para garantizar la calidad
del aceite en términos de color y cualidad organoléptica. Los niveles de clorofila acabados deseados tipicos estan
entre 0,02 y 0,05 ppm. Esta etapa de blanqueo incrementa el coste de procesamiento y reduce el rendimiento del
aceite debido al arrastre en la arcilla de blanqueo.

Samaha y Kermasha, (1997), J. Chem. Techn. Biotechn. 68, 315-323, describen que la clorofilasa procedente de
Phaeodactylum triconutum también es capaz de hidrolizar fenofitina en feoforbida y fitol.

En plantas, la clorofilasa (clasa) es la primera enzima implicada en la degradacion de la clorofila; cataliza la hidrdlisis
de un enlace de éster en la clorofila para producir clorofilida y fitol.

SUMARIO

La invencién proporciona composiciones y métodos para el tratamiento enzimatico (“blanqueo” o “decoloracion”) de
composiciones que contienen feofitina o que estan contaminadas con feofitina, tales como preparaciones vegetales,
animales (por ejemplo, preparaciones de pescado, de carne) o de algas, alimentos, piensos o aceites, tales como
aceites que contienen acidos grasos poliinsaturados (PUFA) o que contienen acido docosahexenoico (DHA), o
composiciones que comprenden mezclas de los mismos. En un aspecto, el “blanqueo enzimatico” de las
composiciones y métodos de la descripcion comprende el uso de una enzima modificadora de la clorofila, por
ejemplo un polipéptido que tiene actividad de clorofilasa, incluyendo clasas y clorofila clorofilido-hidrolasas, y
péptidos relacionados, o cualquier enzima catabdlica de la clorofila. De este modo, como se usa aqui, la expresién
“blanqueo enzimatico” incluye cualquier modificaciéon de una molécula de clorofila o equivalente, incluyendo la
decoloracion parcial o completa. En un aspecto, las composiciones y métodos de la invenciéon pueden reducir la
pérdida de rendimiento debido al arrastre y division de grasas atribuidos a la catalisis por condiciones de
arcilla/blanqueo.

En aspectos alternativos de los métodos y procedimientos de la descripcion, se afiade en cualquier momento o en
cualquier lugar en el método o procedimiento, por ejemplo como se discute aqui, una clorofilasa, que puede ser una
nueva clorofilasa de la descripciéon, o una enzima conocida, incluyendo clasas y clorofila clorofilido-hidrolasas y
péptidos relacionados, o una combinacion de los mismos, o cualquier enzima catabdlica de la clorofila. Por ejemplo,
la clorofilasa (que puede ser una nueva clorofilasa de la descripcién, o una enzima conocida, o una combinacion de
las mismas) y/o cualquier enzima catabdlica de la clorofila se pueden afiadir a una composicion, tal como un aceite
bruto, con o sin otra enzima, por ejemplo una fosfolipasa (por ejemplo, fosfolipasa C), en una etapa de mezclamiento
0 en una etapa de desgomado, en una etapa de tanque caustico, en una mezcladora estatica, en un tanque de dia o
en una mezcladora de retencién. Como alternativa, en un aspecto de un método o procedimiento de la descripcion,
la clorofilasa (de la descripcién, o conocida) y/o cualquier enzima catabdlica de la clorofila se pueden afhadir en
cualquier combinacion de estas etapas, o en todas estas etapas.
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La descripcion proporciona métodos o procedimientos para la modificaciéon enzimatica de clorofila para facilitar su
eliminaciéon de una composicion, por ejemplo a través de un procedimiento de separacion acuoso, como se ilustra en
la pagina 1, Apéndice A, o un procedimiento de separacion hidréfobo, o un procedimiento de separacion por
afinidad, y similar.

La descripcion proporciona métodos y procedimientos que comprenden la modificacion enzimatica (por ejemplo,
catabolismo) de la clorofila, o compuestos equivalentes, en una composicion (por ejemplo, un alimento, pienso,
planta, animal, alga, etc.), que comprende ademas eliminar componentes de esa composiciéon (por ejemplo,
compuestos no deseables en un producto acabado), tal como clorofila residual (por ejemplo clorofila o compuestos
equivalentes no modificados mediante una clorofilasa), un plaguicida, un hidrocarburo aromatico policiclico, etc. Los
componentes indeseables, por ejemplo clorofila residual, plaguicidas, hidrocarburos aromaticos policiclicos, y
similares, se pueden eliminar con cantidades significativamente menores de arcilla de blanqueo u otro adsorbente,
tal como silice o compuestos equivalentes.

Estos componentes de la composicion se eliminan usando una arcilla de blanqueo, por ejemplo en una pluralidad de
etapas usando arcilla de blanqueo, en el que, en un aspecto, los componentes de la composiciéon se eliminan con
cantidades significativamente menores de arcilla de blanqueo y/o al menos algun otro adsorbente (por ejemplo, una
silice). En un aspecto, los niveles de clorofila finales estan entre alrededor de 0,02 ppm y 0,05 ppm. En este
procedimiento ejemplar, la etapa de blanqueo puede incrementar los costes del procesamiento y reducir los
rendimientos del aceite debido al arrastre en la arcilla de blanqueo. Las composiciones y procedimientos de la
descripcion pueden reducir la pérdida de rendimiento por arrastre y division de grasas atribuida a la catalisis por
condiciones de arcilla/blanqueo.

En un método (reaccion) ilustrado ejemplar de la descripcion, una clorofilasa cataliza la hidrdlisis de clorofila para
generar clorofilida, que, en un aspecto, se extrae de forma acuosa, y fitol, que permanece en la fase oleosa. En otro
método ejemplar, la feoforbida se puede eliminar de manera similar a la clorofilida. En un aspecto, poniendo en
practica las composiciones y métodos de la descripcion, un procedimiento de separacion acuoso puede eliminar
parcial o completamente la necesidad de agentes adsorbentes. Sin embargo, en otro aspecto, los métodos
comprenden la extraccién parcial o completa de la clorofilida o feoforbida soluble acuosa usando un procedimiento
de extraccion a base de silice (por ejemplo, refinado con silice libre de adsorbente o con poco adsorbente). En un
aspecto, la clorofilasa se inmoviliza sobre una silice (que entonces adsorbe la clorofilida), por ejemplo un gel de
silice. En un aspecto, la silice comprende una silice TriSyl o una silice SORBSIL R™.

La invencién proporciona métodos, incluyendo procedimientos industriales, para el tratamiento enzimatico de
composiciones que contienen feofitina o contaminadas por feofitina, que comprenden las siguientes etapas: (a)
proporcionar una composicion que contiene feofitina o contaminada con feofitina; (b) proporcionar un polipéptido que
tiene una actividad de clorofilasa o feofitinasa (que puede ser una nueva clorofilasa de la descripcién, o una enzima
conocida, o una combinacién de los mismos); y (c) hacer reaccionar la composicion de la etapa (a) con el polipéptido
de la etapa (b) en condiciones en las que el polipéptido puede catalizar una reacciéon que modifica a la feofitina. El
derivado de clorofila con menor contenido de magnesio se denomina feofitina. La feofitina esta coloreada y a
menudo esta presente en el aceite, especialmente si se ha usado tratamiento con acido. En algunas aplicaciones, es
deseable eliminar la feofitina. El producto de tratamiento de la feofitina con clorofilasa es feoforbida, que se puede
eliminar de manera similar a la clorofilida.

En un aspecto, las composiciones y métodos de la invencidon se ponen en practica como o con procedimientos
industriales, por ejemplo procedimientos de blanqueo o de neutralizacién caustica o de desgomado del aceite. En un
aspecto, el uso de las composiciones y métodos de la invencién facilita la reducciéon de la cantidad de o la
eliminacion de la necesidad de adsorbentes en el procesamiento de blanqueo actual, que implica tipicamente
calentar el aceite u otra composicion que contiene clorofila y hacerla pasar a través de un adsorbente para eliminar
clorofila u otros compuestos que poseen color que alteran el aspecto y/o estabilidad del aceite acabado. De este
modo, en la practica, este aspecto de la invencion, eliminando parcial o completamente la necesidad de
adsorbentes, puede reducir los costes del procesamiento, por ejemplo se pueden reducir los costes de los
adsorbentes (por ejemplo, arcilla), costes de eliminacion de desechos, costes de agua, costes energéticos, costes
de vapor. Otros beneficios al practicar diversos aspectos de la invencion incluyen mejoras del rendimiento, por
ejemplo menor cantidad de aceites arrastrados en sustratos adsorbentes, mayor valor del producto final, incluyendo
retencion de micronutrientes valiosos tales como beta-caroteno, eficiencias del procedimiento, incluyendo menores
etapas del procesamiento, ahorros de capital y un beneficio medioambiental, por ejemplo reduciendo o eliminando el
vertido de adsorbentes de blanqueo.

En un aspecto, en la practica de las composiciones y métodos de la invencion, los polipéptidos modificadores de la
clorofila (que pueden ser una nueva clorofilasa de la descripcidn, o una enzima conocida, o una combinacién de las
mismas) se pueden emplear en cualquier punto en un procedimiento de desgomado (por ejemplo desgomado
enzimatico). Por ejemplo, los polipéptidos modificadores de la clorofila se pueden afiadir antes o después de
cualquier etapa en un procedimiento, o antes o después de cualquier combinacién de etapas, o antes o después de
todas las etapas, en un procedimiento, por ejemplo antes de, durante o tras la extracciéon mecanica y/o quimica, y/o
el desgomado y/o neutralizacion caustica y/o blanqueo, y similar.
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En aspectos alternativos de cualquiera de los métodos de la invencién, al menos una etapa se lleva a cabo en una
vasija de reaccion, por ejemplo un aparato de desgomado de aceite. Como alternativa, en los métodos de la
descripcion, al menos una etapa se lleva a cabo en un extracto celular. En aspectos alternativos de cualquiera de los
métodos de la invencién, al menos una etapa se lleva a cabo en una célula completa. La célula puede ser de
cualquier fuente, por ejemplo una célula vegetal, una célula bacteriana, una célula fungica, una célula animal (por
ejemplo, una célula de mamifero, una célula de pescado) o una célula de levadura.

La descripcion proporciona métodos para el tratamiento enzimatico de composiciones que contienen clorofila o
contaminadas con clorofila, que comprenden las siguientes etapas: (a) proporcionar una composicion que contiene
clorofila o contaminada con clorofila (que puede ser una nueva clorofilasa) de la descripcion, o una enzima conocida,
0 una combinacion de las mismas; (b) proporcionar un polipéptido que tiene una actividad de clorofilasa; y (c) hacer
reaccionar la composicion de la etapa (a) con el polipéptido de la etapa (b) en condiciones en las que el polipéptido
puede catalizar una reaccién modificadora de la clorofila.

La descripcién proporciona procedimientos industriales para el tratamiento enzimatico (“blanqueo”) de
composiciones que contienen clorofila o contaminadas con clorofila, que comprenden las siguientes etapas: (a)
proporcionar una composicién que contiene clorofila o contaminada con clorofila (que puede ser una nueva
clorofilasa de la descripcidon, o una enzima conocida, o una combinacion de las mismas); (b) proporcionar un
polipéptido que tiene actividad de clorofilasa; y (c) hacer reaccionar la composicion de la etapa (a) con el polipéptido
de la etapa (b) en condiciones en las que el polipéptido puede catalizar una reaccion modificadora de la clorofila.

La descripcién proporciona procedimientos de desgomado que comprenden una etapa para el blanqueado
enzimatico de composiciones que contienen clorofila o contaminadas con clorofila, que comprenden las siguientes
etapas: (a) proporcionar una composicién que contiene clorofila o contaminada con clorofila (que puede ser una
nueva clorofilasa de la descripcién, o una enzima conocida, o una combinacion de las mismas); (b) proporcionar un
polipéptido que tiene actividad de clorofilasa; y (c) hacer reaccionar la composicion de la etapa (a) con el polipéptido
de la etapa (b) en condiciones en las que el polipéptido puede catalizar una reaccion modificadora de la clorofila.

Existe un segundo éster en las clorofilas y feofitinas — un éster metilico. Los métodos de la descripcién pueden
comprender ademas la hidrélisis de este éster metilico mediante una esterasa. Esto puede incrementar la tendencia
del derivado de la reaccion (ahora un diacido) a repartirse en una capa acuosa.

En un método ejemplar, una fosfolipasa, por ejemplo una fosfolipasa C, u otra hidrolasa (por ejemplo, una celulasa,
una hemicelulasa, una esterasa, una proteasa y/o una fosfatasa) se usa, por ejemplo, para mejorar la extraccion del
aceite y el desgomado del aceite.

En aspectos alternativos, los métodos y procedimientos de la descripcién pueden comprender ademas la hidrdlisis
del éster metilico en una clorofila o en una feofitina mediante una esterasa (que puede ser una nueva enzima de la
descripcion, o una enzima conocida, o una combinacién de las mismas). En aspectos alternativos, los métodos de la
descripcion pueden comprender ademas eliminar la clorofila modificada en una extraccion acuosa. Los métodos
pueden comprender ademas modificar el pH (por ejemplo, incrementando el pH) para promover la separacion
acuosa de clorofilida. Las enzimas usadas en los métodos, por ejemplo una clorofilasa, se pueden afiadir durante
este pH incrementado o fase “caustica” en el procedimiento de separaciéon. Los métodos pueden comprender
ademas una etapa de neutralizaciéon caustica. Los métodos pueden comprender ademas una etapa de refinado con
silice libre de adsorbente o con poco adsorbente, para eliminar una clorofiida generada por la degradacion
enzimatica de la clorofila. Los métodos pueden comprender ademas el uso de una hidrolasa, por ejemplo una
fosfolipasa C.

En un aspecto de los métodos y procedimientos, el polipéptido es una esterasa (por ejemplo, una enzima de la
descripcion), por ejemplo una clorofilasa, o tiene actividad semejante a clorofilasa, o tiene actividad catabdlica de
clorofila. En un aspecto de los métodos, el polipéptido se inmoviliza. El polipéptido se puede inmovilizar sobre un
soporte inorganico o un soporte organico. El soporte inorganico puede comprender alimina, celite, Dowex-1-cloruro,
perlas de vidrio o gel de silice o equivalente. El polipéptido se puede inmovilizar sobre un hidrogel de alginato o perla
de alginato o equivalente. En un aspecto de los métodos, el polipéptido comprende ademas un liposoma, un hidrogel
o un gel.

En un aspecto de los métodos, al menos una etapa se lleva a cabo en una vasija de reaccion, por ejemplo una vasija
que comprende un dispositivo de separacion de goma gravitacional o un tanque de retencién o similar. En un
aspecto de los métodos, al menos una etapa se lleva a cabo en un extracto celular, o una célula completa. La célula
puede ser una célula vegetal, una célula bacteriana, una célula fungica, una célula de levadura, una célula de
mamifero, una célula de insecto, y similar.

En un aspecto de los métodos, la composicién que contiene clorofila o contaminada con clorofila comprende un
material vegetal, aceite vegetal o extracto vegetal. El material vegetal, aceite vegetal o extracto vegetal puede
comprender un aceite vegetal o un aceite de semillas. El aceite vegetal puede comprender un aceite de palma o un
aceite de canola. Como alternativa, el material vegetal, aceite vegetal o extracto vegetal puede comprender una
preparacion de algas. En un aspecto de los métodos, las composiciones que contienen clorofila o contaminadas con
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clorofila comprenden un producto maderero o no maderero. En un aspecto de los métodos, las composiciones que
contienen clorofila o contaminadas con clorofila comprenden un tejido o tela. En un aspecto de los métodos, las
composiciones que contienen clorofila o contaminadas con clorofila comprenden una formulacién farmacéutica, un
alimento, un aceite, un pienso, o un suplemento dietético.

Las composiciones y métodos de la invencion se pueden usar para tratar aceites brutos o refinados, por ejemplo
aceites derivados de plantas (por ejemplo vegetales), algas, animales o peces, o de fuentes sintéticas. Las
composiciones y métodos de la invencion se pueden usar para tratar aceites brutos o refinados a concentraciones
de aceite superiores, 0, en un aspecto, se pueden usar para tratar aceites brutos sin refinar o no diluidos.

En un aspecto, los métodos descritos comprenden ademas eliminar una clorofilida generada mediante degradacion
enzimatica de una clorofila mediante adsorcién sobre un gel de silice o equivalente. Las composiciones que
contienen clorofila o contaminadas con clorofila pueden comprender un textil, tela, hilo o tejido o composicion
relacionada, un producto maderero o papelero o un subproducto, tal como pasta maderera, una pasta de papel, una
pasta Kraft, o un producto de papel no maderero o subproducto, tal como papel de arroz.

La descripcion proporciona productos de fabricacion que comprenden un sistema de desgomado para el tratamiento
enzimatico de composiciones que contienen clorofila o contaminadas con clorofila, que comprenden: (a) un aparato
de refinado de aceite vegetal; y (b) un polipéptido que tiene actividad de clorofilasa (por ejemplo, una enzima de la
descripcion), en el que la actividad del polipéptido comprende la catalisis de una reaccion modificadora de la
clorofila, y el aparato de refinado de aceite vegetal puede hacer reaccionar una composicién que contiene clorofila o
contaminada con clorofila con el polipéptido en condiciones en las que el polipéptido puede catalizar una reacciéon
modificadora de la clorofila. En un aspecto del producto de fabricacion, el aparato de refinado de aceite vegetal
comprende un expulsor que deja un aceite, un tanque de retencidon o un dispositivo de separacion de goma
gravitacional. Las reacciones modificadoras de la clorofila pueden comprender la generacién de clorofilida y fitol.

La descripcion proporciona detergentes que comprenden un tratamiento enzimatico para tejidos que contienen
clorofila o contaminados con clorofila, que comprenden: (a) una composicion detergente; y (b) un polipéptido que
tiene actividad de clorofilasa (por ejemplo, una enzima de la descripcion), en el que la actividad comprende la
catdlisis de una reaccidon modificadora de la clorofila. En un aspecto, la reaccion modificadora de la clorofila
comprende la generacion de clorofilida y fitol.

La descripcion proporciona métodos para tratar enzimaticamente tejidos que contienen clorofila o contaminados con
clorofila, que comprenden: (a) proporcionar una composicion detergente que comprende un polipéptido que tiene
actividad de clorofilasa (por ejemplo, una enzima de la descripcion), en el que la actividad comprende catalisis de
una reaccion modificadora de la clorofila; y (b) poner en contacto la composicion detergente con el tejido que
contiene clorofila o contaminado con clorofila en condiciones en las que el polipéptido puede catalizar una reaccién
modificadora de la clorofila. En un aspecto, la reaccion modificadora de la clorofila comprende la generacion de
clorofilida y fitol.

La descripcién proporciona acidos nucleicos aislados, sintéticos o recombinantes que comprende una secuencia de
acido nucleico que tiene al menos alrededor de 50%, 51%, 52%, 53%, 54%, 55%, 56%, 57%, 58%, 59%, 60%, 61%,
62%, 63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%,
82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o mas, o
identidad de secuencia completa (100%) con un acido nucleico ejemplar de la descripcién, por ejemplo SEC ID
NO:1, SEC ID NO:3, SEC ID NO:5, SEC ID NO:7, SEC ID NO:9, SEC ID NO:11, SEC ID NO:13, SEC ID NO:15,
SEC ID NO:17 o SEC ID NO:19, a lo largo de una regién de al menos alrededor de 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50,
55, 60, 75, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950, 1000, 1050,
1100, 1150, 1200, 1250, 1300, 1350, 1400, 1450, 1500, 1550, 1600, 1650, 1700, 1750, 1800, 1850, 1900, 1950,
2000, 2050, 2100, 2200, 2250, 2300, 2350, 2400, 2450, 2500, o mas restos, secuencias sustancialmente idénticas a
ella, y las secuencias complementarias a ella, y codifica al menos un polipéptido que tiene una actividad enzimatica
como se describe aqui, por ejemplo, una actividad de enzima esterasa.

En aspectos alternativos, las identidades de secuencia se determinan mediante andlisis con un algoritmo de
comparacion de secuencias o mediante inspeccion visual. En un aspecto, el algoritmo de comparacion de
secuencias es el algoritmo BLAST, por ejemplo un algoritmo BLAST version 2.2.2, en el que el ajuste de filtrado se
ajusta a blastall -p blastp -d “nr pataa” -F F, y todas las otras opciones se establecen por defecto.

Los acidos nucleicos ejemplares de la descripcion también incluyen acidos nucleicos aislados, sintéticos o
recombinantes que codifican un polipéptido de la descripcion, por ejemplo un polipéptido que tiene una secuencia
como se expone en SEC ID NO:2, SEC ID NO:4, SEC ID NO:6, SEC ID NO:8, SEC ID NO:10, SEC ID NO:12, SEC
ID NO:14, SEC ID NO:16, SEC ID NO:18 o SEC ID NO:20, y sus subsecuencias y sus variantes.

En aspectos alternativos, el polipéptido tiene una actividad de enzima esterasa, incluyendo actividad de clorofilasa
(una clasa), o actividad enzimatica que comprende modificacién enzimatica de una molécula de clorofila, por
ejemplo, en el que la modificacion enzimatica comprende el catabolismo de la molécula de clorofila. En un aspecto,
la actividad de esterasa comprende una actividad de clorofila clorofilido-hidrolasa.
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En un aspecto, el acido nucleico aislado, sintético o recombinante de la descripcién codifica un polipéptido que tiene
una actividad enzimatica que es termoestable. El polipéptido puede retener la actividad enzimatica en condiciones
que comprenden un intervalo de temperatura de entre alrededor de 37°C y alrededor de 95°C; entre alrededor de
55°C y alrededor de 85°C, entre alrededor de 70°C y alrededor de 95°C, o entre alrededor de 90°C y alrededor de
95°C.

En otro aspecto, un acido nucleico aislado, sintético o recombinante de la descripcién codifica un polipéptido que
tiene una enzima que es termotolerante. El polipéptido puede retener actividad enzimatica después de la exposicion
a una temperatura en el intervalo de mas de 37°C a alrededor de 95°C, o en cualquier intervalo desde mas de 55°C
hasta alrededor de 85°C. El polipéptido puede retener la actividad enzimatica tras la exposicién a una temperatura
en el intervalo entre alrededor de 1°C y alrededor de 5°C, entre alrededor de 5°C y alrededor de 15°C, entre
alrededor de 15°C y alrededor de 25°C, entre alrededor de 25°C y alrededor de 37°C, entre alrededor de 37°C y
alrededor de 95°C, entre alrededor de 55°C y alrededor de 85°C, entre alrededor de 70°C y alrededor de 75°C, o
entre alrededor de 90°C y alrededor de 95°C, o mas. En un aspecto, el polipéptido retiene la actividad enzimatica
tras la exposiciéon a una temperatura en el intervalo de mas de 90°C a alrededor de 95°C a pH 4,5.

La descripcion proporciona acidos nucleicos aislados, sintéticos o recombinantes que comprenden una secuencia
que se hibrida en condiciones restrictivas a un acido nucleico que comprende una secuencia de la descripcion, por
ejemplo una secuencia como se expone en SEC ID NO:1, SEC ID NO:3, SEC ID NO:5, SEC ID NO:7, SEC ID NO:9,
SEC ID NO:11, SEC ID NO:13, SEC ID NO:15, SEC ID NO:17 o SEC ID NO:19, o sus fragmentos o subsecuencias
(o sus complementos). En un aspecto, el acido nucleico de la descripcion codifica un polipéptido que tiene una
actividad de enzima esterasa, incluyendo una actividad de clorofilasa (una clasa), o actividad de enzima que
comprende la modificacion enzimatica de una molécula de clorofila, por ejemplo, en el que la modificacion
enzimatica comprende el catabolismo de la molécula de clorofila. En un aspecto, la actividad de esterasa comprende
una actividad de clorofila clorofilido-hidrolasa. El acido nucleico puede tener una longitud de al menos alrededor de
10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 75, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800,
850, 900, 950, 1000, 1050, 1100, 1150, 1200 o mas restos de lonfitud, o toda la longitud del gen o transcrito. En un
aspecto, las condiciones restrictivas incluyen una etapa de lavado que comprende un lavado en 0,2X SSC a una
temperatura de alrededor de 65°C durante alrededor de 15 minutos.

La descripcion proporciona una sonda de acido nucleico para identificar un acido nucleico que codifica un polipéptido
que tiene una actividad enzimatica como se describe aqui (por ejemplo, actividad de enzima esterasa, incluyendo
actividad de clorofilasa (una clasa)), en el que la sonda comprende al menos alrededor de 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40,
45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800,
850, 900, 950, 1000 o mas bases consecutivas de una secuencia que comprende una secuencia de la descripcién, o
sus fragmentos o subsecuencias, en el que la sonda identifica el acido nucleico mediante unién o hibridacién. La
sonda puede comprender un oligonucleétido que comprende al menos alrededor de 10 a 50, alrededor de 20 a 60,
alrededor de 30 a 70, alrededor de 40 a 80, o alrededor de 60 a 100 bases consecutivas de una secuencia que
comprende una secuencia de la descripcion, o sus fragmentos o subsecuencias.

La descripcion proporciona una sonda de acido nucleico para identificar un acido nucleico que codifica un polipéptido
que tiene al menos una actividad enzimatica como se describe aqui (por ejemplo, actividad de enzima esterasa,
incluyendo actividad de clorofilasa (una clasa)), en el que la sonda comprende un acido nucleico que comprende una
secuencia de al menos alrededor de 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450,
500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950, 1000 o mas restos que tienen al menos alrededor de 50%, 51%,
52%, 53%, 54%, 55%, 56%, 57%, 58%, 59%, 60%, 61%, 62%, 63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 71%,
72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o mas, o identidad de secuencia completa (100%) con un acido
nucleico de la descripcion, en el que las identidades de secuencia se determinan mediante analisis con un algoritmo
de comparacioén de secuencias o mediante inspeccion visual.

La sonda puede comprender un oligonucleétido que comprende al menos alrededor de 10 a 50, alrededor de 20 a
60, alrededor de 30 a 70, alrededor de 40 a 80, o alrededor de 60 a 100 bases consecutivas de una secuencia de
acido nucleico de la descripcidn, o una subsecuencia de la misma.

La descripciéon proporciona un par de cebadores de amplificacion para amplificar un acido nucleico que codifica un
polipéptido que tiene al menos una actividad enzimatica como se describe aqui (por ejemplo, actividad enzimatica de
esterasa, incluyendo actividad de clorofilasa (una clasa)), en el que el par de cebadores es capaz de amplificar un
acido nucleico que comprende una secuencia de la descripcion, o sus fragmentos o subsecuencias. Uno o cada
miembro del par de secuencias de cebadores de amplificacion puede comprender un oligonucleétido que comprende
al menos alrededor de 10 a 50 bases consecutivas de la secuencia, o alrededor de 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 o mas bases consecutivas de la secuencia.

La descripciéon proporciona pares de cebadores de amplificacién, en los que el par de cebadores comprende un
primer miembro que tiene una secuencia como se expone en alrededor de los primeros (los 5’) 12, 13, 14, 15, 16,
17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 o mas restos de un acido nucleico de la descripcion, y un
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segundo miembro que tiene una secuencia como se expone en alrededor de los primeros (los 5’) 12, 13, 14, 15, 16,
17,18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 o mas restos de la hebra complementaria del primer miembro.

La descripcion proporciona acidos nucleicos que codifican proteinas (por ejemplo, enzimas), incluyendo los
polipéptidos de la descripcion, generadas mediante amplificacion, por ejemplo reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), usando un par de cebadores de amplificacion de la descripcién. La descripcion proporciona acidos nucleicos
que codifican polipéptidos que tienen al menos una actividad enzimatica como se describe aqui (por ejemplo,
actividad enzimatica de esterasa, incluyendo una actividad de clorofilasa (una clasa)) usando un par de cebadores
de amplificacion de la descripcion. La descripcion proporciona métodos para obtener y/o identificar enzimas
mediante amplificacion, por ejemplo reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), usando un par de cebadores de
amplificacion de la descripcién. En un aspecto, el par de cebadores de amplificacién amplifica un acido nucleico de
una biblioteca, por ejemplo una biblioteca génica, tal como una biblioteca medioambiental.

La decripcion proporciona métodos para amplificar un acido nucleico que codifica un polipéptido que tiene actividad
enzimatica, que comprenden la amplificacion de un acido nucleico molde con un par de secuencias cebadoras de
amplificaciéon capaz de amplificar una secuencia de acido nucleico de la decripcion, o sus fragmentos o
subsecuencias.

La descripcién proporciona casetes de expresion que comprenden un acido nucleico de la descripcidon o una
subsecuencia del mismo. En un aspecto, el casete de expresion puede comprender el acido nucleico que esta
enlazado operablemente a un promotor. El promotor puede ser un promotor virico, bacteriano, de mamifero o
vegetal. En un aspecto, el promotor vegetal puede ser un promotor de patata, de arroz, de maiz, de trigo, de tabaco
o de cebada. El promotor puede ser un promotor constitutivo. El promotor constitutivo puede comprender CaMV358S.
En otro aspecto, el promotor puede ser un promotor inducible. En un aspecto, el promotor puede ser un promotor
especifico de tejido, o un promotor regulado medioambientalmente o un promotor regulado mediante el desarrollo.
De este modo, el promotor puede ser, por ejemplo, un promotor especifico de semillas, un promotor especifico de
hojas, un promotor especifico de raices, un promotor especifico de tallos o un promotor inducido por abscisiéon. En
un aspecto, el casete de expresion puede comprender ademas un vector de expresion vegetal o de virus vegetal.

La descripcion proporciona vehiculos de clonacion que comprenden un casete de expresion (por ejemplo, un vector)
de la descripcién o un acido nucleico de la descripcién. El vehiculo de clonaciéon puede ser un vector virico, un
plasmido, un fago, un fagémido, un césmido, un fésmido, un bacteriéfago o un cromosoma artificial. El vector virico
puede comprender un vector adenovirico, un vector retrovirico o un vector virico adenoasociado. El vehiculo de
clonacion puede comprender un cromosoma artificial bacteriano (BAC), un plasmido, un vector derivado del
bacteriéfago P1 (PAC), un cromosoma artificial de levadura (YAC), o un cromosoma artificial de mamifero (MAC).

La descripcién proporciona célula transformada que comprende un acido nucleico de la descripcién o un casete de
expresion (por ejemplo, un vector) de la descripcion, o un vehiculo de clonacién de la descripcion. En un aspecto, la
célula transformada puede ser una célula bacteriana, una célula de mamifero, una célula fungica, una célula de
levadura, una célula de insecto o una célula vegetal. En un aspecto, la célula vegetal puede ser una célula de cereal,
de patata, de trigo, de arroz, de maiz, de tabaco o de cebada.

La descripcion proporciona animales transgénicos no humanos que comprenden un acido nucleico de la descripcion
o un casete de expresion (por ejemplo, un vector) de la descripcion. En un aspecto, el animal es un ratén.

La descripcién proporciona plantas transgénicas que comprenden un acido nucleico de la descripcion o un casete de
expresion (por ejemplo, un vector) de la descripcion. La planta transgénica puede ser una planta de cereal, una
planta de maiz, una planta de patata, una planta de tomate, una planta de trigo, una planta de oleaginosa, una
planta de colza, una planta de haba de soja, una planta de arroz, una planta de cebada, o una planta de tabaco.

La descripcién proporciona semillas transgénicas que comprenden un acido nucleico de la descripciéon o un casete
de expresion (por ejemplo, un vector) de la descricion. La semilla transgénica puede ser una planta de cereal, una
semilla de maiz, una semilla de trigo, una oleaginosa, una semilla de colza, una semilla de haba de soja, una semilla
de palma, una semilla de girasol, una semilla de sésamo, una semilla de cacahuete, o una semilla de planta de
tabaco.

La descripcién proporciona un oligonucleétido antisentido que comprende una secuencia de acido nucleico
complementaria a o capaz de hibridarse en condiciones restrictivas a un acido nucleico de la descripcion. La
descripcion proporciona métodos para inhibir la traduccidon de un mensaje enzimatico (de una enzima de la
descripcion) en una célula, que comprenden administrar a la célula o expresar en la célula un oligonucledtido
antisentido que comprende una secuencia de acido nucleico complementaria a o capaz de hibridarse en condiciones
restrictivas a un acido nucleico de la descripcion. En un aspecto, el oligonucleétido antisentido tiene una longitud
entre alrededor de 10 y 50, alrededor de 20 y 60, alrededor de 30 y 70, alrededor de 40 y 80, o alrededor de 60 y
100 bases.

La descripcion proporciona métodos para inhibir la traduccién de un mensaje enzimatico en una célula que

comprenden administrar a la célula o expresar en la célula un oligonucleétido antisentido que comprende una
secuencia de acido nucleico complementaria a o capaz de hibridarse en condiciones restrictivas a un acido nucleico
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de la descripcién. La descripcion proporciona moléculas de ARN inhibidor (ARNi) bicatenario que comprenden una
subsecuencia de una secuencia de la descripcion. En un aspecto, el ARNi tiene una longitud de alrededor de 15, 16,
17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 o mas nucleédtidos duplex. La descripcién proporciona métodos para inhibir la
expresion de un polipéptido (por ejemplo, una enzima de la descripcion) en una célula, que comprenden administrar
a la célula o expresar en la célula un ARN inhibidor bicatenario (ARNi), en el que el ARN comprende una
subsecuencia de una secuencia de la descripcion.

La descripcién proporciona un polipéptido aislado, sintético o recombinante que comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos alrededor de 50%, 51%, 52%, 53%, 54%, 55%, 56%, 57%, 58%, 59%, 60%, 61%,
62%, 63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%,
82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o mas, o una
identidad de secuencia completa (100%) con un polipéptido o péptido ejemplar de la descripcion a lo largo de una
region de al menos alrededor de 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 100, 125, 150, 175, 200, 225, 250,
275, 300, 325, 350 o mas restos, o a lo largo de toda la longitud del polipéptido. En un aspecto, las identidades de
secuencia se determinan mediante analisis con un algoritmo de comparaciéon de secuencias o mediante una
inspeccion visual. Las secuencias polipeptidicas o peptidicas ejemplares de la descripcion incluyen SEC ID NO:2,
SEC ID NO:4, SEC ID NO:6, SEC ID NO:8, SEC ID NO:10, SEC ID NO:12, SEC ID NO:14, SEC ID NO:16, SEC ID
NO:18 o SEC ID NO:20, y sus subsecuencias y sus variantes. Los polipéptidos ejemplares también incluyen
fragmentos de al menos alrededor de 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 150, 200, 250, 300,
350, 400, 450, 500, 550, 600 o mas restos en longitud, o a lo largo de toda la longitud de una enzima. Las
secuencias polipeptidicas o peptidicas ejemplares de la descripcion incluyen secuencia codificada por un acido
nucleico de la descripcion. Las secuencias polipeptidicas o peptidicas ejemplares de la descripcion incluyen
polipéptidos o péptidos especificamente unidos mediante un anticuerpo de la descripcion. El péptido puede ser, por
ejemplo, un fragmento inmundgeno, un motivo (por ejemplo, un sitio de union), una secuencia sefial, una secuencia
prepro, un dominio catalitico (CDs) o un sitio activo.

En un aspecto, un polipéptido de la descripcién tiene una actividad de esterasa, tal como una actividad de clorofilasa
(una clasa), o tiene una actividad enzimatica que comprende modificacion enzimatica de una molécula de clorofila,
por ejemplo, en el que la modificacion enzimatica comprende el catabolismo de la molécula de clorofila. En un
aspecto, la actividad de esterasa comprende una actividad de clorofila clorofilido-hidrolasa.

Otro aspecto de la presente descripcién proporciona un polipéptido o péptido aislado, sintético o recombinante, que
incluye al menos 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 6 100 o mas bases
consecutivas de una secuencia polipeptidica o peptidica de la descripcidn, secuencias sustancialmente idénticas a
ella, y las secuencias complementarias a ella. El péptido puede ser, por ejemplo, un fragmento inmunégeno, un
motivo (por ejemplo, un sitio de unioén), una secuencia sefial, una secuencia prepro o un dominio catalitico (CDs) o
un sitio activo.

La descripcion proporciona sistemas biosintéticos que comprenden acidos nucleicos y/o plasmidos de la descripcion
en una célula, por ejemplo una célula de levadura, una célula vegetal, una célula fungica, o una célula microbiana
(por ejemplo, bacteriana). En un aspecto, los sistemas biosintéticos de la descripcion comprenden secuencias
codificantes para todas las enzimas necesarias, o un subconjunto de las mismas, para el catabolismo de una
molécula de clorofila. En un aspecto, las secuencias codificantes pueden estar en un plasmido, un vector
recombinante o virus y similar.

En un aspecto, la actividad enzimatica de un polipéptido de la descripcion, es termoestable. El polipéptido de la
descripcion, puede retener actividad en condiciones que comprenden un intervalo de temperatura de entre alrededor
de 1°C y alrededor de 5°C, entre alrededor de 5°C y alrededor de 15°C, entre alrededor de 15°C y alrededor de
25°C, o entre alrededor de 25°C y alrededor de 37°C, entre alrededor de 37°C y alrededor de 95°C, entre alrededor
de 55°C y alrededor de 85°C, entre alrededor de 70°C y alrededor de 75°C, o entre alrededor de 90°C y alrededor de
95°C, o mas. En otro aspecto, la actividad enzimatica de un polipéptido de la descripcion es termotolerante. El
polipéptido puede retener actividad tras la exposicidon a una temperatura en el intervalo de mas de 37°C a alrededor
de 95°C, o en el intervalo de mas de 55°C a alrededor de 85°C. En un aspecto, el polipéptido puede retener actividad
tras la exposicién a una temperatura en el intervalo de mas de 90°C a alrededor de 95°C a pH 4,5.

En un aspecto, el polipéptido aislado, sintético o recombinante puede comprender el polipéptido de la descripcion
que carece de una secuencia sefial. El polipéptido aislado, sintético o recombinante puede comprender el
polipéptido de la descripcion que comprende una secuencia sefial heterdloga.

En un aspecto, la descripcidn proporciona proteinas quiméricas que comprenden un primer dominio que comprende
una secuencia sefial de la descripcion y al menos un segundo dominio. La proteina puede ser una proteina de
fusion. El segundo dominio puede comprender una enzima. La enzima quimérica puede comprender toda o una
subsecuencia de al menos un polipéptido que tiene actividad como se describe aqui (por ejemplo, actividad
enzimatica de esterasa, incluyendo actividad de clorofilasa (una clasa)).

La descripcion proporciona polipéptidos quiméricos que comprenden al menos un primer dominio que comprende un
péptido sefial (SP), una secuencia prepro y/o un dominio catalitico (CD) de la descripcion, y al menos un segundo
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dominio que comprende un polipéptido o péptido heterdlogo, en el que el polipéptido o péptido heterdlogo no esta
asociado naturalmente con el péptido sefal (SP), una secuencia prepro y/o un dominio catalitico (CD). En un
aspecto, el polipéptido o péptido heterdlogo no es un polipéptido que tiene actividad que comprende actividad
enzimatica de esterasa o actividad de catabolismo de la clorofila. El polipéptido o péptido heterdlogo puede ser
aminoterminal a, carboxiterminal a, o puede estar en ambos extremos del péptido sefial (SP), secuencia prepro y/o
dominio catalitico (CD).

La descripcién proporciona acidos nucleicos aislados, sintéticos o recombinantes que codifican un polipéptido
quimérico, en el que el polipéptido quimérico comprende al menos un primer dominio que comprende un péptido
sefial (SP), un dominio prepro y/o un dominio catalitico (CD) de la descripcion, y al menos un segundo dominio que
comprende un polipéptido o péptido heterdlogo, en el que el polipéptido o péptido heterélogo no esta asociado
naturalmente con el péptido sefial (SP), secuencia prepro y/o dominio catalitico (CD).

La descripcion proporciona secuencias sefial aisladas, sintéticas o recombinantes (por ejemplo, péptidos sefial) que
consisten en o que comprenden una secuencia como se expone en los restos 1a14,1a15,1a16,1a 17,1 a 18,
1a19,1a20,1a21,1a22,1a23,1a24,1a25,1a26,1a27,1a28,1a28,1a30,1a31,1a32,1a33,1a
34,1a35,1a36,1a37,1a38,1a40; 1a41,1a42, 1a43 0 1a44, de un polipéptido de la descripcioén, por
ejemplo, SEC ID NO:2, SEC ID NO:4, SEC ID NO:6, SEC ID NO:8, SEC ID NO:10, SEC ID NO:12, SEC ID NO:14,
SEC ID NO:16, SEC ID NO:18 o SEC ID NO:20. La descripcion proporciona secuencias sefial aisladas, sintéticas o
recombinantes (por ejemplo, péptidos sefial) que consisten en o que comprenden una secuencia como se expone en
la Tabla 1, mas abajo.

En un aspecto, una enzima de la descripcién tiene una actividad especifica a alrededor de 37°C en el intervalo de
alrededor de 1 a alrededor de 1200 unidades por miligramo de proteina, o alrededor de 100 a alrededor de 1000
unidades por miligramo de proteina. En otro aspecto, una enzima de la descripcion tiene una actividad especifica de
alrededor de 100 a alrededor de 1000 unidades por miligramo de proteina, o de alrededor de 500 a alrededor de 750
unidades por miligramo de proteina. Como alternativa, una enzima de la descripcion tiene una actividad especifica a
37°C en el intervalo de alrededor de 1 a alrededor de 750 unidades por miligramo de proteina, o de alrededor de 500
a alrededor de 1200 unidades por miligramo de proteina. En un aspecto, una enzima de la descripcién tiene una
actividad especifica a 37°C en el intervalo de alrededor de 1 a alrededor de 500 unidades por miligramo de proteina,
o de alrededor de 750 a alrededor de 1000 unidades por miligramo de proteina. En otro aspecto, una enzima de la
descripcion tiene una actividad especifica a 37°C en el intervalo de alrededor de 1 a alrededor de 250 unidades por
miligramo de proteina. Como alternativa, una enzima de la descripcion tiene una actividad especifica a 37°C en el
intervalo de alrededor de 1 a alrededor de 100 unidades por miligramo de proteina. En otro aspecto, la
termotolerancia comprende retencién de al menos la mitad de la actividad especifica de la enzima a 37°C después
de calentarla hasta la temperatura elevada. Como alternativa, la termotolerancia puede comprender retencion de la
actividad especifica a 37°C en el intervalo de alrededor de 1 a alrededor de 1200 unidades por miligramo de
proteina, o de alrededor de 500 a alrededor de 1000 unidades por miligramo de proteina, después de calentarla
hasta la temperatura elevada. En otro aspecto, la termotolerancia puede comprender retencién de la actividad
especifica a 37°C en el intervalo de alrededor de 1 a alrededor de 500 unidades por miligramo de proteina después
de calentarla hasta la temperatura elevada.

La descripcién proporciona un polipéptido aislado, sintético o recombinante de la descripcidon, en el que el
polipéptido comprende al menos un sitio de glucosilacion. En un aspecto, la glucosilacién puede ser una
glucosilacion enlazada mediante N. En un aspecto, el polipéptido se puede glucosilar después de ser expresado en
una P. pastoris o una S. pombe.

En un aspecto, un polipéptido de la presente descripciéon puede retener actividad enzimatica en condiciones que
comprenden alrededor de pH 6,5, pH 6, pH 5,5, pH 5, pH 4,5 o pH 4 0 mas acidas. En otro aspecto, un polipéptido
de la descripcion retiene actividad en condiciones que comprenden alrededor de pH 7, pH 7,5, pH 8,0, pH 8,5, pH 9,
pH 9,5, pH 10, pH 10,5 o pH 11 0 mas basicas. En un aspecto, un polipéptido de la descripcion retiene actividad
enzimatica en condiciones que comprenden alrededor de pH 6,5, pH 6, pH 5,5, pH 5, pH 4,5 o pH 4 0 mas acidas.
En otro aspecto, un polipéptido de la descripcion retiene actividad en condiciones que comprenden alrededor de pH
7,pH 7,5, pH 8,0, pH 8,5, pH 9, pH 9,5, pH 10, pH 10,5 0 pH 11 0 mas basicas.

La descripcién proporciona preparaciones proteicas que comprenden un polipéptido de la descripcién, en las que la
preparacion proteica comprende un liquido, un sélido o un gel.

La descripcion proporciona heterodimeros que comprenden un polipéptido de la descripcidon y una segunda proteina
o dominio. En un aspecto, el segundo miembro del heterodimero no es un polipéptido de la descripcion, sino mas
bien es una enzima diferente u otra proteina. En un aspecto, el segundo dominio puede ser un polipéptido, y el
heterodimero puede ser una proteina de fusion. En un aspecto, el segundo dominio puede ser un epitopo o una
etiqueta. En un aspecto, la invencién proporciona homodimeros que comprenden un polipéptido de la descripcion.

La descripcion proporciona polipéptidos inmovilizados de la descripcién, un polipéptido codificado por un acido
nucleico de la descripcion, o un polipéptido que comprende un polipéptido de la descripcion y un segundo dominio.
En un aspecto, el polipéptido se puede inmovilizar en una célula, un metal, una resina, un polimero, un material



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 540 728 T3

ceramico, un vidrio, un microelectrodo, una particula grafitica, una perla, un gel, una placa, una matriz o un tubo
capilar.

La descripcidon proporciona matrices que comprenden un acido nucleico inmovilizado de la descripcion. La
descripcion proporciona matrices que comprenden un anticuerpo de la descripcion.

La invencién proporciona anticuerpos aislados, sintéticos o recombinantes que se unen especificamente a un
polipéptido de la descripcién o a un polipéptido codificado por un acido nucleico de la descripciéon. El anticuerpo
puede ser un anticuerpo monoclonal o policlonal. La descripcidn proporciona hibridomas que comprenden un
anticuerpo de la descripcion, por ejemplo un anticuerpo que se une especificamente a un polipéptido de la
descripcion o a un polipéptido codificado por un acido nucleico de la descripcioén.

La descripcion proporciona un método para aislar o identificar un polipéptido implicado en el catabolismo de clorofila
0 que tiene actividad de esterasa (por ejemplo, clorofilasa), en el que el método comprende las etapas de: (a)
proporcionar un anticuerpo de la descripcion; (b) proporcionar una muestra que comprende polipéptidos; y (c) poner
en contacto la muestra de la etapa (b) con el anticuerpo de la etapa (a) en condiciones en las que el anticuerpo se
puede unir especificamente al polipéptido, aislando o identificando de ese modo al polipéptido.

La descripciéon proporciona métodos para obtener un anticuerpo que se une especificamente a un polipéptido de la
descripcion (por ejemplo, una enzima u otro anticuerpo de la descripcion), que comprenden administrar a un animal
no humano un Aacido nucleico de la descripciéon o un polipéptido de la descripcién o sus subsecuencias, en una
cantidad suficiente para generar una respuesta inmunitaria humoral, generando de ese modo una respuesta de
anticuerpo. La descripcién proporciona métodos para obtener una respuesta inmunitaria humoral o celular, que
comprenden administrar a un animal no humano un &acido nucleico de la descripcién o un polipéptido de la
descripcion o sus subsecuencias, en una cantidad suficiente para generar una respuesta inmunitaria.

La descripcion proporciona métodos para producir un polipéptido recombinante, que comprenden las etapas de: (a)
proporcionar un acido nucleico de la descripcion enlazado operablemente a un promotor; y (b) expresar el acido
nucleico de la etapa (a) en condiciones que permiten la expresion del polipéptido, produciendo de ese modo un
polipéptido recombinante. En un aspecto, el método puede comprender ademas transformar una célula hospedante
con el acido nucleico de la etapa (a), seguido de la expresion del acido nucleico de la etapa (a), produciendo de ese
modo un polipéptido recombinante en una célula transformada.

La descripciéon proporciona métodos para identificar un polipéptido implicado en el catabolismo de la clorofila o que
tiene una actividad de esterasa (por ejemplo, clorofilasa), que comprenden las siguientes etapas: (a) proporcionar un
polipéptido de la descripcion; o un polipéptido codificado por un acido nucleico de la descripcion; (b) proporcionar un
sustrato apropiado (por ejemplo, sustrato del polipéptido); y, (c) poner en contacto el polipéptido o un fragmento o
variante del mismo de la etapa (a) con el sustrato de la etapa (b) y detectar una disminucién en la cantidad de
sustrato o un incremento en la cantidad de un producto de reaccion, en el que una disminucion en la cantidad del
sustrato o un incremento en la cantidad del producto de reaccién detecta un polipéptido implicado en el catabolismo
de la clorofila o que tiene una actividad de esterasa (por ejemplo, clorofilasa).

La descripcion proporciona métodos para identificar un sustrato de un polipéptido implicado en un catabolismo de la
clorofila o que tiene una actividad de esterasa (por ejemplo, clorofilasa), en el que el método comprende las
siguientes etapas: (a) proporcionar un polipéptido de la descripcion; o un polipéptido codificado por un acido nucleico
de la descripcion; (b) proporcionar un sustrato de ensayo; y, (c) poner en contacto el polipéptido de la etapa (a) con
el sustrato de ensayo de la etapa (b) y detectar una disminucién en la cantidad de sustrato o un incremento en la
cantidad de producto de reaccién, en el que una disminucién en la cantidad del sustrato o un incremento en la
cantidad de un producto de reaccion identifica el sustrato de ensayo, un sustrato de un polipéptido implicado en el
catabolismo de la clorofila o que tiene una actividad de esterasa (por ejemplo, clorofilasa).

La descripcion proporciona métodos para determinar si un compuesto de ensayo se une especificamente a un
polipéptido, que comprenden las siguientes etapas: (a) expresar un acido nucleico o un vector que comprende el
acido nucleico en condiciones que permitan la traduccion del acido nucleico a un polipéptido, en el que el acido
nucleico comprende un acido nucleico de la descripcion; o, proporcionar un polipéptido de la descripcion; (b)
proporcionar un compuesto de ensayo; (c) poner en contacto el polipéptido con el compuesto de ensayo; y (d)
determinar si el compuesto de ensayo de la etapa (b) se une especificamente al polipéptido.

La descripcién proporciona métodos para identificar un modulador de un polipéptido implicado en el catabolismo de
la clorofila o que tiene una actividad de esterasa (por ejemplo, clorofilasa), que comprenden las siguientes etapas:
(a) proporcionar un polipéptido de la descripciéon o un polipéptido codificado por un acido nucleico de la descripcion;
(b) proporcionar un compuesto de ensayo; (c) poner en contacto el polipéptido de la etapa (a) con el compuesto de
ensayo de la etapa (b) y medir una actividad del polipéptido, en el que un cambio en la actividad medido en
presencia del compuesto de ensayo, comparado con la actividad en ausencia del compuesto de ensayo, proporciona
una determinacion de que el compuesto de ensayo modula la actividad del polipéptido. En un aspecto, la actividad
del polipéptido se puede medir proporcionando un sustrato apropiado (por ejemplo, sustrato del polipéptido
implicado en un catabolismo de la clorofila o que tiene una actividad de esterasa (por ejemplo, clorofilasa)) y
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detectando una disminucién en la cantidad del sustrato o un incremento en la cantidad de un producto de reaccion, o
un incremento en la cantidad del sustrato o una disminucién en la cantidad de un producto de reaccion. Una
disminucion en la cantidad del sustrato o un incremento en la cantidad del producto de reaccién con el compuesto de
ensayo, en comparacion con la cantidad de sustrato o producto de reaccion sin el compuesto de ensayo, identifica al
compuesto de ensayo como un activador de la actividad. Un incremento en la cantidad del sustrato o una
disminucion en la cantidad del producto de reaccion con el compuesto de ensayo, en comparacion con la cantidad
de sustrato o producto de reaccion sin el compuesto de ensayo, identifica al compuesto de ensayo como un inhibidor
de la actividad.

La descripcion proporciona sistemas de ordenador que comprenden un procesador y un dispositivo de
almacenamiento de datos, en los que dicho dispositivo de almacenamiento de datos tiene almacenada en él una
secuencia polipeptidica o una secuencia de acido nucleico de la descripcion (por ejemplo, un polipéptido codificado
por un acido nucleico de la descripcion). En un aspecto, el sistema de ordenador puede comprender ademas un
algoritmo de comparacién de secuencias y un dispositivo de almacenamiento de datos que tiene al menos una
secuencia de referencia almacenada en él. En otro aspecto, el algoritmo de comparacién de secuencias comprende
un programa de ordenador que indica polimorfismos. En un aspecto, el sistema de ordenador puede comprender
ademas un identificador que identifica una o mas caracteristicas en dicha secuencia. La descripciéon proporciona
medios legibles por ordenador que tienen almacenados en ellos una secuencia polipeptidica o una secuencia de
acido nucleico de la descripciéon. La descripcidn proporciona métodos para identificar una caracteristica en una
secuencia, que comprenden las etapas de: (a) leer la secuencia usando un programa de ordenador que identifica
una o mas caracteristicas en una secuencia, en el que la secuencia comprende una secuencia polipeptidica o una
secuencia de acido nucleico de la descripcion; y, (b) identificar una o mas caracteristicas en la secuencia con el
programa de ordenador. La descripcion proporciona métodos para comparar una primera secuencia con una
segunda secuencia, que comprenden las etapas de: (a) leer la primera secuencia y la segunda secuencia mediante
uso de un programa de ordenador que compara secuencias, en el que la primera secuencia comprende una
secuencia polipeptidica o una secuencia de acido nucleico de la descripcion; y, (b) determinar las diferencias entre la
primera secuencia y la segunda secuencia con el programa de ordenador. La etapa de determinar diferencias entre
la primera secuencia y la segunda secuencia puede comprender ademas la etapa de identificar polimorfismos. En un
aspecto, el método puede comprender ademas un identificador que identifica una o mas caracteristicas en una
secuencia. En otro aspecto, el método puede comprender leer la primera secuencia usando un programa de
ordenador, e identificar una o mas caracteristicas en la secuencia.

La descripcidon proporciona métodos para aislar o recuperar un acido nucleico que codifica un polipéptido que tiene
actividad enzimatica implicado en el catabolismo de la clorofila o que tiene una actividad de esterasa (por ejemplo,
clorofilasa) a partir de una muestra medioambiental, que comprenden las etapas de: (a) proporcionar un par de
secuencias de cebadores de amplificacién para amplificar un acido nucleico que codifica un polipéptido implicado en
el catabolismo de la clorofila o que tiene una actividad de esterasa (por ejemplo, clorofilasa), en el que el par de
cebadores es capaz de amplificar un acido nucleico de la descripcion; (b) aislar un acido nucleico de la muestra
medioambiental o tratar que la muestra medioambiental, tal como un acido nucleico en la muestra, sea accesible
para hibridacion al par de cebadores de amplificacion; y (c) combinar el acido nucleico de la etapa (b) con el par de
cebadores de amplificacion de la etapa (a) y amplificar el acido nucleico procedente de la muestra medioambiental,
aislando o recuperando de ese modo un acido nucleico que codifica un polipéptido implicado en el catabolismo de la
clorofila o que tiene una actividad de esterasa (por ejemplo, clorofilasa) de una muestra medioambiental. En un
aspecto, uno o cada miembro del par de cebadores de amplificaciéon puede comprender un oligonucleétido que
comprende al menos alrededor de 10 a 50 o mas bases consecutivas de una secuencia de la descripcion. En un
aspecto, el par de cebadores de amplificacién es un par de amplificacion de la descripcion.

La descripcion proporciona métodos para aislar o recuperar un acido nucleico que codifica un polipéptido implicado
en el catabolismo de la clorofila o que tiene una actividad de esterasa (por ejemplo, clorofilasa) a partir de una
muestra medioambiental, que comprenden las etapas de: (a) proporcionar una sonda polinucleotidica que
comprende un acido nucleico de la descripcién, o una subsecuencia del mismo; (b) aislar un acido nucleico a partir
de la muestra medioambiental o tratar que la muestra medioambiental, tal como el acido nucleico en la muestra, sea
accesible para la hibridacion a una sonda polinucleotidica de la etapa (a); (c) combinar el acido nucleico aislado
sintético o la muestra medioambiental tratada de la etapa (b) con la sonda polinuclectidica de la etapa (a); y, (d)
aislar un acido nucleico que se hibrida especificamente con la sonda polinucleotidica de la etapa (a), aislando o
recuperando de ese modo un acido nucleico que codifica un polipéptido implicado en el catabolismo de la clorofila o
que tiene una actividad de esterasa (por ejemplo, clorofilasa) a partir de una muestra medioambiental. La muestra
medioambiental puede comprender una muestra de agua, una muestra de liquido, una muestra de suelo, una
muestra de aire 0 una muestra biolégica. En un aspecto, la muestra biolégica puede derivar de una célula
bacteriana, una célula de protozoo, una célula de insecto, una célula de levadura, una célula vegetal, una célula
fungica o una célula de mamifero.

La descripcidon proporciona métodos para generar una variante de un acido nucleico que codifica un polipéptido
implicado en el catabolismo de la clorofila o que tiene una actividad de esterasa (por ejemplo, clorofilasa), que
comprende las etapas de: (a) proporcionar un acido nucleico molde que comprende un acido nucleico de la
descripcion; y (b) modificar, suprimir o afadir uno o mas nucleétidos en la secuencia molde, o una combinacion de
los mismos, para generar una variante del acido nucleico molde. En un aspecto, el método puede comprender
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ademas expresar el acido nucleico variante para generar un polipéptido variante implicado en el catabolismo de la
clorofila o que tiene una actividad de esterasa (por ejemplo, clorofilasa). Las modificaciones, adiciones o supresiones
se pueden introducir mediante un método que comprende PCR propensa a errores, transposicion de fragmentos,
mutagénesis dirigida por oligonucleétidos, PCR de ensamblaje, mutagénesis de PCR sexual, mutagénesis in vivo,
mutagénesis por insercion de un casete, mutagénesis de conjunto recursiva, mutagénesis de conjunto exponencial,
mutagénesis especifica del sitio, reensamblaje génico, mutagénesis por saturacion de sitios génicos (GSSM),
reensamblaje por ligacion sintética (SLR) o una combinaciéon de los mismos. En otro aspecto, las modificaciones,
adiciones o supresiones se introducen mediante un método que comprende recombinacién, recombinacién de
secuencia recursiva, mutagénesis de ADN modificado con fosfotioato, mutagénesis de molde que contiene uracilo,
mutagénesis de duplex con saltos, mutagénesis de reparacion de desemparejamiento de punto, mutagénesis de
hebra de hospedante deficiente en la reparacion, mutagénesis quimica, mutagénesis radiogénica, mutagénesis de
supresion, mutagénesis de restriccion-seleccion, mutagénesis de restriccion-purificacion, sintesis génica artificial,
mutagénesis de conjunto, creacion de multimeros de acidos nucleicos quiméricos y una combinacion de los mismos.

En un aspecto, el método se puede repetir iterativamente hasta que se produce un polipéptido implicado en el
catabolismo de la clorofila o que tiene una actividad de esterasa (por ejemplo, clorofilasa), que tiene una actividad
alterada o diferente o una estabilidad alterada o diferente de la de un polipéptido codificado por el acido nucleico
molde. En un aspecto, el polipéptido variante es termotolerante, y retiene cierta actividad después de exponerlo a
una temperatura elevada. En otro aspecto, el polipéptido variante tiene mayor glucosilacién en comparacion con el
polipéptido codificado por un acido nucleico molde. Como alternativa, el polipéptido variante tiene actividad a una
temperatura elevada (o mayor), en el que la enzima codificada por el acido nucleico molde no es activa a la
temperatura elevada. En un aspecto, el método se puede repetir de forma iterativa hasta que se produce una
secuencia codificante de enzima que tiene un uso de codones alterado con respecto al del acido nucleico molde. En
otro aspecto, el método se puede repetir de forma iterativa hasta que se produce un gen codificante de la enzima
que tiene un nivel mayor o menor de expresion o estabilidad del mensaje con respecto al del acido nucleico molde.

La descripcién proporciona métodos para modificar codones en un acido nucleico que codifica un polipéptido
implicado en el catabolismo de la clorofila o que tiene actividad de esterasa (por ejemplo, clorofilasa) para
incrementar su expresion en una célula hospedante, comprendiendo el método las siguientes etapas: (a)
proporcionar un acido nucleico de la descripcidon que codifica un polipéptido implicado en el catabolismo de la
clorofila o que tiene actividad de esterasa (por ejemplo, clorofilasa); y, (b) identificar un codén no preferido o menos
preferido en el acido nucleico de la etapa (a) y sustituirlo por un codén preferido o usado de forma neutra que
codifica el mismo aminoacido que el cododn sustituido, en el que un codoén preferido es un codén sobrerrepresentado
en secuencias codificantes en genes en la célula hospedante, y un codén no preferido o menos preferido es un
codon subrepresentado en secuencias codificantes en genes en la célula hospedante, modificando de ese modo el
acido nucleico para incrementar su expresion en una célula hospedante.

La descripcién proporciona métodos para modificar codones en un acido nucleico que codifica un polipéptido
implicado en el catabolismo de la clorofila o que tiene actividad de esterasa (por ejemplo, clorofilasa),
comprendiendo el método las siguientes etapas: (a) proporcionar un acido nucleico de la descripcion; y, (b)
identificar un codén en el acido nucleico de la etapa (a) y sustituirlo por un codén diferente que codifica el mismo
aminoacido que el codén sustituido, modificando de ese modo codones en un acido nucleico que codifica el
polipéptido.

La descripcion proporciona métodos para modificar codones en un acido nucleico que codifica un polipéptido que
tiene actividad enzimatica implicado en el catabolismo de la clorofila o que tiene actividad de esterasa (por ejemplo,
clorofilasa) para incrementar su expresion en una célula hospedante, comprendiendo el método las siguientes
etapas: (a) proporcionar un acido nucleico de la descripcion que codifica un polipéptido que tiene actividad
enzimatica implicado en el catabolismo de la clorofila o que tiene actividad de esterasa (por ejemplo, clorofilasa); y,
(b) identificar un codén no preferido o menos preferido en el acido nucleico de la etapa (a) y sustituirlo por un codén
preferido o usado de forma neutra que codifica el mismo aminoacido que el coddn sustituido, en el que un codoén
preferido es un coddn sobrerrepresentado en secuencias codificantes en genes en la célula hospedante, y un codon
no preferido o menos preferido es un codon subrepresentado en secuencias codificantes en genes en la célula
hospedante, modificando de ese modo el acido nucleico para incrementar su expresion en una célula hospedante.

La descripcion proporciona métodos para modificar un codén en un acido nucleico que codifica un polipéptido que
tiene actividad enzimatica implicado en el catabolismo de la clorofila o que tiene actividad de esterasa (por ejemplo,
clorofilasa) para disminuir su expresion en una célula hospedante, comprendiendo el método las siguientes etapas:
(a) proporcionar un acido nucleico de la descripcion; y, (b) identificar al menos un codén preferido en el acido
nucleico de la etapa (a) y sustituirlo por un codén no preferido o menos preferido que codifica el mismo aminoacido
que el coddn sustituido, en el que un codoén preferido es un codén sobrerrepresentado en secuencias codificantes en
genes en una célula hospedante, y un codén no preferido o menos preferido es un codon subrepresentado en
secuencias codificantes en genes en la célula hospedante, modificando de ese modo el acido nucleico para
disminuir su expresion en una célula hospedante. En un aspecto, la célula hospedante puede ser una célula
bacteriana, una célula fungica, una célula de insecto, una célula de levadura, una célula vegetal o una célula de
mamifero.
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La descripcion proporciona métodos para producir una biblioteca de acidos nucleicos que codifica una pluralidad de
sitios activos modificados de polipéptidos (dominios cataliticos (CDs)) o sitios de unién a sustrato de polipéptidos
que tienen actividad enzimatica implicados en el catabolismo de la clorofila o que tienen actividad de esterasa (por
ejemplo, clorofilasa), en el que los sitios activos modificados o sitios de unién a sustrato derivan de un primer acido
nucleico que comprende una secuencia que codifica un primer sitio activo o un primer sitio de unién a sustrato,
comprendiendo el método las siguientes etapas: (a) proporcionar un primer acido nucleico que codifica un primer
sitio activo o un primer sitio de unién a sustrato, en el que la secuencia del primer acido nucleico comprende una
secuencia que se hibrida en condiciones restrictivas a un acido nucleico de la descripcion, y el acido nucleico
codifica un sitio activo o un sitio de unién a sustrato; (b) proporcionar un conjunto de oligonucleétidos mutagénicos
que codifican variantes de aminoacidos de origen natural en una pluralidad de codones seleccionados como diana
en el primer acido nucleico; y, (c) usar el conjunto de oligonucleétidos mutagénicos para generar un conjunto de
acidos nucleicos variantes que codifican el sitio activo o que codifican el sitio de unién a sustrato que codifican un
intervalo de variaciones de aminoacidos en cada coddn de aminoacidos que se mutagenizd, produciendo de ese
modo una biblioteca de acidos nucleicos que codifica una pluralidad de sitios activos modificados o sitios de unién a
sustrato de polipéptidos que tienen actividad enzimatica implicados en el catabolismo de la clorofila o que tienen
actividad de esterasa (por ejemplo, clorofilasa). En un aspecto, el método comprende mutagenizar el primer acido
nucleico de la etapa (a) mediante un método que comprende un sistema de evoluciéon dirigida optimizada,
mutagénesis de saturacion de sitios génicos (GSSM), reensamblaje por ligacion sintética (SLR), PCR propensa a
errores, barajado, mutagénesis dirigida por oligonucleétidos, PCR de ensamblaje, mutagénesis de PCR sexual,
mutagénesis in vivo, mutagénesis por insercion de casete, mutagénesis de conjunto recursiva, mutagénesis de
conjunto exponencial, mutagénesis especifica del sitio, reensamblaje génico, reensamblaje por ligacion sintética
(SLR) y/o una combinacion de los mismos. En otro aspecto, el método comprende mutagenizar el primer acido
nucleico de la etapa (a) o variantes mediante un método que comprende recombinacidon, recombinacion de
secuencias recursiva, mutagénesis de ADN modificado con fosfotioato, mutagénesis de molde que contiene uracilo,
mutagénesis de duplex con saltos, mutagénesis de reparacion de desemparejamiento de punto, mutagénesis de
hebra hospedante deficiente en la reparacion, mutagénesis quimica, mutagénesis radiogénica, mutagénesis de
supresion, mutagénesis de restriccion-seleccion, mutagénesis de restriccion-purificacion, sintesis génica artificial,
mutagénesis de conjunto, creacion de multimeros de acidos nucleicos quiméricos, y/o una combinacion de los
mismos.

La descripcion proporciona métodos para obtener una pequefia molécula, que comprenden las etapas de: (a)
proporcionar una pluralidad de enzimas biosintéticas capaces de sintetizar o modificar una pequefa molécula, en el
que una de las enzimas comprende un polipéptido de la descripcidon o es codificado por un acido nucleico de la
descripcion; (b) proporcionar un sustrato para al menos una de las enzimas de la etapa (a); y, (c) hacer reaccionar el
sustrato de la etapa (b) con las enzimas en condiciones que faciliten una pluralidad de reacciones biocataliticas para
generar una pequefia molécula mediante una serie de reacciones biocataliticas. La descripcion proporciona métodos
para modificar una pequefia molécula, que comprenden las etapas de: (a) proporcionar una enzima en el que la
enzima comprende un polipéptido de la descripcién, o un polipéptido codificado por un acido nucleico de la
descripcion, o una subsecuencia del mismo; (b) proporcionar una pequefia molécula; y, (c) hacer reaccionar la
enzima de la etapa (a) con la pequefia molécula de la etapa (b) en condiciones que faciliten una reaccion enzimatica
catalizada por el polipéptido de la descripcion, o un polipéptido codificado por un acido nucleico de la descripcién,
modificando de ese modo una pequefia molécula. En un aspecto, el método puede comprender una pluralidad de
sustratos de pequefias moléculas para la enzima de la etapa (a), generando de ese modo una biblioteca de
pequefias moléculas modificadas producidas mediante al menos una reaccién enzimatica catalizada por una enzima
de la descripcion. En un aspecto, el método puede comprender una pluralidad de enzimas adicionales en
condiciones que facilitan una pluralidad de reacciones biocataliticas mediante las enzimas para formar una biblioteca
de pequeias moléculas modificadas producidas mediante la pluralidad de reacciones enzimaticas. En otro aspecto,
el método puede comprender ademas la etapa de ensayar la biblioteca para determinar si una pequefia molécula
modificada particular que exhibe una actividad deseada esta presente en la biblioteca. La etapa de ensayar la
biblioteca puede comprender ademas las etapas de eliminar sistematicamente todas menos una de las reacciones
biocataliticas usadas para producir una porciéon de la pluralidad de las pequefias moléculas modificadas en la
biblioteca ensayando la porcién de la pequefia molécula modificada en busca de la presencia o ausencia de la
pequeiia molécula modificada particular con una actividad deseada, e identificar al menos una reaccién biocatalitica
especifica que produce la pequefia molécula modificada particular de actividad deseada.

La descripcion proporciona métodos para determinar un fragmento funcional de un polipéptido de la descripcion, o
un polipéptido codificado por un acido nucleico de la descripcion, que comprenden las etapas de: (a) proporcionar un
polipéptido de la descripcidon, o un polipéptido codificado por un acido nucleico de la descripciéon, o una
subsecuencia del mismo; y, (b) suprimir una pluralidad de restos de aminoacidos de la secuencia de la etapa (a) y
ensayar la subsecuencia que queda en busca de actividad enzimatico o de unién, determinando de ese modo un
fragmento funcional de la enzima. En un aspecto, la actividad se mide proporcionando un sustrato y detectando una
disminucion en la cantidad del sustrato o un incremento en la cantidad de un producto de reaccion.

La descripcion proporciona métodos para manipular células completas de fenotipos nuevos o modificados usando
analisis de flujo metabdlico en tiempo real, comprendiendo el método las siguientes etapas: (a) obtener una célula
modificada modificando la composicion genética de una célula, en la que la composicién genética se modifica por
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adicién a la célula de un acido nucleico de la descripcion; (b) cultivar la célula modificada para generar una
pluralidad de células modificadas; (c) medir al menos un parametro metabdlico de la célula monitorizando el cultivo
celular de la etapa (b) en tiempo real; y, (d) analizar los datos de la etapa (c) para determinar si el parametro medido
difiere de una medida comparable en una célula no modificada en condiciones similares, identificando de ese modo
un fenotipo manipulado en la célula usando analisis de flujo metabdlico en tiempo real. En un aspecto, la
composicion genética de la célula se puede modificar por un método que comprende la supresion de una secuencia
o modificacion de una secuencia en la célula, o, genosuprimiendo la expresion de un gen. En un aspecto, el método
puede comprender adicionalmente seleccionar una célula que comprende un fenotipo recientemente manipulado. En
otro aspecto, el método puede comprender cultivar la célula seleccionada, generandose de ese modo una nueva
cepa celular que comprende un fenotipo recientemente manipulado.

La descripciéon proporciona métodos para aumentar la termotolerancia o termoestabilidad de un polipéptido de la
descripcion, o un polipépotido codificado por un acido nucleico de la descripcion, comprendiendo el método la
glucosilacion de un polipéptido que comprende al menos treinta aminoacidos contiguos de un polipéptido de la
descripcion; o un polipéptido codificado por una secuencia de acido nucleico de la descripcion, incrementando de
ese modo la termotolerancia o termoestabilidad del polipéptido. En un aspecto, la actividad especifica puede ser
termoestable o termotolerante a una temperatura en el intervalo de mas de alrededor de 37°C a alrededor de 95°C.

La descripciéon proporciona meétodos para sobreexpresar un polipéptido recombinante en una célula, que
comprenden expresar un vector que comprende un acido nucleico que comprende un acido nucleico de la
descripcion, o una secuencia de acido nucleico de la descripcion, en el que las identidades de secuencia se
determinan mediante analisis con un algoritmo de comparacion de secuencias o mediante inspeccion visual, en el
que la sobreexpresion se efectia mediante el uso de un promotor de alta actividad, un vector dicistrénico o mediante
amplificacion génica del vector.

La descripcion proporciona métodos para obtener una planta transgénica, que comprenden las siguientes etapas: (a)
introducir una secuencia de acido nucleico heteréloga en la célula, en el que la secuencia de acido nucleico
heteréloga comprende una secuencia de acido nucleico de la descripcion, produciendo de ese modo una célula
vegetal transformada; y (b) producir una planta transgénica a partir de la célula transformada. En un aspecto, la
etapa (a) puede comprender adicionalmente introducir la secuencia de acido nucleico heteréloga mediante
electroporacion o microinyeccion de protoplastos de células vegetales. En otro aspecto, la etapa (a) puede
comprender adicionalmente introducir la secuencia de acido nucleico heteréloga directamente en tejido vegetal por
medio de bombardeo de particulas de ADN. Alternativamente, la etapa (a) puede comprender adicionalmente
introducir la secuencia de acido nucleico heterdloga en el ADN de la célula vegetal usando un hospedante de
Agrobacterium tumefaciens. En un aspecto, la célula vegetal puede ser una célula de patata, maiz, arroz, trigo,
tabaco, o cebada.

La descripcion proporciona métodos para expresar una secuencia de acido nucleico heteréloga en una célula
vegetal, que comprenden las siguientes etapas: (a) transformar la célula vegetal con una secuencia de acido
nucleico heteréloga enlazada operablemente a un promotor, en el que la secuencia de acido nucleico heterdloga
comprende un acido nucleico de la descripcion; (b) hacer crecer la planta en condiciones en las que la secuencia de
acido nucleico heterdéloga se exprese en la célula vegetal. La descripcion proporciona métodos para expresar una
secuencia de acido nucleico heterdloga en una célula vegetal, que comprenden las siguientes etapas: (a)
transformar la célula vegetal con una secuencia de acido nucleico heteréloga enlazada operablemente a un
promotor, en el que la secuencia de acido nucleico heteréloga comprende una secuencia de la descripcion; (b) hacer
crecer la planta en condiciones en las que la secuencia de acido nucleico heteréloga se exprese en la célula vegetal.
En otro aspecto, una enzima de la descripciéon se puede preparar mediante la expresién de un polinucleétido de la
descripcion en un organismo seleccionado tal como una bacteria, una levadura, una planta, un insecto, un hongo o
un animal. Los organismos ejemplares para expresar polipéptidos de la descripcion pueden ser S. pombe, S.
cerevisiae, Pichia sp., por ejemplo P. pastoris, E. coli, Streptomyces sp., Bacillus sp. y Lactobacillus sp.

Otro aspecto de la descripcién es un método para obtener un polipéptido de la descripcion. EI método incluye
introducir un acido nucleico que codifica el polipéptido en una célula hospedante, en el que el acido nucleico esta
enlazado operablemente a un promotor, y cultivar la célula hospedante en condiciones que permitan la expresion del
acido nucleico. Otro aspecto de la descripcidén es un método para obtener un polipéptido o péptido de la descripcion.
El método incluye introducir un acido nucleico que codifica el polipéptido en una célula hospedante, en el que el
acido nucleico esta enlazado operablemente a un promotor, y cultivar la célula hospedante en condiciones que
permitan la expresién del acido nucleico, produciendo de ese modo el polipéptido.

Otro aspecto de la descripcién es un método para generar una variante, que incluye obtener un acido nucleico que
tiene una secuencia de la descripcion, secuencias esencialmente idénticas a ella, secuencias complementarias a
una secuencia de la descripcion, y fragmentos de las mismas, y cambiar uno o mas nucleétidos en la secuencia por
otro nucledtido, suprimir uno o mas nucledétidos en la secuencia, o aiadir uno o mas nucleétidos a la secuencia.

La descripcion proporciona sistemas biosintéticos para el catabolismo de la clorofila, que comprenden al menos una
enzima de la descripcion. La descripcidon proporciona sistemas biosintéticos para el catabolismo de la clorofila que
comprenden al menos un acido nucleico que codifica una enzima implicada en el catabolismo de la clorofila, en los
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que el acido nucleico comprende una secuencia de la descripcion. En un aspecto, el sistema comprende una
pluralidad de acidos nucleicos que codifican enzimas, en el que las enzimas estan implicadas en el catabolismo de
la clorofila. En un aspecto, la pluralidad de acidos nucleicos que codifican enzimas comprende todas las enzimas en
una ruta de catabolismo de la clorofila. En un aspecto, la pluralidad de acidos nucleicos que codifican enzimas esta
contenida en al menos un plasmido, casete de expresion o vector de expresion.

En un aspecto, el sistema biosintético de la descripcion esta contenido en (comprende) una célula. La célula puede
ser una célula bacteriana, una célula de mamifero, una célula fungica, una célula de levadura, una célula de insecto,
0 una célula vegetal. La célula de levadura puede ser una Pichia sp. o una Saccharomyces sp., tal como Pichia
pastoris, Saccharomyces cerevisiae o Schizosaccharomyces pombe.

Los detalles de una o mas realizaciones de la descripcion se muestran en los dibujos adjuntos y la descripcién a
continuaciéon. Otras caracteristicas, objetos, y ventajas de la descripcion resultaran evidentes a partir de la
descripcion y los dibujos, y a partir de las reivindicaciones.

DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 es una representacion esquematica de clorofila (Figura 1A), fitol (Figura 1B) y clorofilida (Figura
1C).

La Figura 2 y la Figura 3 ilustran datos que muestran los resultados de un ensayo de actividad de esterasa
(actividad de clorofilasa) usando enzimas ejemplares de la descripcion, como se describe con detalle en el
Ejemplo 1, mas abajo.

La Figura 4 es un diagrama de bloques de un sistema de ordenador ejemplar de la descripcién, como se
describe con detalle mas abajo.

La Figura 5 es un diagrama de flujo que ilustra un aspecto de un procedimiento de la descripcion para
comparar una nueva secuencia nucleotidica o proteica con una base de datos de secuencias a fin de
determinar los niveles de homologia entre la nueva secuencia y las secuencias en la base de datos, como se
describe con detalle mas abajo.

La Figura 6 es un diagrama de flujo que ilustra un aspecto de un procedimiento en un ordenador para
determinar si dos secuencias son homologas, como se describe con detalle mas abajo.

La Figura 7 es un diagrama de flujo que ilustra un aspecto de un procedimiento identificador 300 para
detectar la presencia de una caracteristica en una secuencia, como se describe con detalle mas abajo.

La Figura 8 ilustra la reaccion de una esterasa ejemplar de la descripcion en la degradacion de la clorofila,
como se describe con detalle mas abajo.

La Figura 9 ilustra y compara la reaccion de decoloracion (blanqueo) enzimatica tradicional frente a la
ejemplar de la descripcion, como se describe con detalle mas abajo.

La Figura 10 ilustra una reaccion de decoloracién (blanqueo) enzimatica ejemplar de la descripcion, como se
describe con detalle mas abajo.

La Figura 11 ilustra un procedimiento de decoloracion (blanqueo) enzimatica ejemplar de la descripcion, que
combina etapas de desgomado, blanqueo (“decoloracion”) enzimatico y neutralizacion caustica, como se
describe con detalle mas abajo.

La Figura 12 ilustra un procedimiento de decoloracidon (blanqueo) enzimatica ejemplar de la descripcion,
como se describe con detalle mas abajo.

La Figura 13 ilustra un esquema de refinado de oleaginosa ejemplar, que comprende la extraccion, el
refinado y la modificacion de una oleaginosa usando una esterasa de la descripciéon, como se describe con
detalle mas abajo.

La Figura 14 ilustra un procedimiento industrial ejemplar de la descripcion — un procedimiento de
biodesgomado -, que comprende usar al menos un polipéptido de la descripcion, como se describe con
detalle mas abajo.

La Figura 15 ilustra otro procedimiento industrial ejemplar de la descripcion, que comprende usar al menos un
polipéptido de la descripcion, como se describe con detalle mas abajo.

La Figura 16 ilustra otro procedimiento industrial ejemplar de la descripcion, que comprende usar al menos un
polipéptido de la descripcién que tiene actividad de enzima clorofilasa.

Simbolos de referencia similares en los diversos dibujos indican elementos similares.
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DESCRIPCION DETALLADA

La presente descripcion proporciona nuevas composiciones y procedimientos para el tratamiento enzimatico
(“blanqueo” o “decoloracion”) de composiciones que contienen clorofila o contaminadas con clorofila, por ejemplo
preparaciones vegetales, animales o de algas, alimentos, piensos o aceites. En un aspecto, el tratamiento (o
“blanqueo enzimatico” o “decoloracion”) de clorofila usado en las composiciones y métodos de la descripcion
comprende el uso de una enzima clorofilasa, u otra enzima implicada en el catabolismo de la clorofila, para modificar
la clorofila, por ejemplo para facilitar la eliminacién del anillo de porfirina que posee color, mediante, por ejemplo,
extraccion acuosa. La clorofilasa cataliza la hidrdlisis de la clorofila para generar clorofilida, que se puede extraer de
forma acuosa, y fitol, que permanece en la fase oleosa.

Por ejemplo, en un aspecto, la descripcidon proporciona composiciones y procedimientos para el procesamiento
enzimatico (por ejemplo, hidrdlisis) de clorofila en un pienso, alimento o aceite, por ejemplo aceites vegetales,
incluyendo aceites procesados a partir de oleaginosas, tales como aceite de canola (colza) o aceite de haba de soja,
o frutos oleosos, tales como aceite de palma. En un aspecto, la descripcién proporciona métodos de blanqueo
enzimatico que usan una enzima clorofilasa para la hidrélisis enzimatica de una clorofila o cualquier anillo de
porfirina que posea color en un aceite animal o vegetal, por ejemplo aceites vegetales.

La invencion incluye métodos para tratar enzimaticamente (por ejemplo, “blanquear”) alimentos o aceites que
contienen clorofila via técnicas in vitro o in vivo, por ejemplo protocolos de células completas, tales como
fermentacioén u otros procedimientos biocataliticos.

Generacion y manipulacion de acidos nucleicos

La descripcion proporciona acidos nucleicos aislados, recombinantes y sintéticos (por ejemplo, un acido nucleico
ejemplar de la descripcion, incluyendo SEC ID NO:1, SEC ID NO:3, SEC ID NO:5, SEC ID NO:7, SEC ID NO:9, SEC
ID NO:11, SEC ID NO:13, SEC ID NO:15, SEC ID NO:17 o SEC ID NO:19), y secuencias que tienen una identidad
de secuencia con un acido nucleico ejemplar; acidos nucleicos que codifican polipéptidos de la descripcion, por
ejemplo las secuencias de aminoacidos ejemplares como se exponen en SEC ID NO:2, SEC ID NO:4, SEC ID NO:6,
SEC ID NO:8, SEC ID NO:10, SEC ID NO:12, SEC ID NO:14, SEC ID NO:16, SEC ID NO:18 o SEC ID NO:20). La
descripcion también proporciona casetes de expresion tales como vectores de expresion, que comprenden acidos
nucleicos de la descripcion, que incluyen polinucledtidos que codifican los polipéptidos de la descripcion. La
descripcion también incluye métodos para descubrir nuevas secuencias polipeptidicas usando los acidos nucleicos
de la descripcion. La descripcion también incluye métodos para inhibir la expresién de genes, transcritos y
polipéptidos usando los acidos nucleicos de la descripcién. También se proporcionan métodos para modificar los
acidos nucleicos de la descripcion, por ejemplo, mediante reensamblaje por ligacion sintética, sistema de evolucion
dirigida optimizada y/o mutagénesis de saturacion.

Los acidos nucleicos usados de la descripcion se pueden obtener, aislar y/o manipular, por ejemplo, mediante
clonacion y expresion de bibliotecas de ADNc, amplificacion de ADN mensajero o gendmico mediante PCR, y
similares.

Al poner en practica los métodos de la descripcion, los genes homologos se pueden modificar manipulando un acido
nucleico molde, como se describe aqui. La descripcion se puede poner en practica conjuntamente con cualquier
método o protocolo o dispositivo conocido en la técnica, que se describen bien en la bibliografia cientifica y de
patentes.

Un aspecto de la descripcion es un acido nucleico aislado que comprende una de las secuencias de la descripcién, o
un fragmento que comprende al menos 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 75, 100, 150, 200, 300, 400, o 500 bases
consecutivas de un acido nucleico de la descripcion. Los acidos nucleicos aislados pueden comprender ADN,
incluyendo ADNc, ADN gendmico y ADN sintético. EI ADN puede ser bicatenario o monocatenario, y si es
monocatenario, puede ser la cadena codificante o la cadena no codificante (anti-sentido). Alternativamente, los
acidos nucleicos aislados pueden comprender ARN.

Los acidos nucleicos aislados de la descripcién se pueden usar para preparar uno de los polipéptidos de la
descripcion, o fragmentos que comprenden al menos 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 75, 100, o 150 aminoacidos
consecutivos de uno de los polipéptidos de la descripcion.

En consecuencia, otro aspecto de la descripcion es un acido nucleico aislado que codifica uno de los polipéptidos de
la descripcion, o fragmentos que comprenden al menos 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 75, 100, o 150 aminoacidos
consecutivos de uno de los polipéptidos de la descripcion. Las secuencias codificantes de estos acidos nucleicos
pueden ser idénticas a una de las secuencias codificantes de uno de los acidos nucleicos de la descripciéon, o
pueden ser secuencias codificantes diferentes que codifican uno de los polipéptidos de la descripcidén que tienen al
menos 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 75, 100, o 150 aminoacidos consecutivos de uno de los polipéptidos de la
invencion, como resultado de la redundancia o degeneracién del cédigo genético. El cédigo genético es bien
conocido por los expertos en la técnica, y se puede obtener, por ejemplo, en la pagina 214 de B. Lewin, Genes VI,
Oxford University Press, 1997.
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El acido nucleico aislado que codifica uno de los polipéptidos de la descripciéon puede incluir, pero no esta limitado a:
so6lo la secuencia codificante de un acido nucleico de la descripcidon y secuencias codificantes adicionales, tales
como secuencias lider o secuencias de proproteinas, y secuencias no codificantes, tales como intrones o
secuencias no codificantes 5’ y/o 3’ de la secuencia codificante. De este modo, como se usa aqui, la expresion
“polinucledtido que codifica un polipéptido” abarca un polinucleétido que incluye soélo la secuencia codificante para el
polipéptido, asi como un polinucleétido que incluye una secuencia codificante y/o secuencia no codificante adicional.

Alternativamente, las secuencias de acido nucleico de la descripcion se pueden mutagenizar usando técnicas
convencionales, tales como mutagénesis dirigida al sitio, u otras técnicas familiares para los expertos en la técnica,
para introducir cambios silenciosos en los polinucleétidos de la descripcién. Como se usa en la presente memoria,
los “cambios silenciosos” incluyen, por ejemplo, cambios que no alteran la secuencia de aminoacidos codificada por
el polinucledtido. Tales cambios pueden ser deseables a fin de incrementar el nivel del polipéptido producido por las
células hospedantes que contienen un vector que codifica el polipéptido mediante la introducciéon de codones o
pares de codones que aparecen frecuentemente en el organismo hospedante.

La descripcion también se refiere a polinucleétidos que tienen cambios de nucleétidos que dan como resultado
sustituciones, adiciones, supresiones, fusiones y truncamientos de aminoacidos en los polipéptidos de la
descripcion. Tales cambios de nucledétidos se pueden introducir usando técnicas tales como mutagénesis dirigida al
sitio, mutagénesis quimica al azar, supresion mediante exonucleasa lll y otras técnicas de ADN recombinante.
Alternativamente, tales cambios de nucledtidos pueden ser variantes alélicas de origen natural que se aislan
identificando acidos nucleicos que se hibridan especificamente a sondas que comprenden al menos 10, 15, 20, 25,
30, 35, 40, 50, 75, 100, 150, 200, 300, 400, o 500 bases consecutivas de una de las secuencias de la descripcion (o
las secuencias complementarias a ellas) en condiciones de restriccion elevada, moderada, o baja como se
proporciona aqui.

Como se usa aqui, el término “aislado” significa que el material es separado de su entorno original (por ejemplo, el
entorno natural si es de origen natural). Por ejemplo, un polinucleétido o polipéptido de origen natural presente en un
animal vivo no esta aislado, pero el mismo polinucleétido o polipéptido, separado de alguno o de todos los
materiales coexistentes en el sistema natural, esta aislado. Tales polinucleétidos podian ser parte de un vector, y/o
tales polinucledtidos o polipéptidos podian ser parte de una composicion y todavia estar aislados por cuanto tal
vector o composiciéon no es parte de su entorno natural. Como se usa aqui, el término “purificado” no requiere
pureza absoluta; mas bien, se pretende que sea una definicion relativa. Los acidos nucleicos individuales obtenidos
de una biblioteca se han purificado convencionalmente hasta la homogeneidad electroforética. Las secuencias
obtenidas de estos clones no se pudieron obtener directamente a partir de la biblioteca o a partir del ADN humano
total. Los acidos nucleicos purificados de la descripcion han sido purificados a partir del resto del ADN gendmico en
el organismo en al menos 10*-10° veces. Sin embargo, el término “purificado” también incluye &cidos nucleicos que
han sido purificados a partir del resto del ADN genémico o a partir de otras secuencias en una biblioteca u otro
entorno en al menos un orden de magnitud, tipicamente dos o tres drdenes, y mas tipicamente cuatro o cinco
ordenes de magnitud.

Como se usa aqui, el término “recombinante” significa que el acido nucleico esta adyacente a un acido nucleico
“esqueleto” al que no esta adyacente en su entorno natural. Adicionalmente, para estar “enriquecidos”, los acidos
nucleicos representaran 5% o mas del nimero de insertos de acido nucleico en una poblacién de moléculas
esqueléticas de acido nucleico. Las moléculas esqueléticas de acuerdo con la descripcion incluyen acidos nucleicos
tales como vectores de expresion, acidos nucleicos autorreplicantes, virus, acidos nucleicos integrantes, y otros
vectores o acidos nucleicos usados para mantener o manipular un inserto de acido nucleico de interés. Tipicamente,
los acidos nucleicos enriquecidos representan 15% o mas del nimero de insertos de acido nucleico en la poblacion
de moléculas esqueléticas recombinantes. Mas tipicamente, los acidos nucleicos enriquecidos representan 50% o
mas del numero de insertos de acido nucleico en la poblacion de moléculas esqueléticas recombinantes. En un
aspecto, los acidos nucleicos enriquecidos representan 90% o mas del nimero de insertos de acido nucleico en la
poblacién de moléculas esqueléticas recombinantes.

Los polipéptidos o proteinas “recombinantes” hacen referencia a polipéptidos o proteinas producidos mediante
técnicas de ADN recombinante; es decir, producidos a partir de células transformadas por un constructo de ADN
exogeno que codifica el polipéptido o proteina deseados. Los polipéptidos o proteinas “sintéticos” son aquellos
preparados por medio de sintesis quimica. Los métodos de sintesis peptidica quimica en fase solida también se
pueden usar para sintetizar el polipéptido o fragmentos de la descripcion. Tal método se conoce en la técnica desde
los comienzos de 1960 (Merrifield, R. B., J. Am. Chem. Soc., 85:2149-2154, 1963) (Véase también Stewart, J. M. y
Young, J. D., Solid Phase Peptide Synthesis, 2a Ed., Pierce Chemical Co., Rockford, Ill., p. 11-12)) y ha sido
empleado recientemente en kits de disefio y sintesis peptidica de laboratorio comercialmente disponibles
(Cambridge Research Biochemicals). Tales kits de laboratorio disponibles comercialmente han utilizado
generalmente las ensefianzas de H. M. Geysen et al, Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 81:3998 (1984), y proporcionan la
sintesis de péptidos sobre las puntas de una multitud de “varillas” o “clavijas”, todas las cuales estan conectadas a
una sola placa. Cuando se usa tal sistema, una placa de varillas o clavijas se invierte y se inserta en una segunda
placa de pocillos o reservorios correspondientes, que contienen disoluciones para la union o el anclaje de un
aminoacido apropiado a las puntas de las clavijas o varillas. Repitiendo tal etapa procedimiental, es decir, invirtiendo
e insertando las puntas de las varillas y clavijas en las disoluciones apropiadas, los aminoacidos se arman para dar
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los péptidos deseados. Ademas, hay disponibles varios sistemas de sintesis peptidica FMOC asequibles. Por
ejemplo, el ensamblaje de un polipéptido o fragmento se puede llevar a cabo sobre un soporte sélido utilizando un
sintetizador peptidico automatico Applied Biosystems, Inc. Modelo 431A. Tal equipo proporciona acceso facil a los
péptidos de la descripcion, ya sea mediante sintesis directa o mediante sintesis de una serie de fragmentos que se
pueden acoplar usando otras técnicas conocidas.

Una secuencia promotora esta “enlazada operablemente a” una secuencia codificante cuando el ARN polimerasa
que inicia la transcripcion en el promotor transcribira la secuencia codificante en ARNm.

“an

“Plasmidos” se designan mediante una “p” en minusculas, precedida y/o seguida de mayusculas y/o niumeros. Los
plasmidos de partida aqui estan comercialmente disponibles, estan publicamente disponibles en una base no
restringida, o se pueden construir a partir de plasmidos disponibles segun procedimientos publicados. Ademas, los
plasmidos equivalentes a los descritos aqui son conocidos en la técnica y seran manifiestos para un experto normal.

“Digestion” de ADN hace referencia a la escision catalitica del ADN con una enzima de restriccion que actua
solamente en ciertas secuencias en el ADN. Las diversas enzimas de restriccion usadas aqui estan comercialmente
disponibles, y sus condiciones de reaccion, cofactores y otros requisitos se usaron como conocen los expertos
normales. Con fines analiticos, tipicamente se usa 1 pg de plasmido o fragmento de ADN con alrededor de 2
unidades de enzima en alrededor de 20 pl de disolucidon tampdén. Con el fin de aislar fragmentos de ADN para la
construccion del plasmido, se digieren tipicamente 5 a 50 ug de ADN con 20 a 250 unidades de enzima en un
volumen mas grande. Los tampones y las cantidades de sustrato apropiados para las enzimas de restriccion
particulares se especifican por el fabricante. Normalmente se usan tiempos de incubaciéon de alrededor de 1 hora a
37°C, pero pueden variar de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Después de la digestion, se puede llevar a
cabo la electroforesis en gel para aislar el fragmento deseado

“Hibridacion” se refiere al proceso mediante el cual una hebra de acido nucleico se une con una hebra
complementaria a través de emparejamiento de bases. Las reacciones de hibridacion pueden ser sensibles y
selectivas, de manera que se puede identificar una secuencia particular de interés incluso en muestras en las que
esta presente a concentraciones bajas. Adecuadamente, las condiciones restrictivas se pueden definir, por ejemplo,
mediante las concentraciones de sal o formamida en las disoluciones de prehibridacién e hibridacién, o mediante la
temperatura de hibridacién, y son bien conocidas en la técnica. En particular, la restriccion se puede incrementar
reduciendo la concentracién de sal, incrementando la concentracion de formamida, o elevando la temperatura de
hibridaciéon. En aspectos alternativos, los acidos nucleicos de la descripcién se definen por su capacidad para
hibridarse en diversas condiciones de restriccion (por ejemplo, elevada, media, y baja), como se expone aqui.

Por ejemplo, la hibridacion en condiciones de restriccion elevada se podria producir en alrededor de 50% de
formamida a alrededor de 37°C a 42°C. La hibridacion se podria producir en condiciones de restriccion reducida en
alrededor de 35% a 25% de formamida a alrededor de 30°C a 35°C. En particular, la hibridacién se podria producir
en condiciones de restriccion elevada a 42°C en 50% de formamida, 5X SSPE, 0,3% de SDS, y 200 n/ml de ADN de
esperma de salmoén cizallado y desnaturalizado. La hibridacion se podria producir en condiciones de restriccion
reducida como se describe anteriormente, pero en 35% de formamida a una temperatura reducida de 35°C. El
intervalo de temperatura que corresponde a un nivel particular de restriccion se puede estrechar adicionalmente
calculando la relacion de purina a pirimidina del acido nucleico de interés y ajustando la temperatura en
consecuencia. Las variaciones en los intervalos y condiciones anteriores son bien conocidas en la técnica.

El término “variante” hace referencia a polinucleétidos o polipéptidos de la descripcidon modificados en uno o mas
pares de bases, codones, intrones, exones, o restos de aminoacidos (respectivamente), conservando aun la
actividad biolégica de una enzima de la descripcion. Las variantes se pueden producir por cualquier nimero de
medios, incluyendo métodos tales como, por ejemplo, PCR propensa a error, transposicion de fragmentos,
mutagénesis dirigida por oligonucleétidos, PCR de ensamblaje, mutagénesis de PCR sexual, mutagénesis in vivo,
mutagénesis por insercion de un casete, mutagénesis de conjunto recursiva, mutagénesis de conjunto exponencial,
mutagénesis especifica del sitio, reensamblaje génico, GSSM, y cualquier combinacion de los mismos.

La expresion “mutagénesis por saturacion’, “mutagénesis por saturacion de sitios génicos” o “GSSM” incluye un
método que usa cebadores oligonucleotidicos degenerados para introducir mutaciones puntuales en un
polinucleétido, como se describe con detalle mas abajo.

La expresion “sistema de evolucion dirigida optimizada” o “evolucion dirigida optimizada” incluye un método para
reensamblar fragmentos de secuencias de acidos nucleicos relacionadas, por ejemplo genes relacionados, y se
explica con detalle, mas abajo.

La expresion “reensamblaje por ligacion sintética” o “SLR” incluye un método para ligar fragmentos
oligonucleotidicos de una manera no estocastica, y se explica con detalle, mas abajo.

Las expresiones “acido nucleico” o “secuencia de acido nucleico”, como se usan aqui, se refieren a un
oligonucledtido, nucledtido, polinucledtido, o a un fragmento de cualquiera de estos, a ADN o ARN de origen
gendémico o sintético que puede ser monocatenario o bicatenario y puede representar una hebra sentido o
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antisentido (complementaria), a acido nucleico peptidico (PNA), o a cualquier material semejante a ADN o semejante
a ARN, de origen natural o sintético. Las expresiones “acido nucleico” o “secuencia de acido nucleico” incluyen
oligonucledtido, nucleétido, polinucledtido, o a un fragmento de cualquiera de estos, a ADN o ARN (por ejemplo,
ARNm, ARNr, ARNt, ARNi) de origen genémico o sintético que puede ser monocatenario o bicatenario y puede
representar una hebra sentido o antisentido, a acido nucleico peptidico (PNA), o a cualquier material semejante a
ADN o semejante a ARN, de origen natural o sintético, incluyendo, por ejemplo, ARNi, ribonucleoproteinas (por
ejemplo, ARNi bicatenarios, por ejemplo RNPi). La expresion engloba acidos nucleicos, es decir, oligonucledtidos,
que contienen analogos conocidos de nucleétidos naturales. La expresion también engloba estructuras semejantes a
acidos nucleicos, con cadenas principales sintéticas; véanse, por ejemplo, Mata (1997) Toxicol. Appl. Pharmacol.
144:189-197; Strauss-Soukup (1997) Biochemistry 36:8692-8698; Samstag (1996) Antisense Nucleic Acid Drug Dev
6:153-156. “Oligonucledtido” incluye un polidesoxinucledtido monocatenario o dos hebras polidesoxinucleotidicas
complementarias que se pueden sintetizar quimicamente. Tales oligonucledtidos sintéticos no tienen 5’ fosfato, y de
este modo no se ligaran a otro oligonucleétido sin afiadir un fosfato con un ATP en presencia de una cinasa. Un
oligonucledtido sintético se puede ligar a un fragmento que no se ha desfosforilado.

Una “secuencia codificante de” o una “secuencia nucleotidica que codifica” un polipéptido o proteina particular es
una secuencia de acido nucleico que es transcrita y traducida en un polipéptido o proteina cuando se coloca bajo el
control de secuencias reguladoras apropiadas.

El término “gen” significa el segmento de ADN implicado en producir una cadena polipeptidica; incluye regiones que
preceden y que siguen a la region codificante (lider y trailer), asi como también, cuando sea aplicable, secuencias
interventoras (intrones) entre segmentos codificantes individuales (exones). “Enlazado operablemente”, como se usa
aqui, hace referencia a una relacion funcional entre dos 0 mas segmentos de acido nucleico (por ejemplo, ADN). En
un aspecto, hace referencia a la relacion funcional de secuencia reguladora transcripcional a una secuencia
transcrita. Por ejemplo, un promotor esta enlazado operablemente a una secuencia codificante, tal como un acido
nucleico de la descripcion, si estimula o modula la transcripcién de la secuencia codificante en una célula
hospedante u otro sistema de expresion apropiado. En un aspecto, las secuencias reguladoras de la transcripcion
promotoras que estan enlazadas operablemente a una secuencia transcrita son contiguas fisicamente a la
secuencia transcrita, es decir, actian en cis. Sin embargo, algunas secuencias reguladoras de la transcripcion, tales
como los potenciadores, no necesitan estar contiguos fisicamente o situados en estrecha proximidad a las
secuencias codificantes cuya transcripcion potencian.

La expresion “casete de expresion”, como se usa aqui, se refiere a una secuencia nucleotidica que es capaz de
efectuar la expresion de un gen estructural (es decir, una secuencia codificante proteica, tal como una enzima de la
descricion) en un hospedante compatible con tales secuencias. Los casetes de expresion incluyen al menos un
promotor enlazado operablemente con la secuencia codificante polipeptidica; y, opcionalmente, con otras
secuencias, por ejemplo sefiales de terminacion de la transcripcion. También se pueden usar factores adicionales
necesarios o Utiles para efectuar la expresion, por ejemplo potenciadores. De este modo, los casetes de expresion
también incluyen plasmidos, vectores de expresion, virus recombinantes, cualquier forma de vector de “ADN
desnudo” recombinante, y similar. Un “vector” comprende un acido nucleico que puede infectar, transfectar,
transducir transitoria o permanentemente una célula. Se reconocera que un vector puede ser un acido nucleico
desnudo, o un acido nucleico complejado con proteina o lipido. El vector comprende opcionalmente acidos nucleicos
y/o proteinas viricas o bacterianas, y/o membranas (por ejemplo, una membrana celular, una cubierta lipidica virica,
etc.). Los vectores incluyen, pero no se limitan a, replicones (por ejemplo, replicones de ARN, bacteriéfagos) a los
que se pueden unir fragmentos de ADN y se pueden replicar. De este modo, los vectores incluyen, pero no se
limitan a, ARN, ADN o ARN circular o lineal autorreplicante auténomo (por ejemplo, plasmidos, virus, y similares;
véase, por ejemplo, la patente U.S. n° 5.217.879), e incluyen tanto los plasmidos de expresion como de no
expresion. Cuando un microorganismo recombinante o cultivo celular se describe como hospedante de un “vector de
expresion”, esto incluye tanto ADN circular y lineal extracromosémico como también ADN que se ha incorporado en
el cromosoma o cromosomas del hospedante. Cuando un vector se mantiene mediante una célula hospedante, el
vector se puede replicar de forma estable mediante las células durante mitosis como una estructura auténoma, o se
incorpora en el genoma del hospedante.

Como se usa aqui, el término "promotor" incluye todas las secuencias capaces de dirigir la transcripcion de una
secuencia codificante en una célula, por ejemplo una célula vegetal. De este modo, los promotores usados en los
constructos de la descripcion incluyen elementos de control de la transcripcion que actdan en cis y secuencias
reguladoras que estan implicadas en la regulacion o la modulacion de la duracion y/o la velocidad de la transcripcion
de un gen. Por ejemplo, un promotor puede ser un elemento de control de la transcripcion que actda en cis,
incluyendo un potenciador, un promotor, un terminador de la transcripcion, un origen de replicacion, una secuencia
de integracién cromosomica, regiones no traducidas 5 y 3’, o una secuencia intronica, que estan implicados en la
regulacion de la transcripcion. Estas secuencias que actian en cis interactdan tipicamente con proteinas u otras
biomoléculas para llevar a cabo (activar/desactivar, regular, modular, etc.) la transcripcién. Los promotores
“constitutivos” son aquellos que dirigen la expresion continuamente en la mayoria de las condiciones
medioambientales y estados de desarrollo o diferenciacion celular. Los promotores “inducibles” o “regulables” dirigen
la expresion del acido nucleico de la descripcion bajo la influencia de las condiciones medioambientales o
condiciones de desarrollo. Los ejemplos de las condiciones medioambientales que puede afectar a la transcripcion
por promotores inducibles incluyen condiciones anaerobias, temperatura elevada, sequia, o la presencia de luz.
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Los promotores “especificos de tejido” son elementos de control de la transcripcion que Unicamente son activos en
células o tejidos u dérganos concretos, por ejemplo en plantas o animales. La regulacion especifica del tejido se
puede lograr por medio de ciertos factores intrinsecos que aseguran que se expresen los genes que codifican
proteinas especificas para un tejido dado. Se sabe que tales factores existen en mamiferos y plantas para permitir
que se desarrollen tejidos especificos.

Técnicas generales

La presente descripcién proporciona nuevas composiciones y procedimientos para tratar enzimaticamente (por
ejemplo, “blanquear”’) composiciones que contienen clorofila, tales como plantas, algas, alimentos o aceites. El
experto reconocera que los compuestos usados en los métodos de la descripcidon (por ejemplo, compuestos
cataliticos, de partida o intermedios) se pueden sintetizar usando una variedad de procedimientos y metodologias,
que estan bien descritos en la bibliografia cientifica y de patentes, por ejemplo, Organic Syntheses Collective
Volumes, Gilman et al. (Eds) John Wiley & Sons, Inc., NY; Venuti (1989) Pharm Res. 6:867-873. La invencion se
puede poner en practica juntamente con cualquier método o protocolo conocido en la técnica, que estan bien
descritos en la bibliografia cientifica y de patente.

Los acidos nucleicos usados para poner en practica esta descripcion, ya sean ARN, ARNi, acido nucleico
antisentido, ADNc, ADN gendmico, vectores, virus, o hibridos de los mismos, se pueden aislar de una variedad de
fuentes, construir mediante ingenieria genética, amplificar, y/o expresar/generar recombinantemente. Los
polipéptidos recombinantes (por ejemplo, enzimas de la descripcion) generados a partir de estos acidos nucleicos se
pueden aislar o clonar individualmente y someter a ensayo para determinar una actividad deseada. Se puede usar
cualquier sistema de expresidon recombinante, incluyendo sistemas de expresion bacterianos, de mamiferos, de
levadura, de insecto o de células vegetales.

Alternativamente, estos acidos nucleicos se pueden sintetizar in vitro por medio de técnicas de sintesis quimica bien
conocidas, como se describe, por ejemplo, en Adams (1983) J. Am. Chem. Soc. 105:661; Belousov (1997) Nucleic
Acids Res. 25:3440-3444; Frenkel (1995) Free Radic. Biol. Med. 19:373-380; Blommers (1994) Biochemistry
33:7886-7896; Narang (1979) Meth. Enzymol. 68:90; Brown (1979) Meth. Enzymol. 68:109; Beaucage (1981) Tetra.
Lett. 22:1859; patente U.S. n° 4.458.066.

Las técnicas para la manipulacion de acidos nucleicos, tales como, por ejemplo, subclonacion, sondas de marcaje
(por ejemplo, marcaje del cebador al azar usando polimerasa de Klenow, traducciéon por muescas, amplificacion),
secuenciacion, hibridacion, y similares, estan bien descritas en la bibliografia cientifica y de patentes, véanse, por
ejemplo, Sambrook, ed., MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL (22 ED.), Vols. 1-3, Cold Spring
Harbor Laboratory, (1989); CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, Ausubel, ed. John Wiley & Sons,
Inc., Nueva York (1997); LABORATORY TECHNIQUES IN BIOCHEMISTRY AND MOLECULAR BIOLOGY:
HYBRIDIZATION WITH NUCLEIC ACID PROBES, Part I. Theory and Nucleic Acid Preparation, Tijssen, ed. Elsevier,
N.Y. (1993).

Otros medios utiles para obtener y manipular acidos nucleicos usados para poner en practica los métodos de la
descripcion es la clonacion a partir de muestras gendmicas, y, si se desea, escrutar y re-clonar insertos aislados o
amplificados a partir de, por ejemplo, clones gendmicos o clones de ADNc. Las fuentes de acido nucleico usadas en
los métodos de la descripcion incluyen bibliotecas genémicas o de ADNc contenidas, por ejemplo, en cromosomas
artificiales de mamifero (MACs), véanse, por ejemplo, las patentes U.S. n®® 5.721.118; 6.025.155; cromosomas
artificiales humanos, véase, por ejemplo, Rosenfeld (1997) Nat. Genet. 15:333-335; cromosomas artificiales de
levadura (YAC); cromosomas artificiales bacterianos (BAC); cromosomas artificiales P1, véase, por ejemplo, Woon
(1998) Genomics 50:306-316; vectores derivados de P1 (PACs), véase, por ejemplo, Kern (1997) Biotechniques
23:120-124; cosmidos, virus recombinantes, fagos o plasmidos.

La presente descripcién proporciona nuevas composiciones y procedimientos para tratar enzimaticamente (por
ejemplo, “blanquear”’) composiciones que contienen clorofila, tales como plantas, algas, alimentos o aceites. El
experto reconocera que los compuestos usados en los métodos de la descripcion (por ejemplo, compuestos
cataliticos, de partida o intermedios) se pueden sintetizar usando una variedad de procedimientos y metodologias,
que estan bien descritos en la bibliografia cientifica y de patentes, por ejemplo, Organic Syntheses Collective
Volumes, Gilman et al. (Eds) John Wiley & Sons, Inc., NY; Venuti (1989) Pharm Res. 6:867-873. La descripcién se
puede poner en practica juntamente con cualquier método o protocolo conocido en la técnica, que estan bien
descritos en la bibliografia cientifica y de patente.

En un aspecto, un acido nucleico que codifica un polipéptido de la descripcién se ensambla en una fase apropiada
con una secuencia lider capaz de dirigir secrecion del polipéptido traducido o un fragmento del mismo.

La descripcion proporciona proteinas de fusion y acidos nucleicos que las codifican. Un polipéptido de la descripcion
se puede fusionar a un péptido o polipéptido heterdlogo, tal como péptidos de identificacion N-terminales que
proporcionan caracteristicas deseadas, tales como estabilidad incrementada o purificacién simplificada. Los péptidos
y polipéptidos de la descripcion también se pueden sintetizar y expresar como proteinas de fusion con uno o mas
dominios adicionales enlazados a ellas para, por ejemplo, producir un péptido mas inmundgeno, para aislar mas
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facilmente un péptido sintetizado recombinantemente, para identificar y aislar anticuerpos y linfocitos B que expresan
anticuerpos, y similares. Los dominios que facilitan la deteccidon y purificacion incluyen, por ejemplo, péptidos
quelantes de metales tales como tramos de polihistidina y moddulos de histidina-triptéfano que permiten la
purificacion sobre metales inmovilizados, dominios de proteina A que permiten la purificacion sobre inmunoglobulina
inmovilizada, y el dominio utilizado en el sistema de purificacion de extension/afinidad de FLAGS (Immunex Corp,
Seattle WA). La inclusion de secuencias ligadoras escindibles, tales como el Factor Xa o enterocinasa (Invitrogen,
San Diego CA) entre un dominio de purificacion y el péptido o polipéptido que comprende un motivo para facilitar la
purificacion. Por ejemplo, un vector de expresion puede incluir una secuencia de acido nucleico que codifica un
epitopo enlazada a seis restos de histidina seguido de una tiorredoxina y un sitio de escisién de enterocinasa
(véanse, por ejemplo, Williams (1995) Biochemistry 34:1787-1797; Dobeli (1998) Protein Expr. Purif. 12:404-414).
Los restos de histidina facilitan la deteccién y purificacion, mientras que el sitio de escision de enterocinasa
proporciona un medio para purificar el epitopo del resto de la proteina de fusion. La tecnologia que pertenece a
vectores que codifican proteinas de fusion, y la aplicacion de las proteinas de fusion, esta bien descrita en la
bibliografia cientifica y de patentes; véase, por ejemplo, Kroll (1993) DNA Cell. Biol., 12:441-53.

Secuencias de control transcripcionales y traduccionales

La descripciéon proporciona secuencias de acido nucleico (por ejemplo, ADN) de la descripcion operablemente
enlazadas a secuencia o secuencias de control de la expresion (por ejemplo, transcripcionales o traduccionales), por
ejemplo promotores o potenciadores, para dirigir o modular la sintesis/expresion del ARN. La secuencia de control
de la expresion puede estar en un vector de expresion. Los promotores bacterianos ejemplares incluyen lacl, lacZ,
T3, T7, gpt, lambda PR, PL y trp. Los promotores eucariotas ejemplares incluyen el inmediato temprano del CMV,
HSV timidina cinasa, temprano y tardio del SV40, LTRs de retrovirus, y metalotioneina | de raton.

Los promotores adecuados para expresar un polipéptido en bacterias incluyen los promotores lac o trp de E. coli, el
promotor lacl, el promotor lacZ, el promotor T3, el promotor T7, el promotor gpt, el promotor lambda PR, el promotor
lambda PL, promotores de operones que codifican enzimas glicoliticas tales como 3-fosfoglicerato cinasa (PGK), y el
promotor de fosfatasa acida. Los promotores eucariotas incluyen el promotor temprano inmediato de CMV, el
promotor de HSV timidina cinasa, promotores de choque térmico, el promotor de SV40 temprano y tardio, LTRs de
retrovirus, y el promotor de metalotioneina | de ratéon. También se pueden usar otros promotores que se sabe que
controlan la expresion de genes en células procariotas o eucariotas, o sus virus. Los promotores adecuados para
expresar el polipéptido o su fragmento en bacterias incluyen los promotores lac o frp de E. coli, el promotor /acl, el
promotor lacZ, el promotor T3, el promotor T7, el promotor gpt, el promotor lambda Pr, el promotor lambda P,
promotores de operones que codifican enzimas glicoliticas tales como 3-fosfoglicerato cinasa (PGK), y el promotor
de fosfatasa acida. Los promotores fungicos incluyen el promotor del factor V. Los promotores eucariotas incluyen el
promotor temprano inmediato de CMV, el promotor de HSV timidina cinasa, promotores de choque térmico, el
promotor de SV40 temprano y tardio, LTRs de retrovirus, y el promotor de metalotioneina | de raton. También se
pueden usar otros promotores que se sabe que controlan la expresion de genes en células procariotas o eucariotas,
O SUS Virus.

Promotores Vegetales Especificos de Tejidos

La descripcion proporciona casetes de expresion que se pueden expresar de una manera especifica del tejido, por
ejemplo, que puede expresar una enzima de la descripcion de una manera especifica del tejido. La descripcion
también proporciona plantas o semillas que expresan una enzima de la descripcion de una manera especifica del
tejido. La especificidad del tejido puede ser especifica de la semilla, especifica del tallo, especifica de la hoja,
especifica de la raiz, especifica del fruto, y similar.

En un aspecto, un promotor constitutivo tal como el promotor 35S de CaMV se puede usar para la expresion en
partes especificas de la planta o semilla o en toda la planta. Por ejemplo, para la sobreexpresion, se puede emplear
un fragmento de promotor vegetal que dirigira la expresion de un acido nucleico en algunos o en todos los tejidos de
una planta, por ejemplo una planta regenerada. Tales promotores son denominados aqui como promotores
“constitutivos”, y son activos en la mayoria de las condiciones medioambientales y estados de desarrollo o
diferenciacion celular. Los ejemplos de los promotores constitutivos incluyen la regién de iniciacion de la
transcripcion del virus del mosaico de la coliflor (CaMV) 35S, el promotor 1° o 2’ derivado de ADN-T de
Agrobacterium tumefaciens, y otras regiones de iniciacion de la transcripcion procedentes de diversos genes
vegetales conocidos por los expertos en la técnica. Tales genes incluyen, por ejemplo, ACT11 de Arabidopsis
(Huang (1996) Plant Mol. Biol. 33:125-139); Cat3 de Arabidopsis (GenBank No. U43147, Zhong (1996) Mol. Gen.
Genet. 251:196-203); el gen codificante de la desaturasa de la proteina portadora de estearoilo-acilo de Brassica
napus (Genbank No. X74782, Solocombe (1994) Plant Physiol. 104:1167-1176); GPc1 del maiz (GenBank No.
X15596; Martinez (1989) J. Mol. Biol 208:551-565); Gpc2 del maiz (GenBank No. U45855, Manjunath (1997) Plant
Mol. Biol. 33:97-112); los promotores vegetales descritos en las patentes U.S. n®® 4.962.028 y 5.633.440.

La descripcion usa promotores especificos de tejidos o promotores constitutivos derivados de virus que pueden
incluir, por ejemplo, el promotor subgendmico de tobamovirus (Kumagai (1995) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92:1679-
1683; el virus baciliforme tungro del arroz (RTBV), que se replica solamente en células del floema en plantas de
arroz infectadas, con su promotor que dirige la expresion fuerte del gen informador especifico del floema; el
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promotor del virus del mosaico de la nervadura de la yuca (CVMV), con la actividad mas alta en los elementos
vasculares, en células del mesofilo de las hojas, y en las puntas de las raices (Verdaguer (1996) Plant Mol. Biol.
31:1129-1139).

Alternativamente, el promotor vegetal puede dirigir la expresion del acido nucleico que expresa la enzima en un
tejido especifico, érgano o tipo celular (es decir, promotores especificos de tejido), o puede estar de otro modo bajo
control medioambiental o de desarrollo mas preciso, o bajo el control de un promotor inducible. Los ejemplos de las
condiciones medioambientales que pueden afectar a la transcripcion incluyen condiciones anaerobias, temperatura
elevada, la presencia de luz, o pulverizacién con productos quimicos/hormonas. Por ejemplo, la descripcion
incorpora el promotor inducible por sequia del maiz (Busk (1997), mas arriba); el promotor inducible por frio, sequia,
y alta concentracion de sal de la patata (Kirch (1997) Plant Mol. Biol. 33:897 909).

Los promotores especificos de tejido pueden promover la transcripcion solamente en un cierto marco temporal del
estado de desarrollo en ese tejido. Véase, por ejemplo, Blazquez (1998) Plant Cell 10:791-800, que caracteriza el
promotor del gen LEAFY de Arabidopsis. Véase también Cardon (1997) Plant J 12:367-77, que describe el factor de
transcripcion SPL3, que reconoce un motivo de secuencia conservado en la region promotora del gen AP1 de
identidad del meristemo floral de A. thaliana; y Mandel (1995) Plant Molecular Biology, Vol. 29, pags. 995-1004, que
describen el promotor del meristemo elF4. Se pueden usar promotores especificos de tejido que son activos a lo
largo del ciclo de vida de un tejido concreto. En un aspecto, los acidos nucleicos de la descripcion estan enlazados
operablemente a un promotor activo principalmente durante las etapas de alargamiento de células de fibra de
algoddn, por ejemplo como se describe por Rinehart (1996), mas arriba. Los acidos nucleicos pueden estar
enlazados operablemente al promotor del gen Fb12A para ser expresados preferentemente en células de fibra de
algodon (Ibid). Véase también, John (1997) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:5769-5773; John, et al., patentes U.S. n°®
5.608.148 y 5.602.321, que describen promotores especificos de fibra de algodén y métodos para la construccion de
plantas de algodon transgénicas. También se pueden usar promotores especificos de raiz para expresar los acidos
nucleicos de la descripcion. Los ejemplos de los promotores especificos de raiz incluyen el promotor del gen de la
alcohol deshidrogenasa (DeLisle (1990) Int. Rev. Cytol. 123:39-60). Otros promotores que se pueden usar para
expresar los acidos nucleicos de la descripcion incluyen, por ejemplo, promotores especificos de ovulo, especificos
de embridn, especificos de endospermo, especificos de integumento, especificos del revestimiento del tegumento, o
alguna de sus combinaciones; un promotor especifico de hoja (véase, por ejemplo, Busk (1997) Plant J. 11:1285
1295, que describe un promotor especifico de hoja en el maiz); el promotor ORF13 de Agrobacterium rhizogenes
(que muestra actividad elevada en raices; véase, por ejemplo, Hansen (1997), mas arriba); un promotor especifico
de polen de maiz (véase, por ejemplo, Guerrero (1990) Mol. Gen. Genet. 224:161 168); se puede usar un promotor
de tomate activo durante la maduracion del fruto, la senescencia y la abscision de las hojas y, en menor grado, de
las flores (véase, por ejemplo, Blume (1997) Plant J. 12:731 746); un promotor especifico del pistilo procedente del
gen SK2 de la patata (véase, por ejemplo, Ficker (1997) Plant Mol. Biol. 35:425 431); el gen Blec4 del guisante, que
es activo en tejido epidérmico de apices de brotes vegetativos y florales de alfalfa transgénica, que lo hacen una
herramienta util para dirigir la expresion de genes foraneos a la capa epidérmica de brotes o fibras que crecen
activamente; el gen BEL1 especifico de 6vulos (véase, por ejemplo, Reiser (1995) Cell 83:735-742, GenBank No.
U39944); y/o, el promotor de Klee, patente U.S. n° 5.589.583, que describe una regiéon promotora vegetal que es
capaz de conferir niveles elevados de transcripcion en tejido meristémico y/o células que se dividen rapidamente.

Alternativamente, los promotores vegetales que son inducibles con la exposicion a hormonas vegetales, tales como
auxinas, se usan para expresar los acidos nucleicos de la descripcion. Por ejemplo, la descripcion puede usar el
fragmento de promotor E1 de los elementos de respuesta a auxinas (AuxREs) en la soja (Glycine max L.) (Liu (1997)
Plant Physiol. 115:397-407); el promotor GST6 de Arabidopsis sensible a auxinas (también sensible a acido salicilico
y peroxido de hidrégeno) (Chen (1996) Plant J. 10: 955-966); el promotor parC inducible por auxinas del tabaco
(Sakai (1996) 37:906-913); un elemento de respuesta a biotina vegetal (Streit (1997) Mol. Plant Microbe Interact.
10:933-937); y, el promotor sensible a la hormona del estrés acido abscisico (Sheen (1996) Science 274:1900-
1902).

Los acidos nucleicos de la descripcion se pueden enlazar también operablemente a promotores vegetales que son
inducibles con la exposicidn a sustancias quimicas que se pueden aplicar a la planta, tales como herbicidas o
antibioticos. Por ejemplo, se puede usar el promotor In2-2 de maiz, activado por protectores contra herbicidas de
bencenosulfonamida (De Veylder (1997) Plant Cell Physiol. 38:568-577); la aplicacion de diferentes protectores
contra herbicidas induce distintos patrones de expresion génica, incluyendo expresion en la raiz, hidatodos, y el
meristemo apical de los brotes. La secuencia codificante puede estar bajo el control de, por ejemplo, un promotor
inducible por tetraciclina, por ejemplo como se describe con las plantas de tabaco transgénicas que contienen el gen
de la arginina descarboxilasa de Avena sativa L. (avena) (Masgrau (1997) Plant J. 11:465-473); o un elemento
sensible al acido salicilico (Stange (1997) Plant J. 11:1315-1324). Usando promotores inducidos quimicamente (por
ejemplo, por hormonas o plaguicidas), es decir, un promotor sensible a un agente quimico que se puede aplicar a la
planta transgénica en el campo, se puede inducir la expresion de un polipéptido de la descripcion en una etapa
concreta de desarrollo de la planta. De este modo, la descripcion también proporciona plantas transgénicas que
contienen un gen inducible que codifica polipéptidos de la descripcion cuya gama de anfitriones esta limitada a
especies de plantas diana, tales como maiz, arroz, cebada, trigo, patata u otros cultivos, inducible en cualquier etapa
de desarrollo del cultivo.
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Un experto en la técnica advertira que un promotor vegetal especifico de tejido puede dirigir la expresion de
secuencias enlazadas operablemente en tejidos distintos del tejido diana. De este modo, un promotor especifico de
tejido es el que dirige la expresion preferentemente en el tejido diana o tipo celular, pero puede ademas conducir
también a cierta expresion en otros tejidos.

Los acidos nucleicos de la invencion también pueden estar enlazados operablemente a promotores vegetales que
son inducibles con la exposicién a reactivos quimicos. Estos reactivos incluyen, por ejemplo, herbicidas, auxinas
sintéticas, o antibiéticos que se pueden aplicar, por ejemplo pulverizar, sobre las plantas transgénicas. La expresion
inducible de los acidos nucleicos que producen la enzima de la descripcion permitira al productor seleccionar plantas
con expresion y/o actividad enzimatica optima. De este modo se puede controlar el desarrollo de partes de las
plantas. De este modo, la descripcién proporciona el medio para facilitar la cosecha de plantas y partes de plantas.
Por ejemplo, en diversas realizaciones, se usa el promotor In2-2 de maiz, activado por protectores contra herbicidas
de bencenosulfonamida (De Veylder (1997) Plant Cell Physiol. 38:568-577); la aplicacion de diferentes protectores
contra herbicidas induce distintos patrones de expresion génica, incluyendo expresion en la raiz, hidatodos, y el
meristemo apical del brote. Las secuencias codificantes de la descripcion también estan bajo el control de un
promotor de tetraciclina inducible, por ejemplo como se describe con plantas de tabaco transgénicas que contienen
el gen de la arginina descarboxilasa de Avena sativa L. (avena) (Masgrau (1997) Plant J. 11:465-473); o un
elemento sensible al acido salicilico (Stange (1997) Plant J. 11:1315-1324).

En algunos aspectos, la expresion apropiada del polipéptido puede requerir una region de poliadenilacion en el
extremo 3’ de la region codificante. La region de poliadenilacion puede derivar del gen natural, de una variedad de
genes de otra planta (o animal u otro), o de genes en el ADN-T agrobacteriano.

El término “planta” incluye plantas completas, partes de plantas (por ejemplo, hojas, tallos, flores, raices, etc.),
protoplastos vegetales, semillas y células vegetales y sus progenies. La clase de plantas que se pueden usar en el
método de la descripcidon es generalmente tan amplio como la clase de plantas superiores susceptibles de técnicas
de transformacion, incluyendo angiospermas (plantas monocotiledéneas y dicotiledéneas), asi como gimnospermas.
Incluye plantas de una variedad de niveles de ploidia, incluyendo los estados poliploide, diploide, haploide y
hemizigoto. Como se usa aqui, el término “planta transgénica” incluye plantas o células vegetales en las que se ha
insertado una secuencia de acido nucleico heteréloga, por ejemplo, los acidos nucleicos y diversos constructos
recombinantes (por ejemplo, casetes de expresion) de la descripcion.

Vectores de expresion y vehiculos de clonacion

La descripcién proporciona vectores de expresion y vehiculos de clonacion que comprenden acidos nucleicos de la
descripcion, por ejemplo secuencias que codifican las enzimas de la descripcion. Los vectores de expresion y los
vehiculos de clonacion de la descripcion pueden comprender particulas viricas, baculovirus, fago, plasmidos,
fagomidos, coésmidos, fésmidos, cromosomas artificiales bacterianos, ADN virico (por ejemplo de la vacuna,
adenovirus, virus de la viruela, pseudorrabia y derivados de SV40), cromosomas artificiales a base de P1, plasmidos
de levadura, cromosomas artificiales de levadura, y cualesquiera otros vectores especificos para hospedantes
especificos de interés (tales como Bacillus, Aspergillus y levadura). Los vectores de la descripcion pueden incluir
secuencias de ADN sintéticas, cromosémicas y no cromosoémicas. Un gran numero de vectores adecuados son
conocidos por los expertos en la técnica, y estan comercialmente disponibles. Los vectores ejemplares incluyen:
vectores bacterianos: pQE (Qiagen), plasmidos pBluescript, vectores pNH, (vectores lambda-ZAP (Stratagene);
ptrc99a, pKK223-3, pDR540, pRIT2T (Pharmacia); eucariotas: pXT1, pSG5 (Stratagene), pSVK3, pBPV, pMSG,
pSVLSV40 (Pharmacia). Sin embargo, se puede usar cualquier otro plasmido u otro vector con tal de que sean
replicables y viables en el hospedante. Con la presente descripcion, se pueden emplear vectores con bajo nimero
de copias o alto nimero de copias.

Los “plasmidos” pueden estar comercialmente disponibles, publicamente disponibles en una base no restringida, o
se pueden construir a partir de plasmidos disponibles segun procedimientos publicados. Los plasmidos equivalentes
a los descritos aqui son conocidos en la técnica y seran manifiestos para un experto normal.

El vector de expresion puede comprender un promotor, un sitio de unién al ribosoma para el inicio de la traduccion, y
un terminador de la transcripcién. El vector también puede incluir secuencias apropiadas para amplificar la
expresion. El vector puede incluir también las secuencias apropiadas para amplificar la expresién. Los vectores de
expresion de mamiferos pueden comprender un origen de replicacion, cualesquiera sitios de union al ribosoma
necesarios, un sitio de poliadenilacion, sitios dadores y aceptores de ayuste, secuencias de terminacion de la
transcripcion, secuencias no transcritas flanqueantes 5. En algunos aspectos, se pueden usar secuencias de ADN
derivadas de los sitios de ayuste y poliadenilacion de SV40 para proporcionar los elementos genéticos no transcritos
requeridos.

En un aspecto, los vectores de expresion contienen uno o mas genes marcadores seleccionables, para permitir la
seleccion de células hospedantes que contienen el vector. Tales marcadores seleccionables incluyen genes que
codifican dihidrofolato reductasa, o genes que confieren resistencia a neomicina para cultivo de células eucariotas,
genes que confieren resistencia a tetraciclina o a ampicilina en E. coli, y el gen TRP1 de S. cerevisiae. Las regiones
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promotoras se pueden seleccionar de cualquier gen deseado usando vectores de cloranfenicol transferasa (CAT) u
otros vectores con marcadores seleccionables.

Los vectores para expresar el polipéptido o su fragmento en células eucariotas también pueden contener
potenciadores para incrementar los niveles de expresion. Los potenciadores son elementos de ADN que actuan en
cis, habitualmente de alrededor de 10 a alrededor de 300 pb de longitud, que actdan sobre un promotor para
incrementar su transcripcion. Los ejemplos incluyen el potenciador de SV40 en el lado tardio del origen de
replicacion pb 100 a 270, el potenciador del promotor temprano de citomegalovirus, el potenciador de polioma en el
lado tardio del origen de replicacion, y los potenciadores adenoviricos.

Una secuencia de acido nucleico se puede insertar en un vector mediante una variedad de procedimientos. En
general, la secuencia se liga a la posicion deseada en el vector tras la digestion del inserto y el vector con
endonucleasas de restriccion apropiadas. Como alternativa, se pueden ligar extremos romos tanto en el inserto
como en el vector. En la técnica se conoce una variedad de técnicas de clonacion, por ejemplo como se describe en
Ausubel y Sambrook. Se considera que tales procedimientos y otros estan dentro del alcance de los expertos en la
técnica.

El vector puede estar en forma de un plasmido, una particula virica, o un fago. Otros vectores incluyen secuencias
de ADN cromosomicas, no cromosomicas y sintéticas, derivados de SV40, plasmidos bacterianos, ADN fagico,
baculovirus, plasmidos de levadura, vectores derivados de combinaciones de plasmidos y ADN fagico, ADN virico tal
como el virus de la vacuna, adenovirus, virus de la viruela, y pseudorrabia. Una variedad de vectores de clonacién y
de expresion para uso con hospedantes procariotas y eucariotas se describen, por ejemplo, por Sambrook.

Los vectores bacterianos particulares que se pueden usar incluyen los plasmidos comercialmente disponibles que
comprenden elementos genéticos del vector de clonacién bien conocido pBR322 (ATCC 37017), pKK223-3
(Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Suecia), GEM1 (Promega Biotec, Madison, WI, USA) pQE70, pQE60, pQE-9
(Qiagen), pD10, psiX174 pBluescript Il KS, pNH8A, pNH16a, pNH18A, pNH46A (Stratagene), ptrc99a, pKK223-3,
pKK233-3, DR540, pRIT5 (Pharmacia), pKK232-8 y pCM?7. Los vectores eucariotas particulares incluyen pSV2CAT,
pOG44, pXT1, pSG (Stratagene) pSVK3, pBPV, pMSG, y pSVL (Pharmacia). Sin embargo, se puede usar cualquier
otro vector en tanto que sea replicable y viable en la célula hospedante.

Los acidos nucleicos de la descripcion se pueden expresar en casetes de expresion, vectores o virus, y se pueden
expresar transitoria o establemente en células vegetales y semillas. Un sistema de expresion transitorio ejemplar usa
sistemas de expresion episémicos, por ejemplo, ARN virico del virus del mosaico de la coliflor (CaMV) generado en
el nucleo mediante transcripcién de un mini-cromosoma episémico que contiene ADN superenrollado, véase, por
ejemplo, Covey (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:1633-1637. Como alternativa, secuencias codificantes, es
decir, todas o sub-fragmentos de secuencias de la descripcion se pueden insertar en un genoma de una célula
hospedante vegetal conviertiéndose en una parte integrante del ADN cromosomico del hospedante. De esta manera,
se pueden expresar transcritos sentido o antisentido. Un vector que comprende las secuencias (por ejemplo,
promotores o regiones codificantes) de acidos nucleicos de la descripcion puede comprender un gen marcador que
confiere un fenotipo seleccionable sobre una célula vegetal o una semilla. Por ejemplo, el marcador puede codificar
resistencia a biocidas, particularmente resistencia a antibiéticos, tal como resistencia a kanamicina, G418,
bleomicina, higromicina, o resistencia a herbicidas, tal como resistencia a clorosulfurén o Basta.

Los vectores de expresion capaces de expresar acidos nucleicos y proteinas en plantas son bien conocidos en la
técnica, y pueden incluir, por ejemplo, vectores de Agrobacterium spp., virus X de la patata (véase, por ejemplo,
Angell (1997) EMBO J. 16:3675-3684), virus del mosaico del tabaco (véase, por ejemplo, Casper (1996) Gene
173:69-73), virus del enanismo arbustivo del tomate (véase, por ejemplo, Hillman (1989) Virology 169:42-50), virus
del grabado del tabaco (véase, por ejemplo, Dolja (1997) Virology 234:243-252), virus del mosaico amarillo de la
judia (véase, por ejemplo, Morinaga (1993) Microbiol Immunol. 37:471-476), virus del mosaico de la coliflor (véase,
por ejemplo, Cecchini (1997) Mol. Plant Microbe Interact. 10:1094-1101), elemento transponible del maiz Ac/Ds
(véanse, por ejemplo, Rubin (1997) Mol. Cell. Biol. 17:6294-6302; Kunze (1996) Curr. Top. Microbiol. Immunol.
204:161-194), y elemento transponible supresor-mutador (Spm) del maiz (véase, por ejemplo, Schlappi (1996) Plant
Mol. Biol. 32:717-725); y derivados de los mismos.

En un aspecto, el vector de expresion puede tener dos sistemas de replicacion para permitirle mantenerse en dos
organismos, por ejemplo en células de mamifero o insecto para su expresion y en un hospedante procariota para su
clonaciéon y amplificacion. Ademas, para los vectores de expresion integrantes, el vector de expresion puede
contener al menos una secuencia homologa al genoma de la célula hospedante. Puede contener dos secuencias
homologas que flanquean el constructo de expresion. El vector integrante puede dirigirse a un locus especifico en la
célula hospedante seleccionando la secuencia homologa apropiada para la inclusion en el vector. Los constructos
para los vectores integrantes son bien conocidos en la técnica.

Los vectores de expresion de la descripcion pueden incluir también un gen marcador seleccionable para permitir la
seleccion de cepas bacterianas que se han transformado, por ejemplo genes que vuelven la bacteria resistente a
farmacos tales como ampicilina, cloramfenicol, eritromicina, kanamicina, neomicina y tetraciclina. Los marcadores
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seleccionables pueden incluir también genes biosintéticos, tales como los de las rutas biosintéticas de la histidina, el
triptéfano y la leucina.

La secuencia de ADN en el vector de expresion esta enlazada operativamente a una secuencia o secuencias de
control de la expresién (promotor) apropiadas, para dirigir la sintesis de ARN. Los promotores bacterianos
designados concretos incluyen lacl, lacZ, T3, T7, gpt, Pr, PL lambda y trp. Los promotores eucariotas incluyen el
temprano inmediato de CMV, timidina cinasa del HSV, temprano y tardio de SV40, las LTR de retrovirus, y
metalotioneina | de raton. La seleccion del vector y promotor apropiados esta al nivel de conocimiento normal en la
técnica. El vector de expresion también contiene un sitio de unién al ribosoma para el comienzo de la traduccion, y
un terminador de la transcripcién. El vector también puede incluir secuencias apropiadas para amplificar la
expresion. Las regiones promotoras se pueden seleccionar entre cualquier gen deseado usando vectores de la
cloranfenicol transferasa (CAT) u otros vectores con marcadores seleccionables. Ademas, en un aspecto, los
vectores de expresion contienen uno o mas genes marcadores seleccionables para proporcionar un rasgo fenotipico
para la seleccion de células hospedantes transformadas, tal como dihidrofolato reductasa o resistencia a neomicina
para un cultivo de células eucariotas, o tal como resistencia a tetraciclina o ampicilina en E. coli.

Los vectores de expresion de mamiferos puede comprender también un origen de replicacion, cualesquiera sitios de
union al ribosoma necesarios, un sitio de poliadenilacion, sitios dadores o aceptores de ayuste, secuencias de
terminacion de la transcripcion y secuencias no transcritas flanqueantes 5’. En algunos aspectos, se pueden usar
secuencias de ADN derivadas de los sitios de ayuste y poliadenilacion de SV40 para proporcionar los elementos
genéticos no transcritos requeridos.

Los vectores para expresar el polipéptido o su fragmento en células eucariotas también pueden contener
potenciadores para incrementar los niveles de expresion. Los potenciadores son elementos de ADN que actuan en
cis, habitualmente de alrededor de 10 a alrededor de 300 pb de longitud, que actdan sobre un promotor para
incrementar su transcripcion. Los ejemplos incluyen el potenciador de SV40 en el lado tardio del origen de
replicacion pb 100 a 270, el potenciador del promotor temprano de citomegalovirus, el potenciador de polioma en el
lado tardio del origen de replicacion, y los potenciadores adenoviricos.

Ademas, la vectores de expresion contienen tipicamente uno o mas genes marcadores seleccionables para permitir
la seleccion de células hospedantes que contienen el vector. Tales marcadores seleccionables incluyen genes que
codifican genes de la dihidrofolato reductasa o genes que confieren resistencia a la neomicina para el cultivo de
células eucariotas, genes que confieren resistencia a tetraciclina o ampicilina en E. coli y el gen TRP1 de S.
cerevisiae.

En algunos aspectos, el acido nucleico que codifica uno de los polipéptidos de la descripcion, o fragmentos que
comprenden al menos alrededor de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 75, 100, o 150 aminoacidos consecutivos del
mismo, se ensambla en la fase apropiada con una secuencia lider capaz de dirigir la secrecién del polipéptido
traducido o un fragmento del mismo. Opcionalmente, el acido nucleico puede codificar un polipéptido de fusion en el
que uno de los polipéptidos de la descripcion, o fragmentos que comprenden al menos 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40,
50, 75, 100, o 150 aminoacidos consecutivos del mismo, se fusiona a péptidos o polipéptidos heterdlogos, tales
como péptidos de identificacion N-terminal que confieren las caracteristicas deseadas, tales como mayor estabilidad
o purificacién simplificada.

La secuencia de ADN apropiada se puede insertar en el vector por medio de una variedad de procedimientos. En
general, la secuencia de ADN se liga a la posicion deseada en el vector después de la digestion del inserto y el
vector con endonucleasas de restriccion apropiadas. Alternativamente, se pueden ligar los extremos romos tanto en
el inserto como en el vector. Una variedad de técnicas de clonacion son descritas en Ausubel et al. Current Protocols
in Molecular Biology, John Wiley 503 Sons, Inc. 1997 y Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual 2a
Ed., Cold Spring Harbor Laborator y Press (1989. Se considera que tales procedimientos y otros estan al alcance de
los expertos en la técnica.

El vector puede estar, por ejemplo, en forma de un plasmido, una particula virica, o un fago. Otros vectores incluyen
secuencias de ADN cromosdmicas, no cromosomicas y sintéticas, derivados de SV40, plasmidos bacterianos, ADN
fagico, baculovirus, plasmidos de levadura, vectores derivados de combinaciones de plasmidos y ADN fagico, ADN
virico tal como el virus de la vacuna, adenovirus, virus de la viruela, y pseudorrabia. Una variedad de vectores de
clonacién y de expresion para uso con hospedantes procariotas y eucariotas son descritos por Sambrook, et al.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2a Ed., Cold Spring Harbor, N.Y., (1989).

Células hospedantes y células transformadas

La descripcién también proporciona una célula transformada que comprende una secuencia de acido nucleico de la
descripcion, por ejemplo una secuencia que codifica una enzima de la descripcién, o un vector de la descripcion. La
célula hospedante puede ser cualquiera de las células hospedantes familiares para los expertos en la técnica,
incluyendo células procariotas, células eucariotas, tales como células bacterianas, células fungicas, células de
levadura, células de mamifero, células de insecto, o células vegetales. Las células bacterianas ejemplares incluyen
E. coli, Lactococcus lactis, Streptomyces, Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Salmonella typhimurium o cualquier
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especie dentro de los géneros Bacillus, Streptomyces, y Staphylococcus. Las células de insecto ejemplares incluyen
S2 de Drosophila y Sf9 de Spodoptera. Las células de levadura ejemplares incluyen Pichia pastoris, Saccharomyces
cerevisiae o Schizosaccharomyces pombe. Las células animales ejemplares incluyen CHO, COS o melanoma de
Bowes, o cualquier linea celular de ratén o humana. La seleccion de un hospedante apropiado se encuentra dentro
de las capacidades de los expertos en la técnica. Las técnicas para la transformacién de una amplia variedad de
especies de plantas supriores son bien conocidas y se describen en la bibliografia técnica y cientifica. Véanse, por
ejemplo, Weising (1988) Ann. Rev. Genet. 22:421-477; patente U.S. 5.750.870.

El vector se puede introducir en las células hospedantes usando cualquiera de una variedad de técnicas, incluyendo
transformacion, transfeccion, transduccion, infeccion virica, pistolas génicas, o transferencia génica mediada por
plasmidos Ti. Los métodos particulares incluyen transfeccion con fosfato de calcio, transfeccion mediada por DEAE-
Dextrano, lipofeccion, o electroporacion (Davis, L., Dibner, M., Battey, I., Basic Methods in Molecular Biology,
(1986)).

En un aspecto, los acidos nucleicos o vectores de la descripcion se introducen en las células para escrutar, de ese
modo, los acidos nucleicos que entran en las células de una manera adecuada para la posterior expresion del acido
nucleico. El método de introduccion esta dictado en gran parte por el tipo de célula seleccionada como diana. Los
métodos ejemplares incluyen precipitacion con CaPOQs4, fusion de liposomas, lipofeccion (por ejemplo,
LIPOFECTIN™), electroporacion, infeccion virica, etc. Los acidos nucleicos candidato se pueden integrar
establemente en el genoma de la célula hospedante (por ejemplo, con introduccién retrovirica) o pueden existir
transitoria o establemente en el citoplasma (es decir, a través del uso de plasmidos tradicionales, utilizando
secuencias reguladoras convencionales, marcadores de seleccion, etc.). Puesto que muchos escrutinios
farmacéuticamente importantes requieren dianas celulares humanas o de mamiferos modelo, se pueden usar
vectores retroviricos capaces de transfectar tales dianas.

Cuando sea apropiado, las células hospedantes manipuladas mediante ingenieria se pueden cultivar en medios
nutrientes convencionales modificados segun sea apropiado para activar promotores, seleccionar transformantes o
amplificar los genes de la descripcion. Después de la transformacion de una cepa hospedante adecuada y el
crecimiento de la cepa hospedante hasta una densidad celular apropiada, se puede introducir el promotor
seleccionado por medio de métodos apropiados (por ejemplo, desplazamiento de temperatura o induccién quimica)
y las células se pueden cultivar durante un periodo adicional para permitirlas producir el polipéptido deseado o
fragmento del mismo.

Las células se pueden cosechar mediante centrifugacion, se pueden destruir por medios fisicos o quimicos, y el
extracto bruto resultante se retiene para purificacion adicional. Las células microbianas empleadas para la expresion
de proteinas se pueden destruir mediante cualquier método conveniente, incluyendo ciclos de congelacion-
descongelacion, tratamiento con ultrasonidos, interrupcion mecanica, o uso de agentes de lisado celular. Tales
métodos son bien conocidos por los expertos en la técnica. El polipéptido expresado o su fragmento se puede
recuperar y purificar a partir de cultivos de células recombinantes mediante métodos que incluyen precipitacion con
etanol o sulfato de amonio, extraccion acida, cromatografia de intercambio anidnico o catiénico, cromatografia de
fosfocelulosa, cromatografia de interaccion hidréfoba, cromatografia de afinidad, cromatografia con hidroxiapatita, y
cromatografia con lecitina. Las etapas de replegamiento proteico se pueden usar, segun sea necesario, para
completar la configuraciéon del polipéptido. Si se desea, para las etapas de purificacion final, se puede emplear
cromatografia de liquidos de altas prestaciones (HPLC).

Los constructos en células hospedantes se pueden usar de manera convencional para producir el producto génico
codificado por la secuencia recombinante. Dependiendo del hospedante empleado en un procedimiento de
produccion recombinante, los polipéptidos producidos por células hospedantes que contienen el vector pueden estar
glicosilados o pueden no estar glicosilados. Los polipéptidos de la descripcion también pueden incluir o no un resto
de aminoacido metionina inicial.

Para producir un polipéptido de la descripcién, también se pueden emplear sistemas de traduccion libres de células.
Los sistemas de traduccion libres de células pueden usar ARNm transcritos a partir de un constructo de ADN que
comprende un promotor enlazado operablemente a un acido nucleico que codifica el polipéptido o fragmento del
mismo. En algunos aspectos, el constructo de ADN se puede linealizar antes de llevar a cabo una reaccion de
transcripcion in vitro. EI ARNm transcrito se incuba entonces con un extracto de traduccion libre de células
apropiado, tal como un extracto de reticulocitos de conejo, para producir el polipéptido deseado o fragmento del
mismo.

Los vectores de expresion pueden contener uno o mas genes marcadores seleccionables para proporcionar un
rasgo fenotipico para la seleccion de células hospedantes transformadas, tales como dihidrofolato reductasa o
resistencia a neomicina para cultivo de células eucariotas, o tales como resistencia a tetraciclina o ampicilina en E.
coli.

Las células hospedantes que contienen los polinucleétidos de interés, por ejemplo acidos nucleicos de la
descripcion, se pueden cultivar en medios nutrientes convencionales modificados segun sea apropiado para activar
promotores, seleccionar transformantes o amplificar genes. Las condiciones de cultivo, tales como temperatura, pH y
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similares, son las que se han usado previamente con la célula hospedante seleccionada para la expresion, y
resultaran evidentes para los expertos normales en la técnica. Los clones que se identifican que tienen la actividad
enzimatica especificada se pueden secuenciar a continuacién para identificar la secuencia polinucleotidica que
codifica una enzima que tiene la actividad intensificada.

La descripcion proporciona un método para sobreexpresar una enzima recombinante en una célula, que comprende
expresar un vector que comprende un acido nucleico de la descripcion, por ejemplo un acido nucleico que
comprende una secuencia de acido nucleico con al menos alrededor de 50%, 51%, 52%, 53%, 54%, 55%, 56%,
57%, 58%, 59%, 60%, 61%, 62%, 63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%,
77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99%, o mas de identidad de secuencia con una secuencia ejemplar de la descripcioén, a lo largo de una
region de al menos alrededor de 50, 75, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800,
850, 900, 950, 1000, 1050, 1100, 1150 o mas restos, o toda la longitud de un gen o transcrito, en el que las
identidades de secuencia se determinan mediante analisis con un algoritmo de comparaciéon de secuencias o
mediante inspeccién visual, o un acido nucleico que se hibrida en condiciones restrictivas con una secuencia de
acido nucleico de la descripcion. La sobreexpresion se puede efectuar por cualquier medio, por ejemplo uso de un
promotor de alta actividad, un vector dicistronico o mediante amplificacion génica del vector.

Los acidos nucleicos de la descripcidn se pueden expresar, o sobreexpresar, en cualquier sistema de expresion in
vitro o in vivo. Se puede emplear cualquier sistema de cultivo celular para expresar, o sobreexpresar, proteina
recombinante, incluyendo cultivos bacterianos, de insecto, de levadura, fungicos o de mamiferos. La sobreexpresion
se puede efectuar por medio de la eleccion apropiada de promotores, potenciadores, vectores (por ejemplo, uso de
vectores de replicon, vectores dicistronicos (véase, por ejemplo, Gurtu (1996) Biochem. Biophys. Res. Commun.
229:295-8), medios, sistemas de cultivo y similares. En un aspecto, la amplificacion génica que usa marcadores de
seleccion, por ejemplo glutamina sintetasa (véase, por ejemplo, Sanders (1987) Dev. Biol. Stand. 66:55-63), en
sistemas celulares se usa para sobreexpresar los polipéptidos de la descripcion.

La célula hospedante puede ser cualquiera de las células hospedantes familiares para los expertos en la técnica,
incluyendo células procariotas, células eucariotas, células de mamifero, células de insecto, o células vegetales.
Como ejemplos representativos de los hospedantes apropiados, se pueden mencionar: células bacterianas, tales
como E. coli, Streptomyces, Bacillus subtilis, Salmonella typhimurium y diversas especies de los géneros
Streptomyces y Staphylococcus, células fungicas, tales como levadura, células de insecto tales como S2 de
Drosophila y Sf9 de Spodoptera, células animales tales como CHO, COS o melanoma de Bowes, y adenovirus. La
seleccidn de un hospedante apropiado se encuentra dentro de las capacidades de los expertos en la técnica.

El vector se puede introducir en las células hospedantes usando cualquiera de una variedad de técnicas, incluyendo
transformacion, transfeccion, transduccion, infeccion virica, pistolas génicas, o transferencia génica mediada por
plasmidos Ti. Los métodos particulares incluyen transfeccion con fosfato de calcio, transfeccion mediada por DEAE-
Dextrano, lipofeccion, o electroporacion (Davis, L., Dibner, M., Battey, |., Basic Methods in Molecular Biology,
(1986)).

Cuando sea apropiado, las células hospedantes manipuladas mediante ingenieria genética se pueden cultivar en
medios nutrientes convencionales modificados segun sea apropiado para activar promotores, seleccionar
transformantes o amplificar los genes de la descripcion. Tras la transformacion de una cepa hospedante adecuada y
el crecimiento de la cepa hospedante hasta una densidad celular apropiada, el promotor seleccionado se puede
inducir por medios apropiados (por ejemplo, desplazamiento de la temperatura o induccién quimica), y las células se
pueden cultivar durante un periodo adicional para permitirles producir el polipéptido deseado o fragmento del mismo.

Las células se pueden cosechar mediante centrifugacion, se pueden destruir por medios fisicos o quimicos, y el
extracto bruto resultante se retiene para purificacién adicional. Las células microbianas empleadas para la expresion
de proteinas se pueden destruir mediante cualquier método conveniente, incluyendo ciclos de congelacion-
descongelacion, tratamiento con ultrasonidos, interrupcion mecanica, o uso de agentes de lisado celular. Tales
métodos son bien conocidos por los expertos en la técnica. El polipéptido expresado o su fragmento se puede
recuperar y purificar a partir de cultivos de células recombinantes mediante métodos que incluyen precipitacion con
etanol o sulfato de amonio, extraccion acida, cromatografia de intercambio anidnico o catidnico, cromatografia de
fosfocelulosa, cromatografia de interaccion hidréfoba, cromatografia de afinidad, cromatografia con hidroxiapatita, y
cromatografia con lecitina. Las etapas de replegamiento proteico se pueden usar, segun sea necesario, para
completar la configuracion del polipéptido. Si se desea, para las etapas de purificacion final, se puede emplear
cromatografia de liquidos de altas prestaciones (HPLC).

También se pueden emplear diversos sistemas de cultivo de células de mamiferos para expresar proteina
recombinante. Los ejemplos de sistemas de expresion de mamiferos incluyen las estirpes COS-7 de fibroblastos de
rindn de mono (descritas por Gluzman, Cell, 23:175, 1981) y otras estirpes celulares capaces de expresar proteinas
a partir de un vector compatible, tales como las estirpes celulares C127, 3T3, CHO, HeLa y BHK.

Los constructos en las células hospedantes se pueden utilizar de una manera convencional para producir el
producto génico codificado por la secuencia recombinante. Dependiendo del hospedante empleado en un
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procedimiento de produccién recombinante, los polipéptidos producidos por las células hospedantes que contienen
el vector pueden estar glucosilados o pueden estar no glucosilados. Los polipéptidos de la descripcion también
pueden incluir o no un resto de aminoacido de metionina inicial.

Como alternativa, los polipéptidos de la descripcion, o fragmentos que comprenden al menos 5, 10, 15, 20, 25, 30,
35, 40, 50, 75, 100, o 150 o mas aminoacidos consecutivos de los mismos, se pueden producir sintéticamente por
medio de sintetizadores peptidicos convencionales. En otros aspectos, se pueden emplear fragmentos o porciones
de los polipéptidos para producir el polipéptido de longitud completa correspondiente mediante sintesis peptidica;
por lo tanto, los fragmentos se pueden emplear como intermedios para la produccién de polipéptidos de longitud
completa.

Para producir uno de los polipéptidos de la descripcion, o fragmentos que comprenden al menos 5, 10, 15, 20, 25,
30, 35, 40, 50, 75, 100, o 150 aminoacidos consecutivos de los mismos, también se pueden emplear sistemas de
traduccion libres de células, usando ARNm transcritos a partir de un constructo de ADN que comprende un promotor
enlazado operablemente a un acido nucleico que codifica el polipéptido o fragmento del mismo. En algunos
aspectos, el constructo de ADN se puede linealizar antes de llevar a cabo una reaccién de transcripcion in vitro. El
ARNmMm transcrito se incuba entonces con un extracto de traduccion libre de células apropiado, tal como un extracto
de reticulocitos de conejo, para producir el polipéptido deseado o fragmento del mismo.

Amplificacién de Acidos Nucleicos

Al poner en practica la descripcion, los acidos nucleicos de la descripcion y los acidos nucleicos que codifican las
enzimas de la descripcion, o los acidos nucleicos modificados de la descripcidn, se pueden reproducir mediante
amplificacién. La amplificacion también se puede usar para clonar o modificar los acidos nucleicos de la descripcion.
De este modo, la descripcion proporciona pares de secuencias de cebadores de amplificacion para amplificar acidos
nucleicos de la descripcidon. Un experto en la técnica puede disefiar pares de secuencias de cebadores de
amplificacion para cualquier parte de o para toda la longitud de estas secuencias.

En un aspecto, la descripcion proporciona un acido nucleico amplificado por un par de cebadores de la descripcion,
por ejemplo un par de cebadores como se expone en alrededor de los primeros (los 5) 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23, 24, o 25 restos de un acido nucleico de la descripcion, y alrededor de los primeros (los 5’) 15, 16, 17,
18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, o 25 restos de la hebra complementaria.

La descripcién proporciona un par de secuencias cebadoras de amplificacion para amplificar un acido nucleico que
codifica un polipéptido que tiene una actividad enzimatica, en el que el par de cebadores es capaz de amplificar un
acido nucleico que comprende una secuencia de la descripcion, o fragmentos o subsecuencias del mismo. Uno o
cada miembro del par de secuencias cebadoras de amplificaciéon pueden comprender un oligonucledtido que
comprende al menos alrededor de 10 a 50 bases consecutivas de la secuencia, o alrededor de 12, 13, 14, 15, 16,
17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, o 25 bases consecutivas de la secuencia. La descripcién proporciona pares de
cebadores de amplificacion, en el que el par de cebadores comprende un primer miembro que tiene una secuencia
como la mostrada mediante alrededor de los primeros (los 5°) 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 0 25
restos de un acido nucleico de la descripcién, y a segundo miembro que tiene una secuencia como la mostrada
mediante alrededor de los primeros (los 5°) 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, o 25 restos de la hebra
complementaria del primer miembro. La descripciéon proporciona acidos nucleicos que codifican enzimas generados
mediante amplificacion, ppor ejemplo reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), usando un par de cebadores de
amplificacién de la descripcion. La descripcion proporciona métodos para obtener acidos nucleicos que codifican
enzimas mediante amplificacion, por ejemplo reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), usando un par de
cebadores de amplificacion de la descripcion. En un aspecto, el par de cebadores de amplificacion amplifica un
acido nucleico de una biblioteca, por ejemplo una genoteca, tal como una biblioteca medioambiental.

Las reacciones de amplificacion también se pueden usar para cuantificar la cantidad de acido nucleico en una
muestra (tal como la cantidad de mensaje en una muestra celular), para marcar el acido nucleico (por ejemplo, para
aplicarlo a una matriz o a una transferencia), para detectar el acido nucleico, o para cuantificar la cantidad de un
acido nucleico especifico en una muestra. En un aspecto de la descripcion, se amplifica el mensaje aislado de una
célula o una biblioteca de ADNc.

El experto en la técnica puede seleccionar y disefiar cebadores de amplificacion oligonucleotidicos adecuados. Los
métodos de amplificacion son también bien conocidos en la técnica, e incluyen, por ejemplo, reaccién en cadena de
la polimerasa, PCR (véanse, por ejemplo, PCR PROTOCOLS, A GUIDE TO METHODS AND APPLICATIONS, ed.
Innis, Academic Press, N.Y. (1990) y PCR STRATEGIES (1995), ed. Innis, Academic Press, Inc., N.Y., reaccion en
cadena de la ligasa (LCR) (véanse, por ejemplo, Wu (1989) Genomics 4:560; Landegren (1988) Science 241:1077;
Barringer (1990) Gene 89:117); amplificacién basada en la transcripcion (véase, por ejemplo, Kwoh (1989) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 86:1173); y replicacion de secuencias autosostenida (véase, por ejemplo, Guatelli (1990) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 87:1874); amplificaciéon de la replicasa Q Beta (véase, por ejemplo, Smith (1997) J. Clin.
Microbiol. 35:1477-1491), ensayo de amplificacion de la replicasa Q Beta automatico (véase, por ejemplo, Burg
(1996) Mol. Cell. Probes 10:257-271) y otras técnicas mediadas por ARN polimerasa (por ejemplo, NASBA,
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Cangene, Mississauga, Ontario); véanse también Berger (1987) Methods Enzymol. 152:307-316; Sambrook;
Ausubel; patentes U.S. n* 4.683.195 y 4.683.202; Sooknanan (1995) Biotechnology 13:563-564.

Determinacion del grado de identidad de secuencia

La descripcion proporciona acidos nucleicos que comprenden secuencias que tienen al menos alrededor de 50%,
51%, 52%, 53%, 54%, 55%, 56%, 57%, 58%, 59%, 60%, 61%, 62%, 63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%,
71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% de identidad o mas, o identidad de secuencia completa (100%)
con un acido nucleico ejemplar de la descripcion (por ejemplo, SEC ID NO:1, SEC ID NO:3, SEC ID NO:5, SEC ID
NO:7, SEC ID NO:9, SEC ID NO:11, SEC ID NO:13, SEC ID NO:15, SEC ID NO:17 o SEC ID NO:19) a lo largo de
una region de al menos alrededor de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 75, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550,
600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950, 1000, 1050, 1100, 1150, 1200, 1250, 1300, 1350, 1400, 1450, 1500, 1550 o
mas restos. La descripcidn proporciona polipéptidos que comprenden secuencias que tienen al menos alrededor de
50%, 51%, 52%, 53%, 54%, 55%, 56%, 57%, 58%, 59%, 60%, 61%, 62%, 63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%,
70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%,
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% de identidad o mas, o identidad de secuencia completa
(100%) con un polipéptido ejemplar de la descripcion. El grado de identidad de secuencia (homologia) se puede
determinar usando cualquier programa informatico y parametros asociados, incluyendo los descritos aqui, tales
como BLAST 2.2.2. o FASTA version 3.0t78, con los parametros por defecto.

Las secuencias de acidos nucleicos de la descripcién pueden comprender al menos 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50,
75, 100, 150, 200, 300, 400, o 500 nucledtidos consecutivos de una secuencia ejemplar de la descripcion, y
secuencias sustancialmente idénticas a éstas. Las secuencias homologas y los fragmentos de las secuencias de
acido nucleico de la descripcion hacen referencia a una secuencia que tiene una homologia de al menos 99%, 98%,
97%, 96%, 95%, 90%, 85%, 80%, 75%, 70%, 65%, 60%, 55%, o 50% con estas secuencias. La homologia se puede
determinar utilizando cualquiera de los programas informaticos y los parametros descritos aqui, incluyendo FASTA
version 3.0t78 con los parametros por defecto. Las secuencias homodlogas también incluyen secuencias de ARN en
las que las uridinas sustituyen a las timinas en las secuencias de acido nucleico de la invencion. Las secuencias
homologas se pueden obtener usando cualquiera de los procedimientos descritos en la presente memoria, o pueden
resultar de la correcciéon de un error de secuenciacién. Se apreciara que las secuencias de acido nucleico de la
descripcion se pueden representar en el formato de un solo caracter tradicional (Véase la contraportada de Stryer,
Lubert. Biochemistry, 3* Ed., W. H Freeman & Co., Nueva York.) o en cualquier otro formato que registre la identidad
de los nucledtidos en una secuencia.

Se contemplan particularmente para uso en este aspecto de la descripcion diversos programas de comparacion de
secuencias identificados en otra parte en esta memoria descriptiva de patente. Las homologias de las secuencias de
proteinas y/o acidos nucleicos se pueden evaluar usando cualquiera de la variedad de algoritmos de comparacion
de secuencias y programas conocidos en la técnica. Tales algoritmos y programas incluyen, pero no estan limitados
de ningun modo a, TBLASTN, BLASTP, FASTA, TFASTA y CLUSTALW (Pearson y Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 85 (8):2444-2448, 1988; Altschul et al., J. Mol. Biol. 215(3):403-410, 1990; Thompson et al., Nucleic Acids Res.
22(2):4673-4680, 1994; Higgins et al., Methods Enzymol. 266:383-402, 1996; Altschul et al., J. Mol. Biol. 215(3):403-
410, 1990; Altschul et al., Nature Genetics 3:266-272, 1993).

La homologia o identidad se miden con frecuencia utilizando programas de analisis de secuencias (por ejemplo,
Sequence Analysis Software Package del Genetics Computer Group, University of Wisconsin Biotechnology Center,
1710 University Avenue, Madison, WI 53705). Tales programas emparejan secuencias similares mediante la
asignacion de grados de homologia a diversas supresiones, sustituciones u otras modificaciones. Los términos
“homologia” e “identidad”, en el contexto de dos o mas acidos nucleicos o secuencias polipetidicas, hacen referencia
a dos o mas secuencias 0 subsecuencias que son la misma o tienen un porcentaje especificado de restos de
aminoacidos o nucleétidos que son los mismos cuando se comparan y alinean para una correspondencia maxima a
lo largo de una ventana de comparacion o region designada segun se mide usando cualquier numero de algoritmos
de comparacion de secuencias o mediante alineamiento manual e inspeccion visual.

Para la comparacién de secuencias, tipicamente una secuencia actla como una secuencia de referencia, con la que
se comparan las secuencias de ensayo. Cuando se usa un algoritmo de comparacion de secuencias, las secuencias
de ensayo y de referencia se introducen en un ordenador, se disefian las coordenadas de la subsecuencia, si fuera
necesario, y se disefian los parametros del programa de algoritmo de secuencias. Se pueden usar parametros del
programa por defecto, o se pueden disefiar parametros alternativos. El algoritmo de comparacion de secuencias
calcula a continuacioén el porcentaje de identidades de secuencia para las secuencias de ensayo con respecto a la
secuencia de referencia, basandose en los parametros del programa.

Una “ventana de comparacion”, segin se usa aqui, incluye la referencia a un segmento de una cualquiera de las
varias posiciones contiguas seleccionadas del grupo que consiste en 20 a 600, habitualmente alrededor de 50 a
alrededor de 200, mas habitualmente alrededor de 100 a alrededor de 150 en las que una secuencia se puede
comparar con una secuencia de referencia del mismo numero de posiciones contiguas después de haber alineado
6ptimamente las dos secuencias. Los métodos para el alineamiento de secuencias para comparaciéon son bien
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conocidos en la técnica. El alineamiento 6ptimo de secuencias para comparacién se puede llevar a cabo, por
efemplo, por medio del algoritmo de homologia local de Smith y Waterman, Adv. Appl. Math. 2:482, 1981, mediante
el algoritmo de alineamiento de homologia de Needleman y Wunsch, J. Mol. Biol 48:443, 1970, por medio del
método de busqueda de similitud de Pearson y Lipman, Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 85:2444, 1988, por medio de
implementaciones computarizadas de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en el Wisconsin Genetics
Software Package, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madison, WI), o por medio de alineamiento manual
e inspeccion visual. Otros algoritmos para determinar la homologia o identidad incluyen, por ejemplo, ademas del
programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool en el National Center for Biological Information, “Herramienta
de Busqueda de Alineamiento Local Basico”), ALIGN, AMAS (Analysis of Multiply Aligned Sequences, “Analisis de
Secuencias Alineadas Multiplicadas”), AMPS (Protein Multiple Sequence Alignment, “Alineamiento de Secuencias
Multiples de Proteinas”), ASSET (Aligned Segment Statistical Evaluation Tool, “Herramienta de Evaluacion
Estadistica de Segmentos Alineados”), BANDS, BESTSCOR, BIOSCAN (Biological Sequence Comparative Analysis
Node, “Nodo de Analisis Comparativo de Secuencias Bioldgicas”), BLIMPS (BLocks IMProved Searcher, “Busqueda
de Similitud Contra una Base de Datos de Bloques”), FASTA, Intervals & Points, BMB, CLUSTAL V, CLUSTAL W,
CONSENSUS, LCONSENSUS, WCONSENSUS, algoritmo de Smith-Waterman, DARWIN, algoritmo Las Vegas,
FNAT (Forced Nucleotide Alignment Tool, “Herramienta de Alineamiento de Nucleétidos Forzada”), Framealign,
Framesearch, DYNAMIC, FILTER, FSAP (Fristensky Sequence Analysis Package, “Paquete de Analisis de
Secuencia de Fristensky”), GAP (Global Alignment Program, “Programa de Alineamiento Global”), GENAL, GIBBS,
GenQuest, ISSC (Sensitive Sequence Comparison, “Comparacion de Secuencias Sensibles”), LALIGN (Local
Sequence Alignment, “Alineamiento de Secuencia Local”), LCP (Local Content Program, “Programa de Contenido
Local”), MACAW (Multiple Alignment Construction & Analysis Workbench, “Construccion de Alineamiento Multiple y
Analisis Workbench”), MAP (Multiple Alignment Program, “Programa de Alineamiento Mdltiple”), MBLKP, MBLKN,
PIMA (Pattern-Induced Multi-secuencia Alignment, “Alineamiento Multisecuencia Inducido por Patron”), SAGA
(Sequence Alignment by Genetic Algorithm, “Alineamiento de Secuencia mediante Algoritmo Genético”) y WHAT-IF.
Tales programas de alineamiento también se pueden utilizar para escrutar bases de datos gendomicas para
identificar secuencias polinucleotidicas que tienen secuencias sustancialmente idénticas. Existen varias bases de
datos gendmicas, por ejemplo una porcién sustancial del genoma humano esta disponible como parte del Proyecto
de Secuenciacion del Genoma Humano (J. Roach, http://weber.u.Washington.edu/~roach/human genome_progress
2.html) (Gibbs, 1995). Ya se han secuenciado al menos veintiin genomas distintos, incluyendo, por ejemplo, M.
genitalium (Fraser et al., 1995), M. jannaschii (Bult et al., 1996), H. influenzae (Fleischmann et al., 1995), E. coli
(Blattner et al., 1997) y levadura (S. cerevisiae) (Mewes et al., 1997) y D. melanogaster (Adams et al., 2000).
También se han hecho progresos significativos en la secuenciacion de los genomas de organismos modelo, tales
como ratoén, C. elegans y Arabadopsis sp. Varias bases de datos que contienen informacion genémica anotada con
cierta informacion funcional son mantenidas por diferentes organizaciones y son accesibles a través de Internet.

Un ejemplo de un algoritmo util son los algoritmos BLAST y BLAST 2.0, que se describen por Altschul et al., en Nuc.
Acids Res. 25:3389-3402, 1977 y Altschul et al., J. Mol. Biol. 215:403-410, 1990, respectivamente. Los programas
para llevar a cabo los analisis BLAST estan disponibles al publico a través del National Center for Biotechnology
Information. Este algoritmo implica identificar en primer lugar pares de secuencias de alta puntuacion (HSPs)
identificando palabras cortas de longitud W en la secuencia problema, que coinciden o satisfacen cierta puntuacion T
umbral con valor positivo cuando se alinean con una palabra de la misma longitud en una secuencia de la base de
datos. T es referido como el umbral de puntuacion de la palabra vecina (Altschul et al., mas arriba). Estos éxitos con
las palabras vecinas iniciales actuan como semillas para iniciar busquedas para encontrar HSPs mas largos que las
contienen. Los éxitos con las palabras se prolongan en ambas direcciones a lo largo de cada secuencia tanto como
se pueda aumentar la puntuaciéon de alineamiento acumulativa. Las puntuaciones acumulativas se calculan usando,
para las secuencias nucleotidicas, los parametros M (la puntuacion de recompensa para un par de restos que se
emparejan; siempre >0). Para las secuencias de aminoacidos, se usa una matriz de puntuacién para calcular la
puntuacion acumulativa. La prolongacion de los éxitos con las palabras en cada direccion se detiene cuando: la
puntuacion de alineamiento acumulativa disminuye en la cantidad X de su valor maximo alcanzado; la puntuacion
acumulativa tiende a cero o menos, debido a la acumulaciéon de uno o mas alineamientos de restos de puntuaciéon
negativa; o se alcanza el final de cualquier secuencia. Los parametros del algoritmo BLAST W, T y X determinan la
sensibilidad y la velocidad del alineamiento. El programa BLASTN (para secuencias nucleotidicas) usa como
parametros por defecto una longitud de palabra (W) de 11, una expectativa (E) de 10, M=5, N=-4 y una comparacion
de ambas hebras. Para las secuencias de aminoacidos, el programa BLASTP usa como parametros por defecto una
longitud de palabra de 3 y expectativas (E) de 10 y la matriz de puntuacion BLOSUMG62 (véase Henikoff y Henikoff,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10915, 1989) alineamientos (B) de 50, expectativa (E) de 10, M=5, N= -4 y una
comparacién de ambas hebras.

El algoritmo BLAST también realiza un analisis estadistico de la similitud entre dos secuencias (véase, por ejemplo,
Karlin y Altschul, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:5873, 1993). Una medida de similitud proporcionada por el algoritmo
BLAST es la probabilidad de la suma mas pequefa (P(N)), que proporciona una indicacion de la probabilidad por la
cual ocurriria por casualidad un emparejamiento entre dos secuencias nucleotidicas o de aminoacidos. Por ejemplo,
un acido nucleico se considera similar a una secuencia de referencia si la probabilidad de la suma mas pequefia en
una comparacion del acido nucleico de ensayo con respecto al acido nucleico de referencia es menor que alrededor
de 0,2, mas en un aspecto menor que alrededor de 0,01, y mucho mas en un aspecto menor que alrededor de
0,001.
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En un aspecto, las homologias de las secuencias de proteinas y de acidos nucleicos se evalian usando la
Herramienta de Busqueda de Alineamiento Local Basico (“BLAST"). En particular, se usan cinco programas BLAST
especificos para realizar la siguiente tarea:

(1) BLASTP y BLAST3 comparan una secuencia problema de aminoacidos frente a una base de datos de
secuencias proteicas;

(2) BLASTN compara una secuencia problema de nucledtidos frente a una base de datos de secuencias
nucleotidicas;

(3) BLASTX compara los productos de traduccidon conceptual de seis marcos de una secuencia nucleotidica
problema (ambas hebras) frente a una base de datos de secuencias proteicas;

(4) TBLASTN compara una secuencia problema de proteinas frente a una base de datos de secuencias
nucleotidicas traducidas en los seis marcos de lectura (ambas hebras); y

(5) TBLASTX compara las traducciones de seis marcos de una secuencia problema de nucledtidos frente a las
traducciones de seis marcos de una base de datos de secuencias nucleotidicas.

Los programas BLAST identifican secuencias homologas identificando segmentos similares, que son referidos aqui
como “pares de segmentos de alta puntuacion”, entre una secuencia de aminoacidos o de acido nucleico y una
secuencia de ensayo que, en un aspecto, se obtiene a partir de una base de datos de secuencias de proteinas o de
acidos nucleicos. En un aspecto, los pares de segmentos de alta puntuacion se identifican (es decir, se alinean) por
medio de una matriz de puntuacién, muchas de las cuales son conocidas en la técnica. En un aspecto, la matriz de
puntuacion usada es la matriz BLOSUM62 (Gonnet et al., Science 256:1443-1445, 1992; Henikoff y Henikoff,
Proteins 17:49-61, 1993). En un aspecto menos preferible, también se pueden usar las matrices PAM o PAM250
(véase, por ejemplo, Schwartz y Dayhoff, eds., 1978, Matrices for Detecting Distance Relationships: Atlas of Protein
Sequence and Structure, Washington: National Biomedical Research Foundation). Los programas BLAST son
accesibles a través de la U.S. National Library of Medicine.

Los parametros usados con los algoritmos anteriores se pueden adaptar dependiendo de la longitud de la secuencia
y el grado de homologia estudiado. En algunos aspectos, los parametros pueden ser los parametros por defecto
usados por los algoritmos en ausencia de instrucciones desde el usuario.

En un aspecto, la frase “sustancialmente idéntico”, en el contexto de dos acidos nucleicos o polipéptidos, hace
referencia a dos o mas secuencias que tienen, por ejemplo, al menos alrededor de 50%, 51%, 52%, 53%, 54%,
55%, 56%, 57%, 58%, 59%, 60%, 61%, 62%, 63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 71%, 72%, 73%, 74%,
75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas de identidad de nucledtidos o restos de aminoacidos (secuencia), cuando se
comparan y alinean para una correspondencia maxima, segun se mide usando uno de los algoritmos de
comparacion de secuencias conocidos o mediante inspeccién visual. En aspectos alternativos, existe identidad
sustancial a lo largo de una regién de al menos alrededor de 50, 75, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500,
550, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950, 1000, 1050, 1100, 1150 o mas restos, o toda la longitud de un gen o
transcrito. En algunos aspectos, las secuencias son sustancialmente idénticas a lo largo de toda la longitud de las
regiones codificantes.

Sistemas informaticos y productos de programas informaticos

Para determinar e identificar identidades de secuencia, homologias estructurales, motivos y similares via simulacion
computacional, una secuencia de acido nucleico o polipeptidica de la descripcién se puede almacenar, registrar, y
manipular en cualquier medio que pueda ser leido y al que se pueda acceder mediante un ordenador.

En consecuencia, la descripcion proporciona ordenadores, sistemas informaticos, medios legibles por ordenador,
productos de programas informaticos y similares que tienen registradas o almacenadas en ellos las secuencias de
acidos nucleicos y polipeptidicas de la descripcién. Como se usa aqui, las palabras “registrado” y “almacenado”
hacen referencia a un procedimiento para almacenar informacién en un medio informatico. Un experto en la técnica
puede adoptar facilmente cualquier método conocido para registrar informacion en un medio legible por ordenador
para generar construcciones que comprenden una o mas de las secuencias de acidos nucleicos y/o polipeptidicas
de la descripcion.

Los polipéptidos de la descripcion incluyen las secuencias polipeptidicas de la descripcion, por ejemplo las
secuencias ejemplares de la descripcion, y secuencias sustancialmente idénticas a ellas, y fragmentos de cualquiera
de las secuencias anteriores. Las secuencias polipeptidicas sustancialmente idénticas, u homologas, hacen
referencia a una secuencia polipeptidica que tiene una identidad de secuencia de al menos 50%, 51%, 52%, 53%,
54%, 55%, 56%, 57%, 58%, 59%, 60%, 61%, 62%, 63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 71%, 72%, 73%,
74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o mas, o identidad completa (100%) con una secuencia ejemplar de la
descripcion.
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La homologia se puede determinar usando cualquiera de los programas informaticos y los parametros descritos
aqui, incluyendo FASTA version 3.0t78 con los parametros por defecto o con cualesquiera parametros modificados.
Las secuencias homoélogas se pueden obtener usando cualquiera de los procedimientos descritos en la presente
memoria, o pueden resultar de la correccion de un error de secuenciacion. Los fragmentos polipeptidicos
comprenden al menos alrededor de 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 75, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450,
500 o mas aminoacidos consecutivos de los polipéptidos de la descripcion. Se apreciara que los codigos del
polipéptido como se muestra en las secuencias de aminoacidos de la descripcién se pueden representar en el
formato de un solo caracter o en el formato de tres letras tradicional (véase la contraportada de Stryer, Lubert.
Biochemistry, 32 Ed., W. H Freeman & Co., Nueva York.) o en cualquier otro formato que refiera la identidad de los
polipéptidos en una secuencia.

Una secuencia de acido nucleico o polipeptidica de la descripcion se puede almacenar, registrar y manipular en
cualquier medio que pueda ser leido y al que se pueda acceder mediante un ordenador. Como se usa en la presente
memoria, las palabras “registrar” y “almacenar” hacen referencia a un procedimiento para almacenar informacion en
un medio informatico. Un experto en la técnica puede adoptar facilmente cualquiera de los métodos conocidos en la
actualidad para registrar informacion en un medio legible por ordenador para generar construcciones que
comprenden una o mas de las secuencias de acidos nucleicos de la descripcién, una o mas de las secuencias
polipeptidicas de la descripcion. Otro aspecto de la descripcion es un medio legible por ordenador que tiene
registradas en él al menos 2, 5, 10, 15, 0 20 o mas secuencias de acido nucleico de la descripcion.

Otro aspecto de la descripcion es un medio legible por ordenador que tiene registradas en él una o mas de las
secuencias de acidos nucleicos de la descripcion. Otro aspecto de la descripcion es un medio legible por ordenador
que tiene registradas en él una o mas de las secuencias polipeptidicas de la descripcion. Otro aspecto de la
descripcion es un medio legible por ordenador que tiene registradas en él al menos 2, 5, 10, 15, o0 20 o mas de las
secuencias como se exponen anteriormente.

» oo«

Como se usa aqui, los términos “ordenador”, “programa de ordenador” y “procesador” se usan en sus contextos
generales mas amplios, e incorporan todos los citados dispositivos, como se describe con detalle mas abajo. Una
“secuencia codificante de” o una “secuencia codifica” un polipéptido o proteina particular es una secuencia de acido
nucleico que es transcrita y traducida en un polipéptido o proteina cuando se coloca bajo el control de secuencias
reguladoras apropiadas.

Los medios legibles por ordenador incluyen medios legibles magnéticamente, medios legibles dpticamente, medios
legibles electrénicamente y medios magnéticos/opticos. Por ejemplo, los medios legibles por ordenador pueden ser
un disco duro, un disco flexible, una cinta magnética, un CD-ROM, un Disco Versatil Digital (DVD), una Memoria de
Acceso Aleatorio (RAM), o una Memoria de Solo Lectura (ROM), asi como otros tipos de otros medios conocidos por
los expertos en la técnica.

Aspectos de la descripcion incluyen sistemas (por efemplo, sistemas basados en Internet), particularmente sistemas
informaticos, que almacenan y manipulan la informacién de la secuencia descrita aqui. Un ejemplo de un sistema
informatico 100 se ilustra en forma de diagrama de bloques en la Figura 7. Como se usa aqui, “un sistema
informatico” hace referencia a los componentes del equipo fisico, a los componentes de soporte logico y a los
componentes de almacenamiento de datos usados para analizar una secuencia nucleotidica de una secuencia de
acido nucleico de la descripcién, o una secuencia polipeptidica de la descripcion. El sistema informatico 100 incluye
tipicamente un procesador para procesar, acceder y manipular los datos de la secuencia. El procesador 105 puede
ser cualquier tipo bien conocido de unidad central de procesamiento, tal como, por ejemplo, Pentium Il de Intel
Corporacién, o un procesador similar de Sun, Motorola, Compag, AMD o International Business Machines.

Tipicamente, el sistema informatico 100 es un sistema de finalidad general que comprende el procesador 105 y uno
0 mas componentes de almacenamiento de datos interno 110 para el almacenamiento de datos, y uno o mas
dispositivos de recuperacion de datos para recuperar los datos almacenados en los componentes de
almacenamiento de datos. Un experto en la técnica apreciara facilmente que es adecuado uno cualquiera de los
sistemas informaticos disponibles en la actualidad.

En un aspecto particular, el sistema informatico 100 incluye un procesador 105 conectado a un bus que esta
conectado a una memoria principal 115 (en un aspecto, implementada como RAM) y uno o mas dispositivos de
almacenamiento de datos internos 110, tal como un disco duro y/u otros medios legibles por ordenador que tienen
datos registrados en el mismo. En algunos aspectos, el sistema informatico 100 incluye adicionalmente uno o mas
dispositivos de recuperacion de datos 118 para leer los datos almacenados en los dispositivos de almacenamiento
de datos internos 110.

El dispositivo de recuperacion de datos 118 puede representar, por ejemplo, una unidad para disco flexible, una
unidad para disco compacto, una unidad para cinta magnética, o un médem susceptible de conexion a un sistema
de almacenamiento de datos remoto (por ejemplo, via Internet) etc. En algunos aspectos, el dispositivo de
almacenamiento de datos interno 110 es un medio legible por ordenador extraible, tal como un disco flexible, un
disco compacto, una cinta magnética, etc., que contiene registrados légica de control y/o datos en el mismo. El
sistema informatico 100 puede incluir ventajosamente o puede ser programado por el soporte ldégico apropiado para
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leer la logica de control y/o los datos del componente de almacenamiento de datos una vez insertados en el
dispositivo de recuperaciéon de datos.

El sistema informatico 100 incluye una pantalla 120 que se utiliza para la visualizacion por un usuario del ordenador.
También se debe observar que el sistema informatico 100 puede estar conectado a otros sistemas informaticos
125a-c en una red o red de area extendida para proporcionar acceso centralizado al sistema informatico 100.

El soporte Idgico para acceder a y procesar las secuencias nucleotidicas de una secuencia de acido nucleico de la
descripcion, o una secuencia polipeptidica de la descripcion, (tales como herramientas de busqueda, herramientas
de comparacion y herramientas de formacion de modelos, etc.) puede residir en la memoria principal 115 durante la
ejecucion.

En algunos aspectos, el sistema informatico 100 puede comprender adicionalmente un algoritmo de comparacion de
secuencias para comparar una secuencia de acido nucleico de la descripcidon, o una secuencia polipeptidica de la
descripcion, almacenada en un medio legible por ordenador, con una secuencia o secuencias nucleotidicas o
polipeptidicas de referencia almacenadas en un medio legible por ordenador. Un “algoritmo de comparacion de
secuencias” hace referencia a uno o mas programas que son implementados (local o remotamente) en el sistema
informatico 100 para comparar una secuencia nucleotidica con ofras secuencias nucleotidicas y/o compuestos
almacenados en los medios de almacenamiento de datos. Por ejemplo, el algoritmo de comparacion de secuencias
puede comparar las secuencias nucleotidicas de una secuencia de acido nucleico de la descripcién, o una
secuencia polipeptidica de la descripciéon, almacenada en un medio legible por ordenador, con secuencias de
referencia almacenadas en un medio legible por ordenador, para identificar homologias o motivos estructurales.

La Figura 5 es un diagrama de flujo que ilustra un proceso 200 para comparar una nueva secuencia nucleotidica o
proteica con una base de datos de secuencias a fin de determinar los niveles de homologia entre la nueva secuencia
y las secuencias en la base de datos. La base de datos de secuencias puede ser una base de datos privada,
almacenada en el sistema 100 de ordenador, o una base de datos publica, tal como GENBANK, que esta disponible
a través de Internet.

El proceso 200 comienza en el estado 201 de partida, y después continia a un estado 202, en el que la nueva
secuencia a comparar se almacena en una memoria en un sistema informatico 100. Como se explica anteriormente,
la memoria podria ser cualquier tipo de memoria, incluyendo RAM o un dispositivo de almacenamiento interno.

El proceso 200 contintia entonces a un estado 204, en el que se abre una base de datos de secuencias para el
analisis y comparacion. El proceso 200 continia entonces a un estado 206, en el que la primera secuencia
almacenada en la base de datos se lee en una memoria en el ordenador. Después se lleva a cabo una comparacion
en un estado 210 para determinar si la primera secuencia es la misma que la segunda secuencia. Es importante
observar que esta etapa no esta limitada a llevar a cabo una comparacion exacta entre la nueva secuencia y la
primera secuencia en la base de datos. Aquellos expertos en la técnica conocen métodos bien conocidos para
comparar dos secuencias nucleotidicas o proteicas, incluso si no son idénticas. Por ejemplo, se pueden introducir
saltos en una secuencia a fin de elevar el nivel de homologia entre las dos secuencias ensayadas. Los parametros
que controlan si se introducen saltos u otras caracteristicas en una secuencia durante la comparacién son
introducidos normalmente por el usuario del sistema de ordenador.

Una vez que se ha llevado a cabo una comparacion de las dos secuencias en el estado 210, se realiza una
determinacion en un estado 210 de decision sobre si las dos secuencias son iguales. Por supuesto, el término
“iguales” no esta limitado a secuencias que son absolutamente idénticas. Las secuencias que estan dentro de los
parametros de homologia introducidos por el usuario se marcaran como “iguales” en el proceso 200.

Si se realiza una determinacion de que las dos secuencias son iguales, el proceso 200 continia hasta un estado
214, en el que se presenta al usuario el nombre de la secuencia de la base de datos. Este estado notifica al usuario
que la secuencia con el nombre presentado cumple las restricciones de homologia que se introdujeron. Una vez que
se presenta al usuario el nombre de la secuencia almacenada, el proceso 200 continda a un estado 218 de decision,
en el que se realiza una determinacion sobre si existen mas secuencias en la base de datos. Si no existen mas
secuencias en la base de datos, entonces el proceso 200 termina en el estado 220 final. Sin embargo, si existen
mas secuencias en la base de datos, entonces el proceso 200 continlia a un estado 224, en el que un puntero se
mueve a la siguiente secuencia en la base de datos de manera que se puede comparar con la nueva secuencia. De
esta manera, la nueva secuencia se alinea y se compara con cada secuencia en la base de datos.

Se deberia sefialar que si se ha hecho una determinacion en el estado 212 de decisién de que las secuencias no
fueron homodlogas, entonces el proceso 200 continuaria inmediatamente al estado 218 de decision, a fin de
determinar si cualesquiera otras secuencias estaban disponibles en la base de datos para comparacion.

En consecuencia, un aspecto de la descripcion es un sistema informatico que comprende un procesador, un
dispositivo de almacenamiento de datos que tiene almacenado en él una secuencia de acido nucleico de la
descripciéon, o una secuencia polipeptidica de la descripciéon, un dispositivo de almacenamiento de datos
recuperables que tiene almacenado en él secuencias nucleotidicas o secuencias polipeptidicas de referencia para
compararlas con una secuencia de acido nucleico de la descripcion o con una secuencia polipeptidica de la
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descripcion, y un comparador de secuencias para llevar a cabo la comparacion. El comparador de secuencias puede
indicar un nivel de homologia entre las secuencias comparadas, o puede identificar motivos estructurales en el
cédigo de acido nucleico descrito anteriormente de una secuencia de acido nucleico de la descripcion, o una
secuencia polipeptidica de la descripcion, o puede identificar motivos estructurales en secuencias que se comparan
con estos codigos de acido nucleico y codigos polipeptidicos. En algunos aspectos, el dispositivo de
almacenamiento de datos puede tener almacenadas en él las secuencias de al menos 2, 5, 10, 15, 20, 25, 30640 o
mas de las secuencias de acidos nucleicos de la descripcién, o las secuencias polipeptidicas de la descripcion.

Otro aspecto de la descripcion es un método para determinar el nivel de homologia entre una secuencia de acido
nucleico de la descripcion, o una secuencia polipeptidica de la descripcion, y una secuencia nucleotidica de
referencia. El método incluye leer el codigo de acido nucleico o el codigo polipeptidico y la secuencia nucleotidica o
polipeptidica de referencia a través del uso de un programa informatico que determina los niveles de homologia, y
determinar la homologia entre el cédigo de acido nucleico o el cédigo polipeptidico y la secuencia nucleotidica o
polipeptidica de referencia con el programa informatico. El programa informatico puede ser cualquiera de un nimero
de programas informaticos para determinar niveles de homologia, incluyendo los enumerados especificamente aqui
(por ejemplo, BLAST2N con los parametros por defecto o con parametros modificados cualesquiera). EI método se
puede implementar usando los sistemas informaticos descritos anteriormente. El método también se puede llevar a
cabo leyendo al menos 2, 5, 10, 15, 20, 25, 30 o 40 o mas de la secuencias de acidos nucleicos descritas
anteriormente de la descripcion, o las secuencias polipeptidicas de la descripcion, a través del uso del programa
informatico, y determinando la homologia entre los cédigos de acido nucleico o los coédigos polipeptidicos y las
secuencias nucleotidicas o las secuencias polipeptidicas de referencia.

La Figura 6 es un diagrama de flujo que ilustra un aspecto de un proceso 250 en un ordenador para determinar si
dos secuencias son homoélogas. El proceso 250 comienza en un estado 252 de partida, y continda entonces hacia
un estado 254, en el que una primera secuencia a comparar se almacena en una memoria. La segunda secuencia a
comparar se almacena entonces en una memoria en un estado 256. El proceso 250 continlla entonces hacia un
estado 260, en el que se lee el primer caracter en la primera secuencia, y después hacia un estado 262, en el que se
lee el primer caracter de la segunda secuencia. Se deberia entender que si la secuencia es una secuencia
nucleotidica, entonces el caracter seria normalmente A, T, C, G o U. Si la secuencia es una secuencia proteica,
entonces es, en un aspecto, un cédigo de aminoacido de una sola letra, de manera que las secuencias primera y
segunda se pueden comparar faciimente.

Entonces se realiza una determinacion en un estado 264 de decision sobre si los dos caracteres son iguales. Si son
iguales, entonces el proceso 250 continda hacia un estado 268, en el que se leen los siguientes caracteres en las
secuencias primera y segunda. Entonces se realiza una determinacion sobre si los siguientes caracteres son
iguales. Si lo son, entonces el proceso 250 continla este bucle hasta que dos caracteres no son iguales. Si se
realiza una determinacién de que los siguientes dos caracteres no son iguales, el proceso 250 continda hacia un
estado 274 de decision para determinar si hay mas caracteres en cualquier secuencia a leer.

Si no hay mas caracteres a leer, entonces el proceso 250 continda hacia un estado 276, en el que se presenta al
usuario el nivel de homologia entre las secuencias primera y segunda. El nivel de homologia se determina
calculando la proporcién de caracteres entre las secuencias que fueron las mismas del nimero total de secuencias
en la primera secuencia. De este modo, si cada caracter en una primera secuencia de 100 nucleétidos se alinea con
cada caracter en una segunda secuencia, el nivel de homologia seria 100%.

Como alternativa, el programa informatico puede ser un programa informatico que compara las secuencias
nucleotidicas de una secuencia de acido nucleico como se expone en la descripciéon, con una o mas secuencias
nucleotidicas de referencia con el fin de determinar si el cédigo de acido nucleico de la descripcion difiere de una
secuencia de acido nucleico de referencia en una o mas posiciones. Opcionalmente, tal programa registra la longitud
e identidad de los nucleétidos insertados, suprimidos o sustituidos, con respecto al polinucleétido de referencia o a
una secuencia de acido nucleico de la descripcion. En un aspecto, el programa informatico puede ser un programa
que determina si una secuencia de acido nucleico de la descripcién contiene un polimorfismo de un solo nucleétido
(SNP) con respecto a una secuencia nucleotidica de referencia.

En consecuencia, otro aspecto de la descripcion es un método para determinar si una secuencia de acido nucleico
de la descripcién difiere en uno o mas nucleétidos de una secuencia nucleotidica de referencia, que comprende las
etapas de leer el cédigo de acido nucleico y la secuencia nucleotidica de referencia mediante el uso de un programa
informatico que identifica diferencias entre secuencias de acidos nucleicos, e identificar diferencias entre el cédigo
de acido nucleico y la secuencia nucleotidica de referencia con el programa informatico. En algunos aspectos, el
programa informatico es un programa que identifica polimorfismos de un solo nucledtido. EI método se puede
implementar mediante los sistemas informaticos descritos anteriormente y el método ilustrado en la Figura 6. El
método también se puede llevar a cabo leyendo al menos 2, 5, 10, 15, 20, 25, 30, o 40 o mas de las secuencias de
acidos nucleicos de la descripcion y las secuencias nucleotidicas de referencia mediante el uso del programa
informatico, e identificar diferencias entre el coédigo de acido nucleico y las secuencias nucleotidicas de referencia
con el programa informatico.
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En otros aspectos, el sistema a base de ordenador puede comprender ademas un identificador para identificar
caracteristicas dentro de una secuencia de acido nucleico de la descripcién o una secuencia polipeptidica de la
descripcion.

Un “identificador” se refiere a uno o mas programas que identifica ciertas caracteristicas dentro de una secuencia de
acido nucleico de la descripcion, o de una secuencia polipeptidica de la descripcion. En un aspecto, el identificador
puede comprender un programa que identifica un marco de lectura abierto en una secuencia de acido nucleico de la
descripcion.

La Figura 7 es un diagrama de flujo que ilustra un aspecto de un proceso 300 identificador para detectar la presencia
de una caracteristica en una secuencia. El proceso 300 comienza en un estado 302 de partida y continia entonces
hacia un estado 304, en el que una primera secuencia que se va a comprobar en busca de caracteristicas se
almacena en una memoria 115 en el sistema informatico 100. El proceso 300 continlia entonces hacia un estado
306, en el que se abre una base de datos de caracteristicas de secuencias. Tal base de datos incluiria una lista de
cada atributo de la caracteristica, junto con el nombre de la caracteristica. Por ejemplo, un nombre de caracteristica
podria ser “Cododn de Iniciacion”, y el atributo seria “ATG”. Otro ejemplo seria el nombre de caracteristica “Caja
TAATAA”, y el atributo de la caracteristica seria “TAATAA”. Un ejemplo de tal base de datos se produce por el
University of Wisconsin Genetics Computer Group. Como alternativa, las caracteristicas pueden ser motivos
polipeptidicos estructurales, tales como hélices alfa, laminas beta, o motivos polipeptidicos funcionales tales como
dominios cataliticos enzimaticos (CDs), o sitios activos, motivos de hélice-vuelta-hélice, u otros motivos conocidos
por los expertos en la técnica.

Una vez que la base de datos de las caracteristicas se abre en el estado 306, el proceso 300 continla hacia un
estado 308, en el que la primera caracteristica se lee de la base de datos. Entonces se lleva a cabo en un estado
310 una comparacion del atributo de la primera caracteristica con la primera secuencia. Entonces se realiza una
determinacién en un estado 316 de decision sobre si el atributo de la caracteristica se encontré en la primera
secuencia. Si se encontro el atributo, entonces el proceso 300 continta hacia un estado 318, en el que se presenta
al usuario el nombre de la caracteristica encontrada.

El proceso 300 contintia entonces hacia un estado 320 de decision, en el que se realiza una determinacién sobre si
existen mas caracteristicas en la base de datos. Si no existen mas caracteristicas, entonces el proceso 300 termina
en un estado final 324. Sin embargo, si existen mas caracteristicas en la base de datos, entonces el proceso 300 lee
la siguiente caracteristica de secuencia en una etapa 326 y vuelve nuevamente al estado 310, en el que el atributo
de la siguiente caracteristica se compara frente a la primera secuencia. Se deberia sefialar que si no se encuentra el
atributo de la caracteristica en la primera secuencia en el estado 316 de decisiéon, el proceso 300 continta
directamente al estado 320 de decisién, a fin de determinar si existen mas caracteristicas en la base de datos.

En consecuencia, otro aspecto de la descripcidon, es un método para identificar una caracteristica dentro de una
secuencia de acido nucleico de la descripcion, o una secuencia polipeptidica de la descripciéon, que comprende leer
el cédigo o codigos del acido nucleico o el cédigo o cddigos del polipéptido mediante el uso de un programa
informatico que identifica caracteristicas en ellos, e identificar caracteristicas en el cédigo o coédigos del acido
nucleico con el programa informatico. En un aspecto, un programa informatico comprende un programa informatico
que identifica marcos de lectura abiertos. El método se puede llevar a cabo leyendo una sola secuencia o al menos
2, 5,10, 15, 20, 25, 30, o 40 de las secuencias de acido nucleico de la descripcidn, o las secuencias polipeptidicas
de la descripcion, mediante el uso del programa informatico, e identificar caracteristicas dentro de los cddigos de los
acidos nucleicos o de los codigos de los polipéptidos con el programa informatico.

Una secuencia de acido nucleico de la descripcidon, o una secuencia polipeptidica de la descripcién, se puede
almacenar y manipular en una variedad de programas procesadores de datos, en una variedad de formatos. Por
ejemplo, una secuencia de acido nucleico de la descripcion, o una secuencia polipeptidica de la descripcion, se
puede almacenar como texto en un archivo de procesamiento de palabras, tal como Microsofft WORD™ o
WORDPERFECT™, o como un archivo ASCII en una variedad de programas de bases de datos familiares para los
expertos en la técnica, tales como DB2™, SYBASE™, u ORACLE™. Ademas, muchos programas informaticos y
bases de datos se pueden usar como algoritmos de comparacion de secuencias, identificadores, o fuentes de
secuencias nucleotidicas o secuencias polipeptidicas de referencia a comparar con una secuencia de acido nucleico
de la descripcion, o una secuencia polipeptidica de la descripcion. Se pretende que la siguiente lista no limite la
descripcion sino que proporcione apoyo a los programas y bases de datos que son utiles con las secuencias de
acido nucleico de la descripcion, o las secuencias polipeptidicas de la descripcion.

Los programas y bases de datos que se pueden usar incluyen, pero no se limitan a: MacPattern (EMBL),
DiscoveryBase (Molecular Applications Group), GeneMine (Molecular Applications Group), Look (Molecular
Applications Group), MaclLook (Molecular Applications Group), BLAST y BLAST2 (NCBI), BLASTN y BLASTX
(Altschul et al, J. Mol. Biol. 215: 403, 1990), FASTA (Pearson y Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85: 2444, 1988),
FASTDB (Brutlag et al. Comp. App. Biosci. 6:237-245, 1990), Catalyst (Molecular Simulations Inc.), Catalyst/SHAPE
(Molecular Simulations Inc.), Cerius®>.DBAccess (Molecular Simulations Inc.), HypoGen (Molecular Simulations Inc.),
Insight Il, (Molecular Simulations Inc.), Discover (Molecular Simulations Inc.), CHARMm (Molecular Simulations Inc.),
Felix (Molecular Simulations Inc.), DelPhi, (Molecular Simulations Inc.), QuanteMM, (Molecular Simulations Inc.),
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Homology (Molecular Simulations Inc.), Modeler (Molecular Simulations Inc.), ISIS (Molecular Simulations Inc.),
Quanta/Protein Design (Molecular Simulations Inc.), WebLab (Molecular Simulations Inc.), WebLab Diversity
Explorer (Molecular Simulations Inc.), Gene Explorer (Molecular Simulations Inc.), SeqFold (Molecular Simulations
Inc.), la base de datos del MDL Available Chemicals Directory, la base de datos del MDL Drug Data Report, la base
de datos de Comprehensive Medicinal Chemistry, la base de datos de Derwent's World Drug Index, la base de datos
de BioByteMasterFile, la base de datos Genbank, y la base de datos Genseqn. Muchos otros programas y bases de
datos seran manifiestos para un experto en la técnica dada la presente descripcion.

Los motivos que se pueden detectar usando los programas anteriores incluyen secuencias que codifican cremalleras
de leucina, motivos de hélice-vuelta-hélice, sitios de glucosilacién, sitios de ubiquitinacion, hélices alfa y laminas
beta, secuencias sefial que codifican péptidos sefial que dirigen la secrecion de las proteinas codificadas,
secuencias implicadas en la regulacion de la transcripcion, tales como homeocajas, tramos acidos, sitios activos
enzimaticos (dominios cataliticos (CDs)), sitios de unién a sustrato, y sitios de escision enzimatica.

Hibridaciéon de acidos nucleicos

La descripciéon proporciona acidos nucleicos aislados, sintéticos o recombinantes que se hibridan en condiciones
restrictivas a una secuencia ejemplar de la descripcion (por ejemplo, SEC ID NO:1, SEC ID NO:3, SEC ID NO:5,
SEC ID NO: 7, SEC ID NO:9, SEC ID NO:11, SEC ID NO:13, SEC ID NO:15, SEC ID NO:17 o SEC ID NO:19). Las
condiciones restrictivas pueden ser condiciones muy restrictivas, condiciones restrictivas medias y/o condiciones
restrictivas bajas, incluyendo las condiciones de elevada restriccion y de restriccion reducida descritas aqui. En un
aspecto, es la restriccion de las condiciones de lavado la que establece las condiciones que determinan si un acido
nucleico esta dentro del alcance de la descripcion, como se explica mas abajo.

En aspectos alternativos, los acidos nucleicos de la descripcion como se definen por su capacidad para hibridarse
en condiciones restrictivas pueden tener entre alrededor de cinco restos y la longitud completa del acido nucleico de
la descripcion; por ejemplo, pueden tener al menos 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 90, 100,
150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950, 1000, o mas, restos de
longitud. También estan incluidos los acidos nucleicos mas cortos que la longitud completa. Estos acidos nucleicos
pueden ser utiles como, por ejemplo, sondas de hibridacion, sondas de marcaje, sondas oligonucleotidicas de PCR,
ARNi (mono- o bicatenario), antisentido o secuencias que codifican péptidos que se unen a anticuerpos (epitopos),
motivos, sitios activos (dominios cataliticos (CDs)) y similares.

En un aspecto, los acidos nucleicos de la descripcion se definen por su capacidad para hibridarse en condiciones de
restriccion elevada que comprenden alrededor de 50% de formamida a alrededor de 37°C a 42°C. En un aspecto,
los acidos nucleicos se definen por su capacidad para hibridarse en condiciones de restriccion reducida que
comprenden de alrededor de 35% a 25% de formamida a alrededor de 30°C a 35°C.

Como alternativa, los acidos nucleicos de la descripcion se definen por su capacidad para hibridarse en condiciones
de restriccion elevada que comprenden a 42°C en 50% de formamida, 5X SSPE, 0,3% de SDS, y un acido nucleico
de bloqueo de secuencia repetitiva, tal como cot-1 o ADN de esperma de salmén (por ejemplo, 200 n/ml de ADN de
esperma de salmon cizallado y desnaturalizado). En un aspecto, los acidos nucleicos de la descripcion se definen
por su capacidad para hibridarse en condiciones de restriccion reducida que comprenden 35% de formamida a una
temperatura reducida de 35°C.

En reacciones de hibridacién de acidos nucleicos, las condiciones usadas para lograr un nivel particular de
restriccion variaran, dependiendo de la naturaleza de los acidos nucleicos a hibridar. Por ejemplo, se pueden
considerar la longitud, el grado de complementariedad, la composicién de la secuencia nucleotidica (por ejemplo,
contenido de GC frente a AT), y el tipo de acidos nucleicos (por ejemplo, ARN frente a ADN) de las regiones que se
hibridan de los acidos nucleicos a la hora de seleccionar las condiciones de hibridacion. Una consideracion adicional
es si uno de los acidos nucleicos esta inmovilizado, por ejemplo, sobre un filtro.

La hibridacién se puede llevar a cabo en condiciones de baja restriccion, restriccion moderada o restriccion elevada.
Como ejemplo de hibridacion de acidos nucleicos, una membrana polimérica que contiene los acidos nucleicos
desnaturalizados inmovilizados se prehibrida primero durante 30 minutos a 45°C en una disolucién que consiste en
0,9 M de NaCl, 50 mM de NaH»POQO4, pH 7,0, 5,0 mM de Na;EDTA, 0,5% de SDS, 10X de disolucién de Denhardt, y
0,5 mg/ml de acido polirriboadenilico. Entonces se afiaden a la disolucion aproximadamente 2 X 107 cpm (actividad
especifica 4-9 X 10® cpm/ug) de sonda oligonucleotidica marcada en el extremo con *P. Después de 12-16 horas de
incubacion, la membrana se lava durante 30 minutos a temperatura ambiente en 1X SET (150 mM de NaCl, 20 mM
de Tris hidrocloruro, pH 7,8, 1 mM de Na;EDTA) que contiene 0,5% de SDS, seguido de un lavado durante 30
minutos en 1X SET reciente a Tr, -10°C para la sonda oligonucleotidica. La membrana se expone entonces a una
pelicula autorradiografica para la deteccion de las sefiales de hibridacion.

Todas las hibridaciones anteriores se considerarian en condiciones de restriccion elevada.

Tras la hibridacion, el filtro se puede lavar para eliminar cualquier sonda detectable no unida especificamente. La
restriccion usada para lavar los filtros también se puede variar dependiendo de la naturaleza de los acidos nucleicos
que se hibridan, la longitud de los acidos nucleicos que se hibridan, el grado de complementariedad, la composiciéon
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de la secuencia nucleotidica (por ejemplo, contenido de GC frente a AT), y el tipo de acido nucleico (por ejemplo,
ARN frente a ADN). Los ejemplos de lavados en condiciones de restriccion progresivamente mayores son los
siguientes: 2X SSC, 0,1% de SDS a temperatura ambiente durante 15 minutos (baja restriccion); 0,1X SSC, 0,5% de
SDS a temperatura ambiente durante 30 minutos hasta 1 hora (restriccion moderada); 0,1X SSC, 0,5% de SDS
durante 15 a 30 minutos a una temperatura entre la temperatura de hibridacion y 68°C (restriccion elevada); y 0,15M
de NaCl durante 15 minutos a 72°C (restriccion muy elevada). Se puede llevar a cabo un lavado de baja restriccion
final en 0,1X SSC a temperatura ambiente. Los ejemplos anteriores son meramente ilustrativos de un conjunto de
condiciones que se puede usar para lavar filtros. El experto en la técnica sabra que hay numerosas recetas para
lavados con diferentes restricciones.

Los acidos nucleicos que se han hibridado a la sonda se pueden identificar mediante autorradiografia u otras
técnicas convencionales.

El procedimiento anterior se puede modificar para identificar acidos nucleicos que tienen grados decrecientes de
homologia con la secuencia de la sonda. Por ejemplo, para obtener acidos nucleicos de homologia decreciente con
la sonda detectable, se pueden usar condiciones menos restrictivas. Por ejemplo, la temperatura de hibridacion se
puede disminuir en incrementos de 5°C desde 68°C hasta 42°C en un tampoén de hibridacidon que tiene una
concentracion de Na+ de aproximadamente 1M. Tras la hibridacion, el filtro se puede lavar con 2X SSC, 0,5% de
SDS a la temperatura de hibridacion. Estas condiciones se consideran condiciones “moderadas” por encima de
50°C, y condiciones “bajas” por debajo de 50°C. Un ejemplo especifico de condiciones de hibridacion “moderadas”
es cuando la hibridacion anterior se lleva a cabo a 55°C. Un ejemplo especifico de condiciones de hibridacion de
“baja restriccion” es cuando la hibridacion anterior se lleva a cabo a 45°C.

Como alternativa, la hibridacién se puede llevar a cabo en tampones, tales como 6X SSC, que contienen formamida
a una temperatura de 42°C. En este caso, la concentraciéon de formamida en el tampoén de hibridacion se puede
reducir en incrementos de 5% desde 50% hasta 0% para identificar clones que tienen niveles decrecientes de
homologia con la sonda. Tras la hibridacion, el filiro se puede lavar con 6X SSC, 0,5% de SDS a 50°C. Estas
condiciones se consideran condiciones “moderadas” por encima de 25% de formamida, y condiciones “bajas” por
debajo de 25% de formamida. Un ejemplo especifico de condiciones de hibridacién “moderadas” es cuando la
hibridacién anterior se lleva a cabo a 30% de formamida. Un ejemplo especifico de condiciones de hibridacion de
“baja restriccion” es cuando la hibridacion anterior se lleva a cabo a 10% de formamida.

Sin embargo, la seleccion de un formato de hibridacion no es critico — es el rigor de las condiciones de lavado lo que
establece las condiciones que determinan si un acido nucleico esta dentro del alcance de la descripcion. Las
condiciones de lavado usadas para identificar acidos nucleicos dentro del alcance de la descripcion incluyen, por
ejemplo: una concentracion de sal de alrededor de 0,02 molar a pH 7 y una temperatura de al menos alrededor de
50°C o alrededor de 55°C a alrededor de 60°C; o, una concentracion de sal de alrededor de NaCl 0,15 M a 72°C
durante alrededor de 15 minutos; o, una concentracién de sal de alrededor de 0,2X SSC a una temperatura de al
menos alrededor de 50°C o alrededor de 55°C a alrededor de 60°C durante alrededor de 15 a alrededor de 20
minutos; o, el complejo de hibridacion se lava dos veces con una disolucién con una concentracion de sal de
alrededor de 2X SSC que contiene SDS al 0,1% a temperatura ambiente durante 15 minutos y a continuacion se
lava dos veces con 0,1X SSC que contiene SDS al 0,1% at 68°C durante 15 minutos; o, condiciones equivalentes.
Véase Sambrook, Tijssen y Ausubel para una descripcion de un tampoén SSC y condiciones equivalentes.

Estos métodos se pueden usar para aislar acidos nucleicos de la descripcion. Por ejemplo, los métodos anteriores
se pueden usar para aislar acidos nucleicos que tienen una secuencia con una homologia de al menos alrededor de
97%, al menos 95%, al menos 90%, al menos 85%, al menos 80%, al menos 75%, al menos 70%, al menos 65%, al
menos 60%, al menos 55%, o al menos 50% con una secuencia de acido nucleico seleccionada del grupo que
consiste en una de las secuencias de la descripcion, o fragmentos que comprenden al menos alrededor de 10, 15,
20, 25, 30, 35, 40, 50, 75, 100, 150, 200, 300, 400, o 500 bases consecutivas de las mismas y las secuencias
complementarias a ellas. La homologia se puede medir usando el algoritmo de alineamiento. Por ejemplo, los
polinucledtidos homélogos pueden tener una secuencia codificante que es una variante alélica de origen natural de
una de las secuencias codificantes descritas aqui. Tales variantes alélicas pueden tener una sustitucion, supresion o
adicion de uno o mas nucledtidos cuando se comparan con los acidos nucleicos de la descripcion.

Adicionalmente, los procedimientos anteriores se pueden usar para aislar acidos nucleicos que codifican
polipéptidos que tienen una homologia de al menos alrededor de 99%, 95%, al menos 90%, al menos 85%, al
menos 80%, al menos 75%, al menos 70%, al menos 65%, al menos 60%, al menos 55%, o al menos 50% con un
polipéptido de la descripcién, o fragmentos que comprenden al menos 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 75, 100, o
150 aminoacidos consecutivos de los mismos como se determina usando un algoritmo de alineamiento de
secuencias (por ejemplo, tal como el algoritmo FASTA version 3.0t78 con los parametros por defecto).

Sondas oligonucleotidicas y métodos para usarlas

La descripcion también proporciona sondas de acidos nucleicos que se pueden usar, por ejemplo, para identificar
acidos nucleicos que codifican un polipéptido con una actividad enzimatica o sus fragmentos, o para identificar
genes u otros acidos nucleicos que codifican polipéptidos que tienen una actividad de enzima clorofilasa o enzimas
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implicadas en el catabolismo de la clorofila. En un aspecto, la sonda comprende al menos 10 bases consecutivas de
un acido nucleico de la descripcion. Alternativamente, una sonda puede tener al menos alrededor de 5, 6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 150 o
alrededor de 10 a 50, alrededor de 20 a 60, alrededor de 30 a 70, bases consecutivas de una secuencia como la
mostrada en un acido nucleico de la descripcion. Las sondas identifican un acido nucleico mediante unién y/o
hibridacion. Las sondas se pueden usar en matrices de la descripcion, véase la discusion mas abajo, incluyendo, por
ejemplo, matrices capilares. Las sondas de la descripcion también se pueden usar para aislar otros acidos nucleicos
o polipéptidos.

Los acidos nucleicos aislados de la descripcion, las secuencias complementarias a éstas, o un fragmento que
comprende al menos 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 75, 100, 150, 200, 300, 400, o 500 bases consecutivas de una
de las secuencias de las secuencias de la descripcion también se pueden usar como sondas para determinar si una
muestra bioldgica, tal como una muestra de suelo, contiene un organismo que tiene una secuencia de acido nucleico
de la descripcién o un organismo a partir del cual se obtuvo el acido nucleico. En tales procedimientos, se obtiene
una muestra biolégica que posee potencialmente el organismo a partir del cual se aislé el acido nucleico, y los
acidos nucleicos se obtienen de la muestra. Los acidos nucleicos se ponen en contacto con la sonda en condiciones
que permiten que la sonda se hibride especificamente a cualesquiera secuencias complementarias presentes en alli.

Cuando sea necesario, las condiciones que permiten que la sonda se hibride especificamente a secuencias
complementarias se pueden determinar colocando la sonda en contacto con secuencias complementarias
procedentes de muestras que se sabe que contienen la secuencia complementaria, asi como secuencias de control
que no contienen la secuencia complementaria. Las condiciones de hibridacién, tales como la concentracion salina
del tampdén de hibridacion, la concentracién de formamida del tampdén de hibridaciéon, o la temperatura de
hibridacién, se pueden variar para identificar condiciones que permitan que la sonda se hibride especificamente a
acidos nucleicos complementarios.

Si la muestra contiene el organismo a partir del cual se aislé el acido nucleico, entonces se detecta hibridacion
especifica de la sonda. La hibridacion se puede detectar marcando la sonda con un agente detectable tal como un
isétopo radioactivo, un colorante fluorescente o una enzima capaz de catalizar la formacién de un producto
detectable.

Muchos métodos para usar sondas marcadas para detectar la presencia de acidos nucleicos complementarios en
una muestra son familiares para los expertos en la técnica. Estos incluyen transferencias Southern, transferencias
Northern, procedimientos de hibridacion de colonias y transferencias de puntos. Los protocolos para cada uno de
estos procedimientos son proporcionados por Ausubel et al. Current Protocols en Molecular Biology, John Wiley 503
Sons, Inc. (1997) y Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual 2% Ed., Cold Spring Harbor Laboratory
Press (1989).

Como alternativa, se puede usar mas de una sonda (al menos una de las cuales es capaz de hibridarse
especificamente a cualesquiera secuencias complementarias que estén presentes en la muestra de acido nucleico)
en una reaccion de amplificacion para determinar si la muestra contiene un organismo que contiene una secuencia
de acido nucleico de la descripcion (por ejemplo, un organismo a partir del cual se aisl6 el acido nucleico).
Tipicamente, las sondas comprenden oligonucledtidos. En un aspecto, la reaccion de amplificacion puede
comprender una reaccion de PCR. Los protocolos de PCR se describen en Ausubel y Sambrook, mas arriba. Como
alternativa, la amplificacion puede comprender una reaccidon en cadena de la ligasa, 3SR, o una reaccion de
desplazamiento de la hebra. (Véanse Barany, F., “The Ligase Chain Reaction in a PCR World”, PCR Methods and
Applications 1:5-16, 1991; E. Fahy et al., “Self-sustained Sequence Replication (3SR): An Isothermal Transcription-
based Amplification System Alternative to PCR”, PCR Methods and Applications 1:25-33, 1991; y Walker G.T. et al.,
“Strand Displacement Amplification-an Isothermal in vitro ADN Amplification Technique”, Nucleic Acid Research
20:1691-1696, 1992). En tales procedimientos, los acidos nucleicos en la muestra se ponen en contacto con las
sondas, se lleva a cabo la reaccion de amplificacion, y se detecta cualquier producto de amplificacion resultante. El
producto de la amplificacion se puede detectar llevando a cabo la electroforesis en gel sobre los productos de
reaccion y tifiendo el gel con un intercalador tal como bromuro de etidio. Como alternativa, una o mas de las sondas
se puede marcar con un isétopo radioactivo, y la presencia de un producto de amplificacion radioactivo se puede
detectar mediante autorradiografia tras la electroforesis en gel.

Las sondas derivadas de secuencias préximas a los extremos de las secuencias de la descripciéon también se
pueden usar en procedimientos de paseo cromosomico, para identificar clones que contienen secuencias genémicas
situadas adyacentes a las secuencias de la descripcion. Tales métodos permiten el aislamiento de genes que
codifican proteinas adicionales a partir del organismo hospedante.

Los acidos nucleicos aislados de la descripcion, las secuencias complementarias a éstas, o un fragmento que
comprende al menos 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 75, 100, 150, 200, 300, 400, o 500 bases consecutivas de una
de las secuencias de la descripcion, o las secuencias complementarias a éstas, se pueden usar como sondas para
identificar y aislar acidos nucleicos relacionados. En algunos aspectos, los acidos nucleicos relacionados pueden ser
ADNc o ADN genomicos procedentes de organismos distintos de aquel a partir del cual se aislé el acido nucleico.
Por ejemplo, los otros organismos pueden ser organismos relacionados. En tales procedimientos, una muestra de
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acido nucleico se pone en contacto con la sonda en condiciones que permiten que la sonda se hibride
especificamente a secuencias relacionadas. La hibridacién de la sonda a acidos nucleicos procedentes del
organismo relacionado se detecta entonces usando cualquiera de los métodos descritos anteriormente.

Variando la restriccion de las condiciones de hibridacién usadas para identificar acidos nucleicos, tales como ADNc
o ADN gendmicos, que se hibridan a la sonda detectable, se pueden identificar y aislar acidos nucleicos que tienen
niveles diferentes de homologia con la sonda. La restriccion se puede variar llevando a cabo la hibridacion a
temperaturas variables por debajo de las temperaturas de fusion de las sondas. La temperatura de fusién, T, es la
temperatura (a fuerza ionica y pH definidos) a la que el 50% de la secuencia diana se hibrida a una sonda
perfectamente complementaria. Las condiciones muy restrictivas se seleccionan para que sean iguales a o alrededor
de 5°C menores que la Tm para una sonda particular. La temperatura de fusién de la sonda se puede calcular
usando las siguientes férmulas:

Para sondas entre 14 y 70 nucledtidos de longitud, la temperatura de fusion (Tn) se calcula usando la formula: T, =
81,5 + 16,6 (log [Na+]) + 0,41 (fraccion G + C) - (600/N), en la que N es la longitud de la sonda.

Si la hibridacién se lleva a cabo en una disoluciéon que contiene formamida, la temperatura de fusion se puede
calcular usando la ecuacion: T = 81,5 + 16,6 (log [Na+]) + 0,41 (fraccion G + C) — (0,63% de formamida) - (600/N),
en la que N es la longitud de la sonda.

La prehibridacion se puede llevar a cabo en 6X SSC, 5X de reactivo de Denhardt, 0,5% de SDS, 100 ug de ADN de
esperma de salmoén fragmentado desnaturalizado, o 6X SSC, 5X de reactivo de Denhardt, 0,5% de SDS, 100 ug de
ADN de esperma de salmon fragmentado desnaturalizado, 50% de formamida. Las férmulas para SSC y las
disoluciones de Denhardt se dan, por ejemplo, en Sambrook et al., mas arriba.

En un aspecto, la hibridacion se lleva a cabo anadiendo la sonda detectable a las disoluciones de prehibridacion
enumeradas anteriormente. Cuando la sonda comprende ADN bicatenario, se desnaturaliza antes de la adicién a la
disolucion de hibridacién. El filtro se pone en contacto con la disolucién de hibridacion durante un periodo de tiempo
suficiente para permitir que la sonda se hibride a ADNc o ADN gendmicos que contienen secuencias
complementarias a ella u homélogas a ella. Para sondas de alrededor de 200 nucledtidos de longitud, la hibridacién
se puede llevar a cabo a 15-25°C por debajo de la Ty,. Para sondas mas cortas, tal como sondas oligonucleotidicas,
la hibridaciéon se puede realizar a 5-10°C por debajo de la Tm. En un aspecto, para hibridaciones en 6X SSC, las
hibridaciones se llevan a cabo a aproximadamente 68°C. En un aspecto, para hibridaciones en disoluciones que
contienen 50% de formamida, la hibridacién se lleva a cabo a aproximadamente 42°C.

Inhibicién de la expresion de enzimas

La descripcién proporciona acidos nucleicos complementarios a (por ejemplo, secuencias antisentido a) los acidos
nucleicos de la descripcion, por ejemplo acidos nucleicos que codifican polipéptidos que tienen una actividad
enzimatica implicada en el catabolismo de la clorofila o que tienen actividad de esterasa (por ejemplo, clorofilasa).
Las secuencias antisentido son capaces de inhibir el transporte, ayuste o transcripcion de genes que codifican la
enzima. La inhibicion se puede efectuar a través de la seleccion de ADN gendmico o ARN mensajero. La
transcripcion o funcion del acido nucleico seleccionado como diana se puede inhibir, por ejemplo, mediante
hibridacién y/o escisién. Un conjunto particularmente util de inhibidores proporcionados por la presente invencion
incluye oligonucledtidos que son capaces de unirse a un gen o mensaje, evitando o inhibiendo en cualquier caso la
produccién o funcién de la enzima deseada. La asociacion puede ser a través de hibridacién especifica de
secuencias. Otra clase util de inhibidores incluye oligonucleétidos que provocan la inactivacion o escision de acidos
nucleicos que tienen una actividad enzimatica implicados en el catabolismo de la clorofila o que tienen actividad de
esterasa (por ejemplo, clorofilasa). El oligonucleétido puede tener actividad enzimatica, que provoca tal escision, tal
como ribozimas. El oligonucleétido puede estar quimicamente modificado o conjugado a una enzima o composicion
capaz de escindir el acido nucleico complementario. Se puede cribar un conjunto de muchos de tales
oligonucledtidos diferentes en busca de aquellos con la actividad deseada. De este modo, la descripcion proporciona
diversas composiciones para la inhibicion de la expresion enzimatica a nivel de acido nucleico y/o proteina, por
ejemplo, secuencias antisentido, ARNi y ribozimas que comprenden secuencias de acidos nucleicos de la
descripcion y anticuerpos de la descripcion.

La inhibiciéon de la expresion de acidos nucleicos que codifican polipéptidos que tienen una actividad enzimatica
implicados en el catabolismo de clorofila o que tienen una actividad de esterasa (por ejemplo, clorofilasa) puede
tener una variedad de aplicaciones industriales. Por ejemplo, las composiciones de la descripcion para la inhibicion
de la expresion enzimatica (por ejemplo, secuencias antisentido, ARNi, ribozimas, anticuerpos) se pueden usar
como composiciones farmacéuticas, por ejemplo como agentes antipatdgenos o en otras terapias, por ejemplo en
las que la enzima inhibida tiene un efecto indeseado, perjudicial o tdxico.

Oligonucledtidos antisentido

La descripcion proporciona oligonucleotidos antisentido capaces de unirse a un mensaje de enzima o un gen que
pueden inhibir un gen diana o mensaje para, por ejemplo, inhibir un polipéptido implicado en el catabolismo de la
clorofila o que tiene actividad de esterasa (por ejemplo, clorofilasa) al seleccionar como diana a ARNm. Las
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estrategias para disefar oligonucleotidos antisentido estan bien descritas en la bibliografia cientifica y de patentes, y
el experto puede disefiar tales oligonucledtidos usando los nuevos reactivos de la descripcion. Por ejemplo, los
protocolos de paseo génico/cartografiado de ARN para cribar oligonucledtidos antisentido eficaces son bien
conocidos en la técnica, véase, por ejemplo, Ho (2000) Methods Enzymol. 314:168-183, que describe un ensayo de
cartografiado de ARN, que se basa en técnicas moleculares estandar para proporcionar un método facil y fiable para
una seleccion potente de las secuencias antisentido. Véase también Smith (2000) Eur. J. Pharm. Sci. 11:191-198.

Los acidos nucleicos de origen natural se usan como oligonucleétidos antisentido. Los oligonucleétidos antisentido
pueden tener cualquier longitud; por ejemplo, en aspectos alternativos, los oligonucleétidos antisentido tienen entre
alrededor de 5 y 100, alrededor de 10 y 80, alrededor de 15 y 60, alrededor de 18 y 40. La longitud éptima se puede
determinar mediante cribado habitual. Los oligonucledtidos antisentido pueden estar presentes en cualquier
concentracion. La concentracion éptima se puede determinar mediante cribado habitual. Se conoce una amplia
variedad de analogos nucleotidicos y de acidos nucleicos sintéticos, de origen no natural, que pueden resolver este
problema potencial. Por ejemplo, se pueden usar acidos nucleicos peptidicos (PNAs) que contienen cadenas
principales no iodnicas, tales como unidades de N-(2-aminoetil)glicina. También se pueden usar oligonucleétidos
antisentido que tienen enlaces de fosforotioato, como se describe en los documentos WO 97/03211; WO 96/39154;
Mata (1997) Toxicol Appl Pharmacol 144:189-197; Antisense Therapeutics, ed. Agrawal (Humana Press, Totowa,
N.J., 1996). Los oligonucledtidos antisentido que tienen analogos de cadena principal de ADN sintéticos
proporcionados por la descripcién también pueden incluir acidos nucleicos con fosforoditioato, metilfosfonato,
fosforamidato, fosfotriéster de alquilo, sulfamato, 3'-tioacetal, metileno(metilimino), 3’-N-carbamato, y morfolino
carbamato, como se describe anteriormente.

La metodologia de quimica combinatoria se puede usar para crear grandes nimeros de oligonucleétidos que se
pueden cribar rapidamente en busca de oligonucledtidos especificos que tienen afinidades y especificidades de
union apropiadas con respecto a cualquier diana, tal como las secuencias sentido y antisentido de la descripcion
(véase, por ejemplo, Gold (1995) J. of Biol. Chem. 270:13581-13584).

Ribozimas inhibidoras

La descripcidon proporciona ribozimas capaces de unirse a un mensaje o genes que codifican polipéptidos de la
descripcion, o que codifican polipéptidos implicados en el catabolismo de clorofila o que tienen una actividad de
esterasa (por ejemplo, clorofilasa). Estas ribozimas pueden inhibir la actividad, por ejemplo, seleccionando como
dianas a ARNm. Las estrategias para disefiar ribozimas y seleccionar la secuencia antisentido especifica de la
enzima para la seleccion como diana estan bien descritas en la bibliografia cientifica y de patentes, y el experto
puede disefar tales ribozimas usando los nuevos reactivos de la descripcion. Las ribozimas actian mediante la
unién a un ARN diana a través de la porcién de uniéon a ARN diana de una ribozima que se mantiene en estrecha
proximidad a una porcion enzimatica del ARN que escinde el ARN diana. De este modo, la ribozima reconoce y se
une a ARN diana a través de un emparejamiento de bases complementarias, y una vez unida al sitio correcto, actia
enzimaticamente para escindir e inactivar el ARN diana. La escision de un ARN diana de tal manera destruira su
capacidad para dirigir la sintesis de una proteina codificada si la escision se produce en la secuencia codificante.
Después de que una ribozima se ha unido y ha escindido su diana de ARN, puede ser liberada de ese ARN para
unirse y escindir a nuevas dianas repetidamente.

En algunas circunstancias, la naturaleza enzimatica de una ribozima puede ser ventajosa con respecto a otras
tecnologias, tales como la tecnologia antisentido (en la que una molécula de acido nucleico se une simplemente a
una diana de acido nucleico para bloquear su transcripcion, traducciéon o asociacion con otra molécula), ya que la
concentracion eficaz de ribozima necesaria para efectuar un tratamiento terapéutico puede ser menor que la de un
oligonucledtido antisentido. Esta ventaja potencial refleja la capacidad de la ribozima para actuar enzimaticamente.
De este modo, una unica molécula de ribozima es capaz de escindir muchas moléculas de ARN diana. Ademas, una
ribozima es tipicamente un inhibidor muy especifico, dependiendo la especificidad de la inhibiciéon no sélo del
mecanismo de unioén del emparejamiento de bases, sino también del mecanismo mediante el cual la molécula inhibe
la expresion del ARN al que se une. Esto es, la inhibicién es provocada por la escision de la diana de ARN, y de este
modo la especificidad se define como la relacién de la velocidad de escisién del ARN seleccionado como diana con
respecto a la velocidad de escisién de ARN no seleccionado como diana. Este mecanismo de escision depende de
factores adicionales a los implicados en el emparejamiento de bases. De este modo, la especificidad de accion de
una ribozima puede ser mayor que la del oligonucledtido antisentido que se une al mismo sitio de ARN.

La ribozima de la descripcion, por ejemplo una molécula de ARN de ribozima enzimatica, se puede conformar en un
motivo de cabeza de martillo, un motivo de horquilla de pelo, como un motivo del virus de la hepatitis delta, un
motivo de intrén del grupo |, y/o ARN similar a ARNasaP en asociacién con una secuencia guia de ARN. Los
ejemplos de motivos de cabeza de martillo se describen, por ejemplo, por Rossi (1992) Aids Research and Human
Retroviruses 8:183; los motivos de horquilla de pelo se describen por Hampel (1989) Biochemistry 28:4929, y
Hampel (1990) Nuc. Acids Res. 18:299; el motivo de virus de la hepatitis delta se describe por Perrotta (1992)
Biochemistry 31:16; el motivo de ARNasaP por Guerrier-Takada (1983) Cell 35:849; y el intron del grupo | por la
patente U.S. n° 4.987.071 de Cech. Las citas de estos motivos especificos no pretenden ser limitantes. Los expertos
en la técnica reconoceran que una ribozima de la descripcion, por ejemplo una molécula de ARN enzimatica de esta
descripcion, puede tener un sitio de unién a sustrato especifico, complementario a una o mas de las regiones de
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ARN del gen diana. Una ribozima de la descripcién puede tener una secuencia nucleotidica en o rodeando a ese
sitio de unién a sustrato que proporciona una actividad de escisién de ARN a la molécula.

ARN de interferencia (ARN:i)

En un aspecto, la descripcién proporciona una molécula inhibidora de ARN, una molécula denominada “ARNi”, que
comprende una secuencia de la descripciéon. La molécula de ARNi comprende una molécula de ARN bicatenario
(ARNDbc). ElI ARNi puede inhibir la expresion de un acido nucleico que codifica un polipéptido implicado en el
catabolismo de la clorofila o que tiene una actividad de esterasa (por ejemplo, clorofilasa), por ejemplo, como se
describe aqui. En un aspecto, el ARNi tiene alrededor de 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 o mas nucledtidos
de duplex de longitud. Aunque la invencién no esta limitada por ningin mecanismo particular de accién, el ARNi
puede entrar en una célula y provocar la degradacion de un ARN monocatenario (ARNmc) de secuencias similares o
idénticas, incluyendo ARNm enddégenos. Cuando una célula se expone a ARN bicatenario (ARNbc), el ARNm del
gen homodlogo se degrada selectivamente mediante un proceso denominado interferencia del ARN (ARNi). Un
mecanismo basico posible detras del ARNi es la ruptura de un ARN bicatenario (ARNbc) que coincide con una
secuencia génica especifica en trozos cortos denominados ARN de interferencia corto, que dispara la degradacion
de ARNm que coincide con su secuencia. En un aspecto, los ARNi de la descripcidon se usan en terapéutica de
silenciamiento de genes; véase, por ejemplo, Shuey (2002) Drug Discov. Today 7:1040-1046. En un aspecto, la
descripcion proporciona métodos para degradar selectivamente ARN usando los ARNi de la invencion. El proceso se
puede poner en practica in vitro, ex vivo o in vivo. En un aspecto, las moléculas de ARNi de la descripcién se pueden
usar para generar una mutacion de pérdida de funcién en una célula, un 6rgano o un animal. Los métodos para
obtener y usar moléculas de ARNi para degradar selectivamente ARN son bien conocidos en la técnica, véanse, por
ejemplo, las patentes U.S. n®® 6.506.559; 6.511.824; 6.515.109; 6.489.127.

Modificacién de acidos nucleicos

La descripcién proporciona métodos para generar variantes de los acidos nucleicos de la descripcion, por ejemplo
aquellos que codifican un polipéptido implicado en el catabolismo de la clorofila o que tiene actividad de esterasa
(por ejemplo, clorofilasa), por ejemplo enzimas descritas aqui. Estos métodos se pueden repetir o usar en diversas
combinaciones para generar polipéptidos implicados en el catabolismo de la clorofila o que tienen actividad de
esterasa (por ejemplo, clorofilasa), que tienen una actividad alterada o diferente o una estabilidad alterada o
diferente con respecto a la de una enzima codificada por el acido nucleico molde. Estos métodos también se pueden
repetir o usar en diversas combinaciones, por ejemplo, para generar variaciones en la expresion génica/expresion
del mensaje, traduccion del mensaje o estabilidad del mensaje. En otro aspecto, la composicion genética de una
célula se altera, por ejemplo, mediante modificacion de un gen homodlogo ex vivo, seguido de su reinsercion en la
célula.

Un acido nucleico de la descripcion se puede alterar por cualquier medio. Por ejemplo, métodos al azar o
estocasticos, 0 métodos no estocasticos o de “evolucion dirigida”; véase, por ejemplo, la patente U.S. n° 6.361.974.
Los métodos para la mutacién al azar de genes son bien conocidos en la técnica; véase, por ejemplo, la patente
U.S. n° 5.830.696. Por ejemplo, se pueden usar mutagenos para mutar de forma aleatoria un gen. Los mutagenos
incluyen, por ejemplo, irradiaciéon con luz ultravioleta o con rayos gamma, o un mutageno quimico, por ejemplo
mitomicina, acido nitroso, psoralenos fotoactivados, solos o en combinacién, para inducir rupturas del ADN
susceptibles de reparacion mediante recombinaciéon. Otros mutagenos quimicos incluyen, por ejemplo, bisulfito de
sodio, acido nitroso, hidroxilamina, hidrazina o acido férmico. Otros mutagenos son analogos de precursores
nucleotidicos, por ejemplo nitrosoguanidina, 5-bromouracilo, 2-aminopurina, o acridina. Estos agentes se pueden
afiadir a una reaccion de PCR en lugar del precursor nucleotidico, mutando de ese modo la secuencia. También se
pueden usar agentes intercalantes, tales como proflavina, acriflavina, quinacrina y similares.

Se puede usar cualquier técnica en biologia molecular, por ejemplo mutagénesis por PCR aleatoria, véase, por
ejemplo, Rice (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:5467-5471; o mutagénesis de multiples casetes combinatoria,
por ejemplo véase Crameri (1995) Biotechniques 18:194-196. Como alternativa, los acidos nucleicos, por ejemplo
genes, se pueden reensamblar tras la fragmentacion al azar, o “estocastica”, véanse, por ejemplo, las patentes U.S.
n® 6.291.242; 6.287.862; 6.287.861; 5.955.358; 5.830.721; 5.824.514; 5.811.238; 5.605.793. En aspectos
alternativos, se introducen modificaciones, adiciones o supresiones mediante PCR propensa a error, barajado,
mutagénesis dirigida por oligonucleétidos, PCR de ensamblaje, mutagénesis de PCR sexual, mutagénesis in vivo,
mutagénesis de insercion de casete, mutagénesis de conjunto recursiva, mutagénesis de conjunto exponencial,
mutagénesis especifica del sitio, reensamblaje génico, mutagénesis de saturacion de sitios génicos (GSSM™),
reensamblaje por ligacion sintética (SLR), recombinacion, recombinacion de secuencia recursiva, mutagénesis de
ADN modificado con fosfotioato, mutagénesis de molde que contiene uracilo, mutagénesis de duplex con saltos,
mutagénesis de reparacion de desemparejamientos de punto, mutagénesis de cepa hospedante deficiente en la
reparacion, mutagénesis quimica, mutagénesis radiogénica, mutagénesis de supresion, mutagénesis de restriccion-
seleccion, mutagénesis de restriccion-purificacion, sintesis de genes artificiales, mutagénesis de conjunto, creacion
de multimeros de acidos nucleicos quiméricos, y/o una combinacién de estos y otros métodos.

Las siguientes publicaciones describen una variedad de procedimientos y/o métodos de recombinacién recursivos
que se pueden incorporar en los métodos de la descripcion: Stemmer (1999) “Molecular breeding of viruses for
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targeting and other clinical properties” Tumor Targeting 4:1-4; Ness (1999) Nature Biotechnology 17:893-896; Chang
(1999) “Evolution of a cytokine using DNA family shuffling” Nature Biotechnology 17:793-797; Minshull (1999)
“Protein evolution by molecular breeding” Current Opinion in Chemical Biology 3:284-290; Christians (1999) “Directed
evolution of thymidine kinase for AZT phosphorylation using DNA family shuffling” Nature Biotechnology 17:259-264;
Crameri (1998) “DNA shuffling of a family of genes from diverse species accelerates directed evolution” Nature
391:288-291; Crameri (1997) “Molecular evolution of an arsenate detoxification pathway by DNA shuffling”, Nature
Biotechnology 15:436-438; Zhang (1997) “Directed evolution of an effective fucosidase from a galactosidase by DNA
shuffling and screening” Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94:4504-4509; Patten et al. (1997) “Applications of DNA Shuffling
to Pharmaceuticals and Vaccines” Current Opinion in Biotechnology 8:724-733; Crameri et al. (1996) “Construction
and evolution of antibody-phage libraries by DNA shuffling” Nature Medicine 2:100-103; Gates et al. (1996) “Affinity
selective isolation of ligands from peptide libraries through display on a lac repressor ‘headpiece dimer” Journal of
Molecular Biology 255:373-386; Stemmer (1996) “Sexual PCR and Assembly PCR” En: The Encyclopedia of
Molecular Biology. VCH Publishers, Nueva York. p. 447-457; Crameri y Stemmer (1995) “Combinatorial multiple
cassette mutagenesis creates all the permutations of mutant and wildtype cassettes” BioTechniques 18:194-195;
Stemmer et al. (1995) “Single-step assembly of a gene and entire plasmid form large numbers of
oligodeoxyribonucleotides” Gene, 164:49-53; Stemmer (1995) “The Evolution of Molecular Computation” Science
270: 1510; Stemmer (1995) “Searching Sequence Space” Bio/Technology 13:549-553; Stemmer (1994) “Rapid
evolution of a protein in vitro by DNA shuffling” Nature 370:389-391; y Stemmer (1994) “DNA shuffling by random
fragmentation and reassembly: In vitro recombination for molecular evolution” Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:10747-
10751.

Los métodos mutacionales para generar diversidad incluyen, por ejemplo, mutagénesis dirigida al sitio (Ling et al.
(1997) “Approaches to DNA mutagenesis: an overview” Anal Biochem. 254(2): 157-178; Dale et al. (1996)
“Oligonucleotide-directed random mutagenesis using the phosphorothioate method” Methods Mol. Biol. 57:369-374;
Smith (1985) “In vitro mutagenesis” Ann. Rev. Genet. 19:423-462; Botstein y Shortle (1985) “Strategies and
applications of in vitro mutagenesis” Science 229:1193-1201; Carter (1986) “Site-directed mutagenesis” Biochem. J.
237:1-7; y Kunkel (1987) “The efficiency of oligonucleotide directed mutagenesis” in Nucleic Acids & Molecular
Biology (Eckstein, F. y Lilley, D. M. J. eds., Springer Verlag, Berlin)); mutagénesis que usa moldes que contienen
uracilo (Kunkel (1985) “Rapid and efficient site-specific mutagenesis without phenotypic selection” Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 82:488-492; Kunkel et al. (1987) “Rapid and efficient site-specific mutagenesis without phenotypic
selection” Methods in Enzymol. 154, 367-382; y Bass et al. (1988) “Mutant Trp repressors with new DNA-binding
specificities” Science 242:240-245); mutagénesis dirigida por oligonucleétidos (Methods in Enzymol. 100: 468-500
(1983); Methods in Enzymol. 154: 329-350 (1987); Zoller (1982) “Oligonucleotide-directed mutagenesis using M13-
derived vectors: an efficient and general procedure for the production of point mutations in any DNA fragment”
Nucleic Acids Res. 10:6487-6500; Zoller y Smith (1983) “Oligonuclectide-directed mutagenesis of DNA fragments
cloned into M13 vectors” Methods in Enzymol. 100:468-500; y Zoller (1987) “Oligonucleotide-directed mutagenesis: a
simple method using two oligonucleotide primers and a single-stranded DNA template” Methods in Enzymol.
154:329-350); mutagénesis de ADN modificado con fosforotioato (Taylor (1985) “The use of phosphorothioate-
modified DNA in restriction enzyme reactions to prepare nicked DNA” Nucl. Acids Res. 13: 8749-8764; Taylor (1985)
“The rapid generation of oligonucleotide-directed mutations at high frequency using phosphorothioate-modified DNA”
Nucl. Acids Res. 13: 8765-8787 (1985); Nakamaye (1986) “Inhibition of restriction endonuclease Nci | cleavage by
phosphorothioate groups and its application to oligonucleotide-directed mutagenesis” Nucl. Acids Res. 14: 9679-
9698; Sayers (1988) “Y-T Exonucleases in phosphorothioate-based oligonucleotide-directed mutagenesis” Nucl.
Acids Res. 16:791-802; y Sayers et al. (1988) “Strand specific cleavage of phosphorothioate-containing DNA by
reaction with restriction endonucleases in the presence of ethidium bromide” Nucl. Acids Res. 16: 803-814);
mutagénesis que usa ADN duplex con saltos (Kramer et al. (1984) “The gapped duplex DNA approach to
oligonucleotide-directed mutation construction” Nucl. Acids Res. 12: 9441-9456; Kramer y Fritz (1987) Methods in
Enzymol. “Oligonucleotide-directed construction of mutations via gapped duplex DNA” 154:350-367; Kramer (1988)
“Improved enzymatic in vitro reactions in the gapped duplex DNA approach to oligonucleotide-directed construction
of mutations” Nucl. Acids Res. 16: 7207; y Fritz (1988) “Oligonucleotide-directed construction of mutations: a gapped
duplex DNA procedure without enzymatic reactions in vitro” Nucl. Acids Res. 16: 6987-6999).

Los protocolos adicionales que se pueden usar para la practica de la descripcion incluyen reparacion de
desemparejamientos de punto (Kramer (1984) “Point Mismatch Repair’ Cell 38:879-887), mutagénesis que usa
cepas hospedantes deficientes en la reparacion (Carter et al. (1985) “Improved oligonucleotide site-directed
mutagenesis using M13 vectors” Nucl. Acids Res. 13: 4431-4443; y Carter (1987) “Improved oligonucleotide-directed
mutagenesis using M13 vectors” Methods in Enzymol. 154: 382-403), mutagénesis de supresion (Eghtedarzadeh
(1986) “Use of oligonucleotides to generate large deletions” Nucl. Acids Res. 14: 5115), mutagénesis de restriccion-
seleccion y restriccion-seleccion y restriccion-purificacion (Wells et al. (1986) “Importance of hydrogen-bond
formation in stabilizing the transition state of subtilisin® Phil. Trans. R Soc. Lond. A 317: 415-423), mutagénesis
mediante sintesis génica total (Nambiar et al. (1984) “Total synthesis and cloning of a gene coding for the
ribonuclease S protein” Science 223: 1299-1301; Sakamar (1988) “Total synthesis and expression of a gene for the
a-subunit of bovine rod outer segment guanine nucleotide-binding protein (transducin)” Nucl. Acids Res. 14: 6361-
6372; Wells et al. (1985) “Cassette mutagenesis: an efficient method for generation of multiple mutations at defined
sites” Gene 34:315-323; y Grundstrom et al. (1985) “Oligonucleotide-directed mutagenesis by microscale ‘shot-gun’
gene synthesis” Nucl. Acids Res. 13: 3305-3316), reparacion de ruptura bicatenaria (Mandecki (1986); Arnold (1993)
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“Protein engineering for unusual environments” Current Opinion in Biotechnology 4:450-455. “Oligonucleotide-
directed double-strand break repair in plasmids of Escherichia coli: a method for site-specific mutagenesis” Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 83:7177-7181). En Methods in Enzymology Volumen 154, que también describe controles
uUtiles para resolver problemas con diversos métodos de mutagénesis, se pueden encontrar detalles adicionales
sobre muchos de los métodos anteriores.

Los protocolos que se pueden usar para la practica de la descripcion se describen, por ejemplo, en las patentes U.S.
n°® 5.605.793 de Stemmer (25 de febrero de 1997), “Methods for In Vitro Recombination”; Patente U.S. n°® 5.811.238
de Stemmer et al. (22 de septiembre de 1998) “Methods for Generating Polynucleotides having Desired
Characteristics by lterative Selection and Recombination”; Patente U.S. n° 5.830.721 de Stemmer et al. (3 de
noviembre de 1998), “DNA Mutagenesis by Random Fragmentation and Reassembly”; Patente U.S. n® 5.834.252 de
Stemmer, et al. (10 de noviembre de 1998) “End-Complementary Polymerase Reaction”; Patente U.S. n° 5.837.458
de Minshull, et al. (17 de noviembre de 1998), “Methods and Compositions for Cellular and Metabolic Engineering”;
documento WO 95/22625, Stemmer y Crameri, “Mutagenesis by Random Fragmentation and Reassembly”;
documento WO 96/33207 por Stemmer y Lipschutz “End Complementary Polymerase Chain Reaction”; documento
WO 97/20078 por Stemmer y Crameri “Methods for Generating Polynucleotides having Desired Characteristics by
Iterative Selection and Recombination”; documento WO 97/35966 por Minshull y Stemmer, “Methods and
Compositions for Cellular and Metabolic Engineering”; documento WO 99/41402 por Punnonen et al. “Targeting of
Genetic Vaccine Vectors”; documento WO 99/41383 por Punnonen et al. “Antigen Library Immunization”; documento
WO 99/41369 por Punnonen et al. “Genetic Vaccine Vector Engineering”; documento WO 99/41368 por Punnonen et
al. “Optimization of Immunomodulatory Properties of Genetic Vaccines”; documento EP 752008 por Stemmer y
Crameri, “DNA Mutagenesis by Random Fragmentation and Reassembly”; documento EP 0932670 por Stemmer
“Evolving Cellular DNA Uptake by Recursive Sequence Recombination”; documento WO 99/23107 por Stemmer et
al., “Madification of Virus Tropism and Host Range by Viral Genome Shuffling”; documento WO 99/21979 por Apt et
al., “Human Papillomavirus Vectors”; documento WO 98/31837 por del Cardayre et al. “Evolution of Whole Cells and
Organisms by Recursive Sequence Recombination”; documento WO 98/27230 por Patten y Stemmer, “Methods and
Compositions for Polypeptide Engineering”; documento WO 98/27230 por Stemmer et al., “Methods for Optimization
of Gene Therapy by Recursive Sequence Shuffling and Selection”, documento WO 00/00632, “Methods for
Generating Highly Diverse Libraries”, documento WO 00/09679, “Methods for Obtaining in Vitro Recombined
Polynucleotide Sequence Banks and Resulting Sequences”, documento WO 98/42832 por Arnold et al.,
“Recombination of Polynucleotide Sequences Using Random or Defined Primers”, documento WO 99/29902 por
Arnold et al., “Method for Creating Polynucleotide and Polypeptide Sequences”, documento WO 98/41653 por Vind,
“An in Vitro Method for Construction of a DNA Library”, documento WO 98/41622 por Borchert et al., “Method for
Constructing a Library Using DNA Shuffling”, y documento WO 98/42727 por Pati y Zarling, “Sequence Alterations
using Homologous Recombination”.

Los protocolos que se pueden usar para la practica de la descripcion (que proporcionan detalles con respecto a
diversos métodos que generan diversidad) se describen, por ejemplo, en la solicitud de patente U.S. serie n° (USSN)
09/407.800, “SHUFFLING OF CODON ALTERED GENES” por Patten et al. presentada el 28 de septiembre de
1999; “EVOLUTION OF WHOLE CELLS AND ORGANISMS BY RECURSIVE SEQUENCE RECOMBINATION” por
del Cardayre et al., patente de Estados Unidos de América niumero 6.379.964; “OLIGONUCLEOTIDE MEDIATED
NUCLEIC ACID RECOMBINATION” por Crameri et al., patentes de Estados Unidos de América nimeros 6.319.714;
6.368.861; 6.376.246; 6.423.542; 6.426.224 y PCT/US00/01203; “USE OF CODON-VARIED OLIGONUCLEOTIDE
SYNTHESIS FOR SYNTHETIC SHUFFLING” por Welch et al., patente de Estados Unidos de América ndmero
6.436.675; “METHODS FOR MAKING CHARACTER STRINGS, POLYNUCLEOTIDES & POLYPEPTIDES HAVING
DESIRED CHARACTERISTICS” por Selifonov et al., presentada el 18 de enero, 2000, (PCT/US00/01202) y, por
ejemplo “METHODS FOR MAKING CHARACTER STRINGS, POLYNUCLEOTIDES & POLYPEPTIDES HAVING
DESIRED CHARACTERISTICS” por Selifonov et al., presentada el 18 de julio, 2000 (U.S. Ser. n° 09/618.579);
‘METHODS OF POPULATING DATA STRUCTURES FOR USE IN EVOLUTIONARY SIMULATIONS” por Selifonov
y Stemmer, presentada el 18 de enero, 2000 (PCT/US00/01138); y “SINGLE-STRANDED NUCLEIC ACID
TEMPLATE-MEDIATED RECOMBINATION AND NUCLEIC ACID FRAGMENT ISOLATION” por Affholter,
presentada el 6 de septiembre, 2000 (U.S. Ser. n° 09/656.549); y patentes de Estados Unidos de América nimeros
6.177.263; 6.153.410.

Los métodos no estocasticos, o “de evolucion dirigida”, incluyen, por ejemplo, mutagénesis de saturacion del sitio
génico (GSSM), reensamblaje por ligacion sintética (SLR), o una combinacion de los mismos, que se usan para
modificar los acidos nucleicos de la descripcion para generar polipéptidos implicados en el catabolismo de la clorofila
0 que tienen una actividad de esterasa (por ejemplo, clorofilasa) con propiedades nuevas o alteradas (por ejemplo,
actividad en condiciones muy acidas o alcalinas, temperaturas elevadas o bajas, y similares). Los polipéptidos
codificados por los acidos nucleicos modificados se pueden cribar en busca de una actividad antes del ensayo para
determinar una hidrdlisis de glucano u otro polisacarido, u otra actividad. Se puede usar cualquier modalidad o
protocolo de ensayo, por ejemplo usando una plataforma de matriz capilar. Véanse, por ejemplo, las patentes U.S.
n° 6.361.974; 6.280.926; 5.939.250.

Mutagénesis de saturacion de sitios génicos (GSSM)
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En un aspecto, los cebadores de los codones que contienen una secuencia degenerada N,N,G/T se usan para
introducir mutaciones de punto en un polinucleétido, por ejemplo un acido nucleico de la descripcién, para generar
un conjunto de polipéptidos progenie en los que un intervalo completo de sustituciones de un solo aminoacido se
representa en cada posicion de aminoacido, por ejemplo un resto de aminoacido en un sitio activo enzimatico
(dominios cataliticos (CDs)) o un sitio de unién a ligando seleccionado para ser modificado. Estos oligonucleétidos
pueden comprender una primera secuencia homodloga contigua, una secuencia degenerada N,N,G/T, vy,
opcionalmente, una segunda secuencia homodloga. Los productos traduccionales de progenie aguas abajo
procedentes del uso de tales oligonucleétidos incluyen todos los posibles cambios de aminoacidos en cada sitio de
aminoacido a lo largo del polipéptido, debido a que la degeneracion de la secuencia N,N,G/T incluye codones para
los 20 aminoacidos. En un aspecto, uno de tales oligonucleétidos degenerados (compuesto de, por ejemplo, un
casete degenerado N,N,G/T) se usa para someter a cada codon original en un molde polinucleotidico progenitor a
un intervalo completo de sustituciones de codones. En otro aspecto, se usan al menos dos casetes degenerados —
ya sea en el mismo oligonucledtido o no, para someter al menos dos codones originales en un molde
polinucleotidico progenitor a un intervalo completo de sustituciones de codones. Por ejemplo, mas de una secuencia
N,N,G/T puede estar contenida en un oligonucleoétido para introducir mutaciones de aminoacidos en mas de un sitio.
Esta pluralidad de secuencias N,N,G/T puede estar directamente contigua, o separada por una o mas secuencias
nucleotidicas adicionales. En otro aspecto, los oligonucleétidos aprovechables para introducir adiciones vy
supresiones se pueden usar solos o en combinacién con los codones que contienen una secuencia N,N,G/T, para
introducir cualquier combinacién o permutacion de adiciones, supresiones y/o sustituciones de aminoacidos.

En un aspecto, la mutagénesis simultanea de dos o mas posiciones de aminoacidos contiguas se realiza usando un
oligonucledtido que contiene tripletes N,N,G/T contiguos, es decir, una secuencia degenerada (N,N,G/T)n. En otro
aspecto, se usan casetes degenerados que tienen una degeneracion menor que la secuencia N,N,G/T. Por ejemplo,
puede ser deseable en algunos casos usar (por ejemplo, en un oligonucleétido) una secuencia triplete degenerada
compuesta solamente de un N, en la que dicho N puede estar en la primera, segunda o tercera posicion del triplete.
Cualquier otra base, incluyendo cualesquiera combinaciones y permutaciones de las mismas, se puede usar en las
dos posiciones restantes del triplete. Como alternativa, puede ser deseable en algunos casos usar (por ejemplo, en
un oligo) una secuencia triplete N,N,N degenerada.

En un aspecto, el uso de tripletes degenerados (por ejemplo, tripletes N,N,G/T) permite la generacion sistematica y
facil de un intervalo completo de aminoacidos naturales posibles (para un total de 20 aminoacidos) en todas y cada
una de las posiciones de aminoacidos en un polipéptido (en aspectos alternativos, los métodos también incluyen la
generacion de menos de todas las sustituciones posibles por resto de aminoacido, o coddn, posicién). Por ejemplo,
para un polipéptido de 100 aminoacidos, se pueden generar 2000 especies diferentes (es decir, 20 aminoacidos
posibles por posicion X 100 posiciones de aminoacidos). Mediante el uso de un oligonucleétido o conjunto de
oligonucledtidos que contienen un triplete N,N,G/T degenerado, 32 secuencias individuales pueden codificar los 20
aminoacidos naturales posibles. De este modo, en una vasija de reaccion en la que una secuencia polinucleotidica
progenitora se somete a mutagénesis de saturaciéon usando al menos uno de tales oligonucleétidos, se generan 32
polinucledtidos progenie distintos que codifican 20 polipéptidos distintos. Por el contrario, el uso de un
oligonucledtido no degenerado en mutagénesis dirigida al sitio conduce a sélo un producto polipeptidico progenie
por vasija de reaccion. Los oligonucleétidos no degenerados se pueden usar opcionalmente en combinacién con
cebadores degenerados descritos; por ejemplo, los oligonucleétidos no degenerados se pueden usar para generar
mutaciones de punto especificas en un polinucleétido de trabajo. Esto proporciona un medio para generar
mutaciones de punto silenciosas especificas, mutaciones de punto que conducen a cambios de aminoacidos
correspondientes, y mutaciones de punto que provocan la generacion de codones de parada y la expresion
correspondiente de fragmentos polipeptidicos.

En un aspecto, cada vasija de reaccion de mutagénesis de saturacion contiene polinucleétidos que codifican al
menos 20 moléculas polipeptidicas progenie (por ejemplo, polipéptidos de la deswcripcién implicados en el
catabolismo de la clorofila o que tienen actividad de esterasa (por ejemplo, clorofilasa)) de manera que los 20
aminoacidos naturales estan representados en la una posicion de aminoacido especifica correspondiente a la
posiciéon de codon mutagenizada en el polinucleétido progenitor (otros aspectos usan menos de 20 combinaciones
naturales). Los polipéptidos progenie degenerados 32 veces, generados a partir de cada vasija de reaccion de
mutagénesis de saturacion, se pueden someter a amplificacion clonal (por ejemplo, clonados en un hospedante
adecuado, por ejemplo hospedante de E. coli, usando, por ejemplo, un vector de expresion) y se pueden someter a
cribado de expresion. Cuando un polipéptido progenie individual se identifica mediante cribado para presentar un
cambio favorable en la propiedad (cuando se compara con el polipéptido progenitor, tal como actividad de hidrdlisis
de glucano incrementada en condiciones alcalinas o acidas), se puede secuenciar para identificar la sustitucion de
aminoacido correspondientemente favorable contenida en él.

En un aspecto, al mutagenizar todas y cada una de las posiciones de aminoacidos en un polipéptido progenitor
usando mutagénesis de saturacion como se describe aqui, se pueden identificar cambios de aminoacidos favorables
en mas de una posicion de aminoacido. Se pueden generar una o0 mas nuevas moléculas progenie que contienen
una combinacion de todas o partes de estas sustituciones de aminoacidos favorables. Por ejemplo, si se identifican
2 cambios de aminoacidos favorables especificos en cada una de 3 posiciones de aminoacidos en un polipéptido,
las permutaciones incluyen 3 posibilidades en cada posicion (ningin cambio del aminoacido original, y cada uno de
dos cambios favorables) y 3 posiciones. De este modo, hay 3 x 3 x 3 6 27 posibilidades totales, incluyendo 7 que se
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examinaron previamente — 6 mutaciones de un solo punto (es decir, 2 en cada una de tres posiciones) y ningun
cambio en ninguna posicion.

En todavia otro aspecto, se puede usar mutagénesis de saturacion de sitio junto con barajado, quimerizacion,
recombinacioén y otros procedimientos mutagenizantes, junto con cribado. Esta descripcion proporciona el uso de
procedimientos de mutagenizacién cualesquiera, incluyendo mutagénesis de saturacion, de una manera iterativa. En
una ejemplificacion, se usa el uso iterativo de procedimientos de mutagenizaciéon cualesquiera combinado con
cribado.

La descripcion también proporciona el uso de cebadores codénicos patentados (que contienen una secuencia N,N,N
degenerada) para introducir mutaciones puntuales en un polinucleétido, para generar un conjunto de polipéptidos
progenie en el que esta representada en cada posicion de aminoacido una gama completa de sustituciones
individuales de aminoacidos (mutagénesis de saturacion de sitios génicos™ (GSSM™)). Los oligos usados estan
compuestos contiguamente de una primera secuencia homologa, una secuencia N,N,N degenerada y, en un aspecto
pero no necesariamente, una segunda secuencia homéloga. Los productos traduccionales de la progenie aguas
abajo a partir del uso de tales oligos incluyen todos los cambios de aminoacidos posibles en cada sitio de
aminoacido a lo largo del polipéptido, puesto que la degeneracion de la secuencia N,N,N incluye codones para los
20 aminoacidos.

En un aspecto, uno de tales oligos degenerados (compuestos de un casete N,N,N degenerado) se usa para someter
cada coddn original en un molde polinucleotidico progenitor a una gama completa de sustituciones codonicas. En
otro aspecto, se usan al menos dos casetes N,N,N degenerados — en el mismo oligo o no, para someter al menos
dos codones originales en un molde polinucleotidico progenitor a una gama completa de sustituciones codénicas. De
este modo, mas de una secuencia N,N,N puede estar contenida en un oligo para introducir mutaciones de
aminoacidos en mas de un sitio. Esta pluralidad de secuencias N,N,N puede estar directamente contigua, o
separada por una o mas secuencias nucleotidicas adicionales. En otro aspecto, los oligos utilizables para introducir
adiciones y supresiones se pueden usar solos o combinados con los codones que contienen una secuencia N,N,N,
para introducir cualquier combinacion o permutacion de adiciones, supresiones y/o sustituciones de aminoacidos.

En una ejemplificacion particular, es posible mutagenizar simultaneamente dos o mas posiciones de aminoacidos
contiguas usando un oligo que contienen tripletes N,N,N contiguos, es decir, una secuencia (N,N,N), degenerada.

En otro aspecto, la presente descripcién proporciona el uso de casetes degenerados que tienen menos
degeneracion que la secuencia N,N,N. Por ejemplo, puede ser deseable en algunos casos usar (por ejemplo, en un
oligo) una secuencia triplete degenerada que esta compuesta de solo un N, en la que el N puede estar en la primera,
segunda o tercera posicion del triplete. Se pueden usar otras bases cualesquiera, incluyendo combinaciones y
permutaciones cualesquiera de las mismas, en las dos posiciones restantes del triplete. Alternativamente, puede ser
deseable en algunos casos usar (por ejemplo, en un oligo) una secuencia triplete N,N,N degenerada, N,N,G/T, o una
secuencia triplete N,N,G/C.

Se aprecia, sin embargo, que el uso de un triplete degenerado (tal como N,N,G/T o una secuencia triplete N,N,G/C)
como se describe en la presente descripcion es ventajoso por varias razones. En un aspecto, esta descripcion
proporciona un medio para generar sistematicamente y de forma bastante facil la sustitucion de la gama completa de
aminoacidos posibles (para un total de 20 aminoacidos) en todas y cada una de las posiciones de aminoacidos en
un polipéptido. De este modo, para un polipéptido de 100 aminoacidos, la descripciéon proporciona una manera de
generar sistematicamente y de forma bastante facil 2000 especies distintas (es decir, 20 aminoacidos posibles por
posicién en 100 posiciones de aminoacidos). Se aprecia que se proporcionan, a través del uso de un oligo que
contiene una secuencia triplete N,N,G/T o N,N,G/C degenerada, 32 secuencias individuales que codifican 20
aminoacidos posibles. De este modo, en una vasija de reaccion en la que una secuencia polinucleotidica progenitora
se somete a mutagénesis de saturacion usando uno de tales oligos, se generan 32 polinucleétidos progenie distintos
que codifican 20 polipéptidos distintos. En contraste, el uso de un oligo no degenerado en la mutagénesis dirigida al
sitio conduce a solamente un producto polipeptidico progenie por vasija de reaccion.

Esta descripcion también proporciona el uso de oligos neurodegenerados, que se pueden usar opcionalmente en
combinacioén con cebadores degenerados descritos. Se aprecia que, en algunas situaciones, es ventajoso usar
oligos no degenerados para generar mutaciones de punto especificas en un polinucleétido de trabajo. Esto
proporciona un medio para generar mutaciones de punto silenciosas especificas, mutaciones de punto que
conducen a cambios de aminoacidos correspondientes, y mutaciones de punto que causan la generacion de
codones de parada y la expresion correspondiente de fragmentos peptidicos.

De este modo, en un aspecto de esta descripcion, cada vasija de reaccion de mutagénesis de saturacion contiene
polinucledtidos que codifican al menos 20 moléculas polipeptidicas progenie de manera que los 20 aminoacidos
estan representados en la una posicion de aminoacido especifica correspondiente a la posicion de coddn
mutagenizada en el polinucleétido progenitor. Los polipéptidos progenie degenerados 32 veces, generados a partir
de cada vasija de reaccion de mutagénesis de saturacion, se pueden someter a amplificacion clonal (por ejemplo,
clonados en un hospedante de E. coli adecuado, usando un vector de expresién) y se pueden someter a cribado de
expresion. Cuando un polipéptido progenie individual se identifica mediante cribado para presentar un cambio
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favorable en la propiedad (cuando se compara con el polipéptido progenitor), se puede secuenciar para identificar la
sustitucion de aminoacido correspondientemente favorable contenida en él.

Sea precia que al mutagenizar todas y cada una de las posiciones de aminoacidos en un polipéptido progenitor
usando mutagénesis de saturacion como se describe aqui, se pueden identificar cambios de aminoacidos favorables
en mas de una posicion de aminoacido. Se pueden generar una 0 mas nuevas moléculas progenie que contienen
una combinacioén de todas o partes de estas sustituciones de aminoacidos favorables. Por ejemplo, si se identifican
2 cambios de aminoacidos favorables especificos en cada una de 3 posiciones de aminoacidos en un polipéptido,
las permutaciones incluyen 3 posibilidades en cada posicion (ningin cambio del aminoacido original, y cada uno de
dos cambios favorables) y 3 posiciones. De este modo, hay 3 x 3 x 3 6 27 posibilidades totales, incluyendo 7 que se
examinaron previamente — 6 mutaciones de un solo punto (es decir, 2 en cada una de tres posiciones) y ningun
cambio en ninguna posicion.

De este modo, en una ejemplificacion no limitante, esta descripcion proporciona el uso de mutagénesis de
saturacion en combinacion con procedimientos de mutagenizacion adicionales, tal como un procedimiento en el que
se introducen dos o mas polinucledtidos relacionados en una célula hospedante adecuada de manera que se genera
una polinucleétido hibrido mediante recombinacion y redistribucion reductiva.

Ademas de llevar a cabo la mutagénesis a lo largo de la secuencia completa de un gen, la presente descripcion
proporciona que la mutagénesis se puede usar para sustituir cada una de cualquier nimero de bases en una
secuencia polinucleotidica, en la que el numero de bases que se va a mutagenizar es, en un aspecto, cada nimero
entero de 15 a 100.000. De este modo, en lugar de mutagenizar cada posicion a lo largo de una molécula, se puede
someter cada base o un ndmero discreto de bases (en un aspecto, totalizando un subconjunto de 15 a 100.000) a
mutagénesis. En un aspecto, se usa un nucleétido distinto para mutagenizar cada posicion o grupo de posiciones a
lo largo de una secuencia polinucleotidica. Un grupo de 3 posiciones a mutagenizar puede ser un codon. Las
mutaciones se pueden introducir preferiblemente usando un cebador mutagénico, que contiene un casete
heterdlogo, también denominado casete mutagénico. Los casetes ilustrativos pueden tener de 1 a 500 bases. Cada
posicion nucelotidica en tales casetes heterdlogos pueden ser N, A, C, G, T, A/C, A/IG, A/T, C/G, C/T, GIT, CIGIT,
A/G/T, AICIT, AIC/G, o E, en la que E es cualquier base que no sea A, C, G, o T (E se puede referir como oligo
disefador).

En un sentido general, la mutagénesis de saturacion comprende mutagenizar un conjunto completo de casetes
mutagénicos (en el que cada casete tiene en un aspecto alrededor de 1-500 bases de longitud) en secuencias
polinuclectidicas definidas a mutagenizar (en el que la secuencia a mutagenizar tiene en un aspecto de alrededor de
15 a 100.000 bases de longitud). De este modo, se introduce un grupo de mutaciones (que oscila de 1 a 100
mutaciones) en cada casete que se va a mutagenizar. Un agrupamiento de mutaciones que se va a introducir en un
casete puede ser diferente o igual que un segundo agrupamiento de mutaciones que se va a introducir en un
segundo casete durante la aplicacion de una ronda de mutagénesis de saturacion. Tales agrupamientos se
ejemplifican mediante supresiones, adiciones, agrupamientos de codones particulares, y agrupamientos de casetes
nucleotidicos particulares.

Las secuencias definidas a mutagenizar incluyen un gen completo, una ruta, un ADNc, un marco de lectura abierto
(ORF) completo y un promotor completo, un potenciador, un represor/transactivador, un origen de replicacion, un
intrén, un operador, o cualquier grupo funcional polinucleotidico. Generalmente, las “secuencias definidas” para este
fin pueden ser polinucleétidos cualesquiera que tienen una secuencia polinucleotidica de 15 bases y secuencias
polinucleotidicas de entre 15 bases y 15.000 bases de longitud (esta descripcion nombra especificamente cada
numero entero intermedio). Las consideraciones en la eleccion de los agrupamientos de codones incluyen los tipos
de aminoacidos codificados por un casete mutagénico degenerado.

En una ejemplificacion de un agrupamiento de mutaciones que se pueden introducir en un casete mutagénico, esta
descripcion proporciona especificamente sustituciones codoénicas degeneradas (usando oligos degenerados) que
codifican 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 y 20 aminoacidos en cada posicién y una
biblioteca de polipéptidos codificada de ese modo.

Reensamblaje por ligacion sintética (SLR)

La descripcion proporciona un sistema de modificacion génica no estocastico denominado “reensamblaje por
ligacion sintética”, o simplemente “SLR”, un “proceso de evolucién dirigida”, para generar polipéptidos, por ejemplo
enzimas de la descripcién, con propiedades nuevas o alteradas.

SLR es un método de ligar juntos fragmentos oligonucleotidicos de forma no estocastica. Este método difiere del
barajado oligonucleotidico estocastico por cuanto los bloques contructores de acido nucleico no se barajan,
concatenan o quimerizan aleatoriamente, sino mas bien se ensamblan de forma no estocastica. Véase, por ejemplo,
la Solicitud de Patente U.S. Serie n° (USSN) 09/332.835 titulada “Synthetic Ligation Reassembly in Directed
Evolution” y presentada el 14 de junio de 1999 (“USSN 09/332.835"). En un aspecto, SLR comprende las siguientes
etapas: (a) proporcionar un polinucleétido molde, en el que el polinucleétido molde comprende una secuencia que
codifica un gen homoélogo; (b) proporcionar una pluralidad de polinucleétidos de bloques constructores, en el que los
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polinucleédtidos de bloques constructores se disefian para el reensamblaje cruzado con el polinucleétido molde a una
secuencia predeterminada, y un polinucleétido de bloque constructor comprende una secuencia que es una variante
del gen homodlogo y una secuencia homéloga al polinucledtido molde que flanquea la secuencia variante; (c)
combinar un polinucleétido de bloque constructor con un polinucleétido molde de manera que el polinucledtido de
bloque constructor se reensambla de forma cruzada con el polinucledtido molde para generar polinucleétidos que
comprenden variaciones de secuencias génicas homologas.

SLR no depende de la presencia de niveles elevados de homologia entre los polinucleétidos a reordenar. De este
modo, este método se puede usar para qenerar no estocasticamente bibliotecas (o conjuntos) de moléculas
progenie que comprenden alrededor de 10 0 quimeras diferentes. SLR se puede usar para generar bibliotecas
compuestas de alrededor de 10'9%° quimeras progenie diferentes. De este modo, los aspectos de la presente
descripcion incluyen métodos no estocasticos para producir un conjunto de moléculas de acidos nucleicos
quiméricas finalizadas que tienen un orden de ensamblaje global que se escoge mediante disefio. Este método
incluye las etapas de generar mediante disefio una pluralidad de bloques contructores de acidos nucleicos
especificos que tienen extremos ligables compatibles mutuamente utilizables, y de ensamblar estos bloques
contructores de acidos nucleicos, de manera que se logre un orden de ensamblaje global disefiado.

Los extremos ligables mutuamente compatibles de los bloques contructores de acidos nucleicos a ensamblar se
consideran “utilizables” para este tipo de ensamblaje ordenado si permiten que los bloques contructores se acoplen
en 6rdenes predeterminados. De este modo, el orden de ensamblaje global en el que se pueden acoplar los bloques
contructores de acidos nucleicos se especifica mediante el disefio de los extremos ligables. Si se usa mas de una
etapa de ensamblaje, entonces el orden de ensamblaje global en el que se pueden acoplar los bloques contructores
de acidos nucleicos también se especifica mediante el orden secuencial de la etapa o etapas de ensamblaje. En un
aspecto, los trozos contructores hibridados se tratan con una enzima, tal como una ligasa (por ejemplo, T4 ADN
ligasa), para lograr un enlace covalente de los trozos contructores.

En un aspecto, el disefio de los bloques contructores oligonucleotidicos se obtiene analizando un conjunto de
moldes de secuencias de acidos nucleicos progenitoras que sirven como base para producir un conjunto progenie
de polinucledtidos quiméricos finalizados. Estos moldes oligonucleotidicos progenitores sirven asi como una fuente
de informacion de secuencia que ayuda en el disefio de los bloques contructores de acidos nucleicos que se van a
mutagenizar, por ejemplo quimerizar o barajar. En un aspecto de este método, las secuencias de una pluralidad de
moldes de acidos nucleicos progenitores se alinean a fin de seleccionar uno o mas puntos de demarcacion. Los
puntos de demarcacién se pueden localizar en un area de homologia, y comprenden uno o mas nucleétidos. Estos
puntos de demarcacion son compartidos en un aspecto por al menos dos de los moldes progenitores. Los puntos de
demarcacion se pueden usar de ese modo para delinear los limites de los bloques contructores oligonucleotidicos a
generar a fin de reordenar los polinucledtidos progenitores. Los puntos de demarcacion identificados y
seleccionados en las moléculas progenitoras sirven como puntos de quimerizacion potenciales en el ensamblaje de
las moléculas progenie quiméricas finales. Un punto de demarcacion puede ser un area de homologia (compuesta
de al menos una base nucleotidica homodloga) compartida por al menos dos secuencias polinucleotidicas
progenitoras. Como alternativa, un punto de demarcacion puede ser un area de homologia que es compartida por al
menos la mitad de las secuencias polinucleotidicas progenitoras, o puede ser un area de homologia que es
compartida por al menos dos tercios de las secuencias polinucleotidicas progenitoras. Incluso mas en un aspecto,
un punto de demarcacion usable es un area de homologia que es compartida por al menos tres cuartos de las
secuencias polinucleotidicas progenitoras, o puede ser compartida por casi todas las secuencias polinucleotidicas
progenitoras. En un aspecto, un punto de demarcacién es un area de homologia que es compartida por todas las
secuencias polinucleotidicas progenitoras.

En un aspecto, un proceso de reensamblaje por ligacion se lleva a cabo exhaustivamente a fin de generar una
biblioteca exhaustiva de polinucleédtidos quiméricos progenie. En otras palabras, todas las posibles combinaciones
ordenadas de los bloques contructores de acidos nucleicos se representan en el conjunto de moléculas de acidos
nucleicos quiméricos finalizados. Al mismo tiempo, en otro aspecto, el orden de ensamblaje (es decir, el orden de
ensamblaje de cada bloque contructor en la secuencia 5’ a 3 de cada acido nucleico quimérico finalizado) en cada
combinacion es mediante disefio (0 no estocastico) como se describe anteriormente. Debido a la naturaleza no
estocastica de esta descripcion, se reduce enormemente la posibilidad de productos secundarios indeseados.

En otro aspecto, el método de reensamblaje por ligacion se lleva a cabo sistematicamente. Por ejemplo, el método
se lleva a cabo a fin de generar una biblioteca sistematicamente compartimentalizada de moléculas progenie, con
compartimientos que se pueden cribar sistematicamente, por ejemplo uno a uno. En otras palabras, esta descripcion
proporciona que, mediante el uso selectivo y juicioso de bloques contructores de acidos nucleicos especificos,
acoplado con el uso selectivo y juicioso de reacciones de ensamblaje secuencialmente por etapas, se puede lograr
un disefo en el que se obtienen conjuntos especificos de productos progenie en cada una de las varias vasijas de
reaccion. Esto permite que se lleve a cabo un procedimiento de examen y cribado sistematico. De este modo, estos
métodos permiten que se examine sistematicamente en grupos mas pequefios un numero potencialmente muy
grande de moléculas progenie. Debido a su capacidad para llevar a cabo quimerizaciones de una manera que es
muy flexible aunque igualmente exhaustiva y sistematica, particularmente cuando hay un bajo nivel de homologia
entre las moléculas progenitoras, estos métodos proporcionan la generacién de una biblioteca (o conjunto)
compuesta de un gran ndmero de moléculas progenie. Debido a la naturaleza no estocastica del presente
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reensamblaje por ligacién, las moléculas progenie generadas comprenden en un aspecto una biblioteca de
moléculas de acidos nucleicos quiméricos finalizados que tienen un orden de ensamblaje global que se escoge por
disefio. La mutagénesis de saturacion y los métodos de evolucion dirigida optimizada también se pueden usar para
generar diferentes especies moleculares progenie. Se aprecia que la descripcion proporciona libertad de eleccion y
control con respecto a la seleccion de los puntos de demarcacion, el tamafio y nimero de los bloques contructores
de acidos nucleicos, y el tamafio y disefio de los acoplamientos. Ademas, se aprecia que el requisito de homologia
intermolecular esta muy relajado para la operabilidad de esta descripcion. De hecho, los puntos de demarcacion se
pueden escoger incluso en areas de poca o ninguna homologia intermolecular. Por ejemplo, debido al bamboleo de
los codones, es decir, la degeneracion de los codones, se pueden introducir sustituciones nucleotidicas en los
bloques contructores de acidos nucleicos sin alterar el aminoacido codificado originalmente en el molde progenitor
correspondiente. Como alternativa, un codén se puede alterar de manera que se altere la codificacién de un
aminoacido original. Esta descripcién proporciona que tales sustituciones se puedan introducir en el bloque
contructor de acido nucleico a fin de incrementar la incidencia de puntos de demarcacién homologos
intramoleculares, y de este modo permite que se logre un nimero creciente de acoplamientos entre los bloques
contructores, lo que a su vez permite que se genere un mayor numero de moléculas quiméricas progenie.

En un aspecto, la presente descripcion proporciona un método no estocastico denominado reensamblaje génico
sintético, que esta relacionado en cierto modo con el barajado estocastico, salvo que los bloques contructores de los
acidos nucleicos no estan barajados o concatenados o quimerizados aleatoriamente, sino que en vez de eso se
ensamblan no estocasticamente.

El método de reensamblaje de genes sintéticos no depende de la presencia de un nivel elevado de homologia entre
los polinucleétidos que se van a barajar. El método se puede usar para 1%enerar no estocasticamente bibliotecas (o
conjuntos) de moléculas progenie que comprenden alrededor de 10 0 quimeras diferentes. Posiblemente, el
reensamblaje de genes sintéticos se puede usar incluso para generar bibliotecas que comprenden alrededor de
10'9%° quimeras progenie diferentes.

De este modo, en un aspecto, la descripcion proporciona un método no estocastico para producir un conjunto de
moléculas de acido nucleico quiméricas finalizadas que tienen un orden de ensamblaje global que se elige mediante
disefio, método el cual comprende las etapas de generar mediante disefio una pluralidad de bloques contructores de
acidos nucleicos especificos que tienen extremos ligables compatibles mutuamente utilizables, y de ensamblar estos
bloques contructores de acidos nucleicos, de manera que se logre un orden de ensamblaje global disefiado.

Los extremos ligables mutuamente compatibles de los bloques contructores de acidos nucleicos a ensamblar se
consideran “utilizables” para este tipo de ensamblaje ordenado si permiten que los bloques contructores se acoplen
en ordenes predeterminados. De este modo, en un aspecto, el orden de ensamblaje global en el que se pueden
acoplar los bloques contructores de acidos nucleicos se especifica mediante el disefio de los extremos ligables vy, si
se va a usar mas de una etapa de ensamblaje, entonces el orden de ensamblaje global en el que se pueden acoplar
los bloques contructores de acidos nucleicos también se especifica mediante el orden secuencial de la etapa o
etapas de ensamblaje. En un aspecto de la descripcion, los trozos contructores hibridados se tratan con una enzima,
tal como una ligasa (por ejemplo, T4 ADN ligasa), para lograr un enlace covalente de los trozos contructores.

En otro aspecto, el disefio de los bloques contructores de acidos nucleicos se obtiene analizando las secuencias de
un conjunto de moldes de acidos nucleicos progenitores que sirven como base para producir un conjunto progenie
de moléculas de acidos nucleicos quiméricos finalizados. Estos moldes de acidos nucleicos progenitores sirven asi
como una fuente de informacién de secuencia que ayuda en el disefio de los bloques contructores de acidos
nucleicos que se van a mutagenizar, es decir, quimerizar o barajar.

En una ejemplificacion, la descripcion proporciona la quimerizacion de una familia de genes relacionados y su familia
codificada de productos relacionados. En una ejemplificacion particular, los productos codificados son enzimas. Los
polipéptidos de la presente descripcion se pueden mutagenizar de acuerdo con los métodos descritos aqui.

De este método segun un aspecto de la descripcion, las secuencias de una pluralidad de moldes de acidos
nucleicos progenitores (por ejemplo, polinucledtidos de la descripcion) se alinean a fin de seleccionar uno o mas
puntos de demarcacion, puntos de demarcacion los cuales se pueden localizar en un area de homologia. Los puntos
de demarcacién se pueden usar de ese modo para delinear los limites de los bloques contructores de acidos
nucleicos a generar. De este modo, los puntos de demarcacion identificados y seleccionados en las moléculas
progenitoras sirven como puntos de quimerizacion potenciales en el ensamblaje de las moléculas progenie.

Tipicamente, un punto de demarcacion utilizable es un area de homologia (compuesta de al menos una base
nucleotidica homéloga) compartida por al menos dos moldes progenitores, pero el punto de demarcacién puede ser
un area de homologia que es compartida por al menos la mitad de los moldes progenitores, al menos dos tercios de
los moldes progenitores, al menos tres cuartos de los moldes progenitores, o en un aspecto casi todos los moldes
progenitores. Incluso mas en un aspecto todavia, un punto de demarcacion utilizable es un area de homologia que
es compartida por todos los moldes progenitores.
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En un aspecto, un proceso de reensamblaje génico se lleva a cabo exhaustivamente a fin de generar una biblioteca
exhaustiva. En otras palabras, todas las posibles combinaciones ordenadas de los bloques contructores de acidos
nucleicos se representan en el conjunto de moléculas de acidos nucleicos quiméricos finalizados. Al mismo tiempo,
el orden de ensamblaje (es decir, el orden de ensamblaje de cada bloque contructor en la secuencia 5’ a 3 de cada
acido nucleico quimérico finalizado) en cada combinacion es mediante disefio (0 no estocastico). Debido a la
naturaleza no estocastica del método, se reduce enormemente la posibilidad de productos secundarios indeseados.

En otro aspecto, el método proporciona que el proceso de reensamblaje génico se lleva a cabo sistematicamente,
por ejemplo a fin de generar una biblioteca sistematicamente compartimentalizada, con compartimientos que se
pueden cribar sistematicamente, por ejemplo uno a uno. En otras palabras, la descripcion proporciona que, mediante
el uso selectivo y juicioso de bloques contructores de acidos nucleicos especificos, acoplado con el uso selectivo y
juicioso de reacciones de ensamblaje secuencialmente por etapas, se puede lograr un disefio experimental en el que
se obtienen conjuntos especificos de productos progenie en cada una de las varias vasijas de reaccion. Esto permite
que se lleve a cabo un procedimiento de examen y cribado sistematico. De este modo, permiten que se examine
sistematicamente en grupos mas pequefios un nimero potencialmente muy grande de moléculas progenie.

Debido a su capacidad para llevar a cabo quimerizaciones de una manera que es muy flexible aunque igualmente
exhaustiva y sistematica, particularmente cuando hay un bajo nivel de homologia entre las moléculas progenitoras,
la actual descripcion proporciona la generaciéon de una biblioteca (o conjunto) compuesta de un gran numero de
moléculas progenie. Debido a la naturaleza no estocastica de la presente descripcion de reensamblaje génico, las
moléculas progenie generadas comprenden en un aspecto una biblioteca de moléculas de acidos nucleicos
quiméricos finalizados que tienen un orden de ensamblaje global %ue se escoge por disefio. En un aspecto
particular, tal biblioteca generada comprende mas de 10% a mas de 10" especies moleculares progenie diferentes.

En un aspecto, un conjunto de moléculas de acido nucleico quiméricas finalizadas, producidas como se ha descrito,
comprende un polinucledtido que codifica un polipéptido. De acuerdo con un aspecto, este polinucleétido es un gen,
que puede ser un gen elaborado por el hombre. De acuerdo con otro aspecto, este polinucleétido forma parte de una
ruta génica, que puede ser una ruta génica elaborada por el hombre. La descripcién proporciona que uno o mas
genes elaborados por el hombre, generados por la descripcion, se pueden incorporar a una ruta génica elaborada
por el hombre, tal como una ruta operable en un organismo eucariota (incluyendo una planta).

En otra ejemplificacion, la naturaleza sintética de la etapa en la que se generan los bloques contructores permite el
disefio e introduccion de nucleétidos (por ejemplo, uno o mas nucledtidos, que pueden ser, por ejemplo, codones o
intrones, o secuencias reguladoras) que mas tarde se pueden eliminar en un proceso in vitro (por ejemplo mediante
mutagénesis) con un proceso in vivo (por ejemplo utilizando la capacidad de ayuste génico de un organismo
hospedante). Se aprecia que en muchos casos la introduccion de estos nucleotidos también puede ser deseable por
muchas otras razones, ademas del beneficio potencial de crear un punto de demarcacion utilizable.

De este modo, segun otro aspecto, la descripcion proporciona que un blogue contructor de acido nucleico se puede
usar para introducir un intréon. De este modo, la descripciéon proporciona que los intrones funcionales se pueden
introducir en un gen de la descripcion elaborado por el hombre. En consecuencia, la invencidon proporciona la
generacion de un polinucledtido quimérico que es un gen elaborado por el hombre que contiene uno (o mas)
intrones introducidos artificialmente.

En consecuencia, la invencion también proporciona la generacion de un polinucledtido quimérico que es una ruta
génica elaborada por el hombre que contiene uno (o mas) intrones introducidos artificialmente. En un aspecto, el
intrén o intrones introducidos artificialmente son funcionales en una o mas células hospedantes para el ayuste
génico de la misma manera que los intrones de origen natural sirven funcionalmente en el ayuste génico. La
descripcion proporciona un procedimiento para producir polinucleétidos que contienen intrones elaborados por el
hombre para introducirlos en organismos hospedantes para la recombinacion y/o el ayuste.

Un gen elaborado por el hombre producido usando la descripcion puede servir también como sustrato para la
recombinacién con otro acido nucleico. Igualmente, una ruta génica elaborada por el hombre producida usando la
descripcién puede servir también como sustrato para la recombinacién con otro acido nucleico. En un aspecto, la
recombinacion se facilita mediante, o se produce en, areas de homologia entre el gene que contiene intrones
elaborado por el hombre y un acido nucleico, que sirve como una pareja de recombinacion. En un aspecto, la pareja
de recombinacién puede ser también un acido nucleico generado mediante la descripcion, incluyendo un gen
elaborado por el hombre o una ruta génica elaborada por el hombre. La recombinacion puede ser facilitada por, o se
puede producir en areas de homologia que existen en uno (0 mas) intrones introducidos artificialmente en el gen
elaborado por el hombre.

El método de reensamblaje sintético de genes de la descripcion utiliza una pluralidad de bloques contructores de
acidos nucleicos, cada uno de los cuales tiene en un aspecto dos extremos ligables. Los dos extremos ligables en
cada bloque contructor de acidos nucleicos puede ser dos extremos romos (es decir, teniendo cada uno un saliente
de cero nucledtidos), o en un aspecto un extremo romo y un saliente, o todavia mas en un aspecto dos salientes.
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Un saliente util para este fin puede ser un saliente 3’ o un saliente 5’. De este modo, un blogue contructor de acidos
nucleicos puede tener un saliente 3’ o alternativamente un saliente 5, o alternativamente dos salientes 3’ o
alternativamente dos salientes 5. El orden global en el que se ensamblan los bloques contructores de acidos
nucleicos para formar una molécula de acido nucleico quimérica finalizada se determina mediante disefio
experimental intencionado, y no es aleatorio.

En un aspecto, un bloque contructor de acidos nucleicos se genera mediante sintesis quimica de dos acidos
nucleicos monocatenarios (también denominados oligos monocatenarios) y poniéndolos en contacto para permitirles
que se hibriden para formar un bloque contructor de acidos nucleicos bicatenario.

Un bloque contructor de acidos nucleicos bicatenario puede tener un tamafio variable. Los tamafios de estos
blogues contructores pueden ser pequefos o grandes. Los tamafios ilustrativos para el bloque contructor oscilan de
1 par de bases (sin incluir ningun saliente) a 100.000 pares de bases (sin incluir ningun saliente) . Se proporcionan
también otros intervalos de tamafios ilustrativos, que tienen limites inferiores de 1 pb a 10.000 pb (incluyendo cada
valor entero intermedio) y limites superiores de 2 pb a 100.000 pb (incluyendo cada valor entero intermedio).

Existen muchos métodos por medio de los cuales se puede generar un bloque contructor de acidos nucleicos
bicatenario que sea utilizable por la descripcién; y éstos son conocidos en la técnica y pueden ser realizados
facilmente por el experto en la técnica.

Segun un aspecto, se genera un bloque contructor de acidos nucleicos bicatenario generando en primer lugar dos
acidos nucleicos bicatenarios y permiténdoles que se hibriden para formar un bloque contructor de acidos nucleicos
bicatenario. Las dos hebras de un bloque contructor de acidos nucleicos bicatenario pueden ser complementarias a
cada nucleotido, aparte de cualquiera de los que forman un saliente; no conteniendo de este modo emparejamientos
erroneos, aparte de cualquier saliente o salientes. Segun otro aspecto, las dos hebras de un bloque contructor de
acidos nucleicos bicatenario son complementarias en no todos los nucleétidos, aparte de cualquiera de los que
forman un saliente. De este modo, segun este aspecto, se puede usar un bloque contructor de acidos nucleicos
bicatenario para introducir degeneracion codoénica. En un aspecto, la degeneracion codonica se introduce usando la
mutagénesis de saturacion de sitio descrita aqui, usando uno o mas casetes N,N,G/T o alternativamente usando uno
o mas casetes N,N,N.

El método de recombinacion in vivo de la descripcion se puede llevar a cabo a ciegas en un conjunto de hibridos o
alelos desconocidos de un polinucledtido o secuencia especificos. Sin embargo, no es necesario conocer la
secuencia de ADN o ARN real del polinucleétido especifico.

El enfoque en el que se usa la recombinacion en una poblacion mixta de genes puede ser util para la generacion de
cualquier proteina util, por ejemplo interleucina |, anticuerpos, tPA y hormona del crecimiento. Este enfoque se
puede usar para generar proteinas que tienen especificidad o actividad alteradas. El enfoque también puede ser util
para la generacion de secuencias hibridas de acidos nucleicos, por ejemplo regiones promotoras, intrones, exones,
secuencias potenciadoras, regiones no traducidas 31 o regiones no traducidas 51 de genes. De este modo, este
enfoque se puede usar para generar genes que tienen tasas de expresion incrementadas. Este enfoque también
puede ser util en el estudio de secuencias de ADN repetitivas. Finalmente, este enfoque puede ser util para mutar
ribozimas o aptameros.

En un aspecto, la descripcién descrita aqui se refiere al uso de ciclos repetidos de redistribucion reductiva,
recombinacion y seleccion, que permiten la evolucién molecular dirigida de secuencias lineales altamente complejas,
tales como ADN, ARN o proteinas, a través de recombinacion.

Sistema de evolucion dirigida optimizada

La descripcidon proporciona un sistema de modificacion génica no estocastico denominado “sistema de evolucion
dirigida optimizada” para generar polipéptidos, por ejemplo enzimas o anticuerpos de la descripcion, con
propiedades nuevas o alteradas. La evolucion dirigida optimizada se refiere al uso de ciclos repetidos de
redistribucion reductiva, recombinacion y seleccion que permite la evolucion molecular dirigida de acidos nucleicos
mediante recombinacion. La evolucion dirigida optimizada permite la generacion de una gran poblacién de
secuencias quiméricas evolucionadas, en el que la poblacion generada esta significativamente enriquecida en
secuencias que tienen un niumero predeterminado de sucesos de cruzamiento.

Un suceso de cruzamiento es un punto en una secuencia quimérica en el que se produce un desplazamiento en la
secuencia desde una variante parental a otra variante parental. Tal punto estd normalmente en la unién donde se
ligan juntos oligonucleétidos de dos progenitores para formar una Unica secuencia. Este método permite el calculo
de las concentraciones correctas de secuencias oligonucleotidicas de manera que la poblacion quimérica final de
secuencias esta enriquecida para el niumero escogido de sucesos de cruzamiento. Esto proporciona mas control
sobre la eleccion de variantes quiméricas que tienen un nimero predeterminado de sucesos de cruzamiento.

Ademas, este método proporciona un medio conveniente para explorar una tremenda cantidad del espacio de
variantes proteicas posibles en comparacion con otros sistemas. Previamente, si se generaron, por ejemplo, 10"
moléculas quiméricas durante una reaccion, seria extremadamente dificil ensayar tal nimero elevado de variantes
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quiméricas en busca de una actividad particular. Ademas, una porcion significativa de la poblacion progenie tendria
un nuimero muy elevado de sucesos de cruzamiento, lo que daria como resultado proteinas que tendrian menos
probabilidad de tener niveles incrementados de una actividad particular. Usando estos métodos, la poblacion de
moléculas quiméricas se puede enriquecer en aquellas variantes que tienen un numero particular de sucesos de
cruzamiento. De este modo, aunque todavia se pueden generar 10" moléculas quiméricas durante una reaccion,
cada una de las moléculas escogidas para el analisis posterior tendra muy probablemente, por ejemplo, sélo tres
sucesos de cruzamiento. Debido a que la poblaciéon progenie resultante puede estar sesgada para que tenga un
numero predeterminado de sucesos de cruzamiento, los limites en la variedad funcional entre las moléculas
quiméricas se reducen. Esto proporciona un nuimero mas manejable de variables cuando se calcula qué
oligonucledtido de los polinucledtidos parentales originales puede ser responsable de afectar un rasgo particular.

Un método para crear una secuencia polinucleotidica progenie quimérica es crear oligonucledtidos que
corresponden a fragmentos o porciones de cada secuencia parental. Cada oligonucledtido incluye en un aspecto
una regioén unica de solapamiento de manera que el mezclamiento de todos los oligonucleétidos da como resultado
una nueva variante que tiene cada fragmento oligonucleotidico ensamblado en el orden correcto. En USSN
09/332.835, patente U.S. n° 6.361.974, se puede encontrar también informacién adicional.

El nimero de oligonucledtidos generados para cada variante parental posee una relacion con el nimero total de
cruzamientos resultantes en la molécula quimérica que se crea finalmente. Por ejemplo, se pueden proporcionar tres
variantes de secuencias nucleotidicas parentales para sufrir una reaccion de ligacién a fin de encontrar una variante
quimérica que tiene, por ejemplo, mayor actividad a temperatura elevada. Como ejemplo, se puede generar un
conjunto de 50 secuencias oligonucleotidicas que corresponden a cada una de las porciones de cada variante
parental. En consecuencia, durante el proceso de reensamblaje por ligacion, podria haber hasta 50 sucesos de
cruzamiento en cada una de las secuencias quiméricas. La probabilidad de que cada uno de los polinucleétidos
quiméricos generados contendra oligonucledtidos procedentes de cada variante parental en orden alterno es muy
baja. Si cada fragmento oligonucleotidico esta presente en la reaccién de ligacion en la misma cantidad molar, es
probable que en algunas posiciones los oligonucleétidos procedentes del mismo polinucleétido parental se ligaran
proximos entre si, y de este modo no daran como resultado un suceso de cruzamiento. Si la concentracion de cada
oligonucledtido procedente de cada progenitor se mantiene constante durante cualquier etapa de ligacion en este
ejemplo, hay una posibilidad de 1/3 (suponiendo 3 progenitores) de que un oligonucleétido procedente de la misma
variante parental se ligue en la secuencia quimérica y no produzca cruzamiento.

En consecuencia, se puede determinar una funcién de densidad de probabilidad (PDF) para predecir la poblacion de
sucesos de cruzamiento que es probable que se produzcan durante cada etapa en la reaccion de ligacion dado un
numero fijo de variantes parentales, un ndmero de oligonucleétidos que corresponden a cada variante, y las
concentraciones de cada variante durante cada etapa en la reaccion de ligacion. Mas abajo se describen las
estadisticas y matematicas detras de la determinacion de la PDF. Utilizando estos métodos, se puede calcular tal
funciéon de densidad de probabilidad, y de este modo enriquecer la poblacidon progenie quimérica para un nimero
predeterminado de sucesos de cruzamiento que resultan de una reaccion de ligacion particular. Ademas, se puede
predeterminar un nimero diana de sucesos de cruzamiento, y el sistema se puede programar entonces para calcular
las cantidades de partida de cada oligonucleétido parental durante cada etapa en la reaccién de ligacion para dar
como resultado una funcién de densidad de probabilidad que se centra en el nimero predeterminado de sucesos de
cruzamiento. Estos métodos se refieren al uso de ciclos repetidos de redistribucién reductiva, recombinacion y
seleccion, que permiten la evolucion molecular dirigida de un acido nucleico que codifica un polipéptido a través de
recombinacion. Este sistema permite la generaciéon de una gran poblacion de secuencias quiméricas evolucionadas,
en el que la poblacion generada esta significativamente enriquecida en secuencias que tienen un numero
predeterminado de sucesos de cruzamiento. Un suceso de cruzamiento es un punto en una secuencia quimérica en
el que se produce un desplazamiento en la secuencia desde una variante parental a otra variante parental. Tal punto
esta normalmente en la uniéon donde se ligan juntos oligonucledtidos de dos progenitores para formar una Unica
secuencia. El método permite el calculo de las concentraciones correctas de secuencias oligonucleotidicas de
manera que la poblacion quimérica final de secuencias esta enriquecida para el nimero escogido de sucesos de
cruzamiento. Esto proporciona mas control sobre la elecciéon de variantes quiméricas que tienen un nudmero
predeterminado de sucesos de cruzamiento.

Ademas, estos métodos proporcionan un medio conveniente para explorar una tremenda cantidad del espacio de
variantes proteicas posible en comparacién con otros sistemas. Usando los métodos descritos aqui, la poblacién de
moléculas quiméricas se puede enriquecer para aquellas variantes que tienen un numero particular de sucesos de
cruzamiento. De este modo, aunque todavia se pueden generar 10 ® moléculas quiméricas durante una reaccion,
cada una de las moléculas escogidas para analisis posterior tiene muy probablemente, por ejemplo, solo tres
sucesos de cruzamiento. Debido a que la poblacion progenie resultante se puede sesgar para que tenga un nimero
predeterminado de sucesos de cruzamiento, los limites en la variedad funcional entre las moléculas quiméricas se
reducen. Esto proporciona un nimero mas manejable de variables cuando se calcula qué oligonucleétido de los
polinucleétidos parentales originales puede ser responsable de afectar a un rasgo particular.

En un aspecto, el método crea una secuencia polinucleotidica progenie quimérica creando oligonucleétidos que
corresponden a fragmentos o porciones de cada secuencia parental. Cada oligonucledtido incluye en un aspecto
una regioén unica de solapamiento de manera que el mezclamiento de los oligonucledtidos juntos da como resultado
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una nueva variante que tiene cada fragmento oligonucleotidico ensamblado en el orden correcto. Véase también
USSN 09/332.835.

Determinacion de los sucesos de cruzamiento

Aspectos de la descripcion incluyen un sistema y software que recibe una funcion de densidad de probabilidad
(PDF) de cruzamiento deseado, el numero de genes progenitores a reensamblar, y el nimero de fragmentos en el
reensamblaje, como entradas. La salida de este programa es una “PDF de fragmentos” que se puede usar para
determinar una receta para producir genes reensamblados, y la PDF de cruzamiento estimada de esos genes. En un
aspecto, el procesamiento descrito aqui se lleva a cabo en MATLAB™ (The Mathworks, Natick, Massachusetts), un
lenguaje de programacion y entorno de desarrollo para computacion técnica.

Procesos iterativos

En la practica de la descripcion, estos procesos se pueden repetir iterativamente. Por ejemplo, un acido nucleico (o
el acido nucleico) responsable de un fenotipo alterado o nuevo se identifica, se vuelve a aislar (por ejemplo, usando
un acido nucleico de la descripcién), se modifica nuevamente, se vuelve a ensayar en busca de su actividad. Este
proceso se puede repetir iterativamente hasta que se manipule un fenotipo deseado. Por ejemplo, se puede
manipular en una célula una ruta anabdlica o catabdlica bioquimica completa, incluyendo, por ejemplo, una ruta
biosintética o degradativa (por ejemplo, clorofila) nueva o alterada.

De forma similar, si se determina que un oligonucleétido particular no tiene efecto en absoluto sobre el rasgo
deseado (por ejemplo, un fenotipo de ruta biosintética o degradativa (por ejemplo, clorofila) nueva o alterada), se
puede eliminar como una variable sintetizando oligonucleétidos parentales mas grandes que incluyen la secuencia a
eliminar. Puesto que la incorporacion de la secuencia en una secuencia mas grande evita cualesquiera sucesos de
cruzamiento, ya no habra ninguna variacion de esta secuencia en los polinucleétidos de la progenie. Esta practica
iterativa de determinar qué oligonucledtidos estan mas relacionados con el rasgo deseado, y cuales no estan
relacionados, permite una exploracion mas eficiente de todas las variantes proteicas posibles que pueden
proporcionar un rasgo o actividad particular.

Barajado in vivo

El barajado in vivo de las moléculas se usa en métodos de la descripcidon que proporcionan variantes de polipéptidos
de la descripcion, por ejemplo anticuerpos, enzimas, y similares. El barajado in vivo se puede llevar a cabo utilizando
la propiedad natural de las células para recombinar multimeros. Aunque la recombinacién in vivo ha proporcionado
la ruta natural principal para la diversidad molecular, la recombinacion genética sigue siendo un proceso
relativamente complejo que implica 1) el reconocimiento de homologias; 2) escision de las hebras, invasion de las
hebras, y etapas metabdlicas que conducen a la produccién de quiasma recombinante; y finalmente, 3) la resolucion
de quiasma en moléculas recombinadas discretas. La formacién del quiasma requiere el reconocimiento de
secuencias homodlogas.

En un aspecto, la descripcion incluye un método para producir un polinucleétido hibrido a partir de al menos un
primer polinucledtido y un segundo polinucledtido. La descripcion se puede usar para producir un polinucleétido
hibrido introduciendo al menos un primer polinucleétido y un segundo polinucleétido que comparten al menos una
region de homologia de secuencia parcial (por ejemplo, SEC ID NOS: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19 y sus
combinaciones) en una célula hospedante adecuada. Las regiones de homologia de secuencia parcial promueven
procesos que dan como resultado la reorganizacion de secuencias que produce un polinucledtido hibrido. La
expresion “polinucleétido hibrido”, como se usa aqui, es cualquier secuencia nucleotidica que resulta del método de
la presente descripcion y contiene secuencia de al menos dos secuencias polinucleotidicas originales. Tales
polinucledtidos hibridos pueden resultar de sucesos de recombinacion intermolecular que promueven la integracion
de las secuencias entre moléculas de ADN. Ademas, tales polinucleétidos hibridos pueden resultar de procesos de
redistribucion reductiva intramolecular que utilizan secuencias repetidas para alterar una secuencia nucleotidica
dentro de una molécula de ADN.

La reclasificacion in vivo se centra en procesos ‘“intermoleculares”, denominados colectivamente como
“recombinacion”, lo cuales, en bacterias, generalmente se denomina como un fenémeno “dependiente de RecA”. La
descripcion se puede basar en procesos de recombinacion de una célula hospedante para recombinar y reclasificar
secuencias, o0 la capacidad de las células para mediar procesos reductivos para disminuir la complejidad de
secuencias cuasi repetidas en la célula mediante supresion. Este proceso de “redistribucion reductiva” se produce
mediante un proceso “intramolecular’, dependiente de RecA.

Por lo tanto, en otro aspecto de la descripcion, se pueden generar nuevos polinucleétidos mediante el proceso de
reclasificacion reductiva. EI método implica la generacion de constructos que contienen secuencias consecutivas
(secuencias codificantes originales), su insercion en un vector apropiado, y su introduccién subsiguiente en una
célula hospedante apropiada. La reclasificacion de las identidades moleculares individuales se produce mediante
procesos combinatorios entre las secuencias consecutivas en el constructo que posee regiones de homologia, o
entre unidades cuasi repetidas. El proceso de reclasificacion recombina y/o reduce la complejidad y extensién de las
secuencias repetidas, y da como resultado la produccion de nuevas especies moleculares. Diversos tratamientos se

52



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 540 728 T3

pueden aplicar para potenciar la tasa de reclasificacion. Estos podrian incluir el tratamiento con luz ultravioleta, o
sustancias quimicas que dafian el ADN, y/o el uso de estirpes celulares hospedantes que presentan niveles
potenciados de “inestabilidad genética”. De este modo, el proceso de reclasificacion puede implicar recombinacion
homologa o la propiedad natural de secuencias cuasi repetidas para dirigir su propia evolucion.

Las secuencias repetidas o “cuasi repetidas” desempefian un papel en la inestabilidad genética. En la presente
descripcion, “cuasi repetidas” son repeticiones que no estan restringidas a su estructura de unidad original. Las
unidades cuasi repetidas se pueden presentar como un conjunto de secuencias en un constructo; unidades
consecutivas de secuencias similares. Una vez ligadas, las uniones entre las secuencias consecutivas se hacen
esencialmente invisibles, y la naturaleza cuasi repetitiva del constructo resultante es ahora continua a nivel
molecular. El proceso de supresion que lleva a cabo la célula para reducir la complejidad del constructo resultante
funciona entre las secuencias cuasi repetidas. Las unidades cuasi repetidas proporcionan un repertorio
practicamente ilimitado de moldes sobre los que se pueden producir sucesos de deslizamiento. Los constructos que
contienen las cuasi repeticiones proporcionan asi eficazmente elasticidad molecular suficiente de que se pueden
producir sucesos de supresion (y potencialmente insercion) virtualmente en cualquier parte en las unidades cuasi
repetitivas.

Cuando las secuencias cuasi repetidas estan todas ligadas en la misma orientacion, por ejemplo cabeza a cola o
viceversa, la célula no puede distinguir unidades individuales. En consecuencia, el proceso reductivo se puede
producir a través de las secuencias. Por el contrario, cuando, por ejemplo, las unidades se presentan cabeza a
cabeza, en lugar de cabeza a cola, la inversion delinea los puntos finales de la unidad adyacente, de manera que la
formacioén de supresion favorecera la pérdida de unidades discretas. De este modo, es preferible con el presente
método que las secuencias estén en la misma orientacion. La orientacion al azar de secuencias cuasi repetidas dara
como resultado la pérdida de eficiencia de la reclasificacion, mientras que la orientacién consistente de las
secuencias ofrecera la eficiencia mas elevada. Sin embargo, aunque el tener un menor numero de las secuencias
contiguas en la misma orientacion disminuye la eficiencia, todavia puede proporcionar suficiente elasticidad para la
recuperacion eficaz de nuevas moléculas. Se pueden obtener constructos con las secuencias cuasi repetidas en la
misma orientacion para permitir una mayor eficiencia.

Las secuencias se pueden ensamblar en la orientacion cabeza a cola usando cualquiera de una variedad de
métodos, incluyendo los siguientes:

a) Se pueden utilizar cebadores que incluyen una cabeza poly-A y una cola poly-T que cuando son
monocatenarios proporcionarian orientacion. Esto se logra obteniendo las primeras pocas bases de los
cebadores a partir de ARN y por tanto ARNasa H facilmente eliminada.

b) Se pueden utilizar cebadores que incluyen sitios de escisiéon de restriccion Unicos. Se requeririan multiples
sitios, una bateria de secuencias Unicas, y etapas repetidas de sintesis y ligacion.

c) Las pocas bases internas del cebador se podrian tiolar y se podria usar una exonucleasa para producir
moléculas con una cola apropiada.

La recuperacion de las secuencias reclasificadas se basa en la identificacion de vectores de clonacién con un indice
repetitivo (RI) reducido. Las secuencias codificantes reclasificadas se pueden recuperar entonces mediante
amplificacion. Los productos se vuelven a clonar y se expresan. La recuperacion de vectores de clonacién con Rl
reducido se puede ver afectada por:

1) El uso de vectores mantenidos soélo establemente cuando el constructo se reduce en complejidad.

2) La recuperacion fisica de vectores acortados mediante procedimientos fisicos. En este caso, el vector de
clonaciéon se recuperaria usando procedimientos de aislamiento de plasmidos estandar y se fraccionaria en
tamafo en un gel de agarosa, o columna con un corte de bajo peso molecular utilizando procedimientos
estandar.

3) La recuperacion de vectores que contienen genes interrumpidos que se pueden seleccionar cuando disminuye
el tamano del inserto.

4) El uso de técnicas de seleccion directas con un vector de expresion y la seleccion apropiada.

Las secuencias codificantes (por ejemplo, genes) de organismos relacionados pueden demostrar un grado elevado
de homologia y codificar productos proteicos bastante diversos. Estos tipos de secuencias son particularmente utiles
en la presente descripcion como cuasi repeticiones. Sin embargo, aunque los ejemplos ilustrados mas abajo
demuestran la reclasificacion de secuencias codificantes originales casi idénticas (cuasi repeticiones), este proceso
no esta limitado a tales repeticiones casi idénticas.

El siguiente ejemplo demuestra un método de la descripcion. Se describen secuencias de acidos nucleicos
codificantes (cuasi repeticiones) derivadas de tres (3) especies Unicas. Cada secuencia codifica una proteina con un
conjunto distinto de propiedades. Cada una de las secuencias difiere en un Unico par o unos pocos pares de bases
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en una posicion Unica en la secuencia. Las secuencias cuasi repetidas se amplifican separada o colectivamente y se
ligan en ensamblajes aleatorios de manera que todas las posibles permutaciones y combinaciones estan disponibles
en la poblacion de moléculas ligadas. El nimero de unidades cuasi repetidas se puede controlar mediante las
condiciones de ensamblaje. El numero medio de unidades cuasi repetidas en un constructo se define como el indice
repetitivo (RI).

Una vez formados, los constructos se pueden fraccionar o no por tamafios en un gel de agarosa segun protocolos
publicados, se pueden insertar en un vector de clonacion, y se pueden transfectar en una célula hospedante
apropiada. Las células se propagan entonces y se efectua la “reclasificacion reductiva”. La velocidad del proceso de
reclasificacion reductiva se puede estimular mediante la introduccion de dafio de ADN si se desea. Si la reduccion
en Rl estd mediada por la formacién de supresidon entre secuencias repetidas mediante un mecanismo
“intramolecular’, o mediada por sucesos parecidos a recombinacion a través de mecanismos “intermoleculares”, es
inmaterial. El resultado final es una reclasificacién de las moléculas en todas las posibles combinaciones.

Opcionalmente, el método comprende la etapa adicional de cribar los miembros de la biblioteca del conjunto
barajado para identificar miembros de la biblioteca barajados individuales que tienen la capacidad de unirse o de
otro modo interactuar o catalizar una reaccion particular (por ejemplo, tal como un dominio catalitico de una enzima)
con una macromolécula predeterminada, tal como por ejemplo un receptor proteinoso, un oligosacarido, virion, u otro
compuesto o estructura predeterminada.

Los polipéptidos que se identifican a partir de tales bibliotecas se pueden usar para fines terapéuticos, de
diagndstico, de investigacion y fines relacionados (por ejemplo, catalizadores, solutos para incrementar la
osmolaridad de una disolucién acuosa, y similares), y/o se pueden someter a uno o mas ciclos adicionales de
barajado y/o seleccion.

En otro aspecto, se prevé que antes o durante la recombinacion o reclasificacion, los polinucleétidos generados
mediante el método de la descripcién se puedan someter a agentes o procesos que promuevan la introduccion de
mutaciones en los polinucledtidos originales. La introduccion de tales mutaciones incrementaria la diversidad de
polinucledtidos hibridos resultantes y polinucleétidos codificados a partir de ellos. Los agentes o procesos que
promueven la mutagénesis pueden incluir, pero no se limitan a: (+)-CC-1065, o un analogo sintético tal como (+)-CC-
1065-(N3-adenina (véase Sun y Hurley, (1992); un aducto 4’-fluoro-4-aminobifenilico N-acetilado o desacetilado
capaz de inhibir la sintesis de ADN (véase, por ejemplo, van de Poll et al. (1992)); o un aducto 4-aminobifenilico N-
acetilado o desacetilado capaz de inhibir la sintesis de ADN (véase también van de Poll et al. (1992), p. 751-758);
cromo trivalente, una sal de cromo trivalente, un aducto de ADN con hidrocarburo aromatico policiclico (PAH) capaz
de inhibir la replicacion del ADN, tal como 7-bromometilbenz[a]antraceno (“BMA”), tris(2,3-dibromopropil)fosfato
(“Tris-BP”), 1,2-dibromo-3-cloropropano (‘DBCP”), 2-bromoacroleina (2BA), benzo[a]pireno-7,8-dihidrodiol-9-10-
epoxido (“BPDE”), una sal de halogenuro de platino(ll), N-hidroxi-2-amino-3-metilimidazo[4,5-f]-quinolina (“N-hidroxi-
I1Q"), y N-hidroxi-2-amino-1-metil-6-fenilimidazo[4,5-f]-piridina (“N-hidroxi-PhIP”). Los medios ejemplares para
ralentizar o detener la amplificacion por PCR consiste en luz UV (+)-CC-1065 y (+)-CC-1065-(N3-adenina). Los
medios particularmente englobados son aductos de ADN o polinucleétidos que comprenden los aductos de ADN de
los polinucledtidos o conjunto de polinucleétidos, que se pueden liberar o eliminar mediante un proceso que incluye
calentar la disolucién que comprende los polinucleétidos antes del procesamiento posterior.

En otro aspecto, la descripcion se refiere a un método para producir proteinas recombinantes que tienen actividad
bioldgica tratando una muestra que comprende polinucleétidos molde bicatenarios que codifican una proteina de tipo
salvaje en condiciones segun la descripcion que proporcionan la produccién de polinucleétidos hibridos o
reordenados.

Produccién de variantes de secuencias

La descripcion también proporciona métodos adicionales para obtener variantes de secuencias de las secuencias de
acido nucleico de la descripcion. La descripcion también proporciona métodos adicionales para aislar polipéptidos de
la descripcion. En un aspecto, la descripcion proporciona variantes de secuencias codificantes (por ejemplo, un gen,
ADNCc o mensaje) de la descripcion, que se pueden alterar por cualquier medio, incluyendo, por ejemplo, métodos
aleatorios o estocasticos, 0 métodos no estocasticos o de “evolucion dirigida”, como se describe anteriormente.

Las variantes aisladas pueden ser de origen natural. La variante también se puede crear in vitro. Las variantes se
pueden crear usando técnicas de ingenieria genética tales como mutagénesis dirigida al sitio, mutagénesis quimica
al azar, procedimientos de supresion con exonucleasas lll, y técnicas de clonacién estandar. Como alternativa, tales
variantes, fragmentos, analogos, o derivados se pueden crear usando procedimientos de sintesis o modificacion
quimica. Otros métodos para obtener variantes también son familiares para los expertos en la técnica. Estos
incluyen procedimientos en los que las secuencias de acidos nucleicos obtenidas de aislados naturales se modifican
para generar acidos nucleicos que codifican polipéptidos que tienen caracteristicas que potencian su valor en
aplicaciones industriales o de laboratorio. En tales procedimientos, se genera y se caracteriza un gran numero de
secuencias variantes que tienen una o mas diferencias nucleotidicas con respecto a la secuencia obtenida del
aislado natural. Estas diferencias nucleotidicas pueden dar como resultado cambios de aminoacidos con respecto a
los polipéptidos codificados por los acidos nucleicos de los aislados naturales.
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Por ejemplo, se pueden crear variantes usando PCR propensa a errores. En PCR propensa a errores, la PCR se
lleva a cabo en condiciones en las que la fidelidad de copiado de la ADN polimerasa es baja, de manera que se
obtiene una tasa elevada de mutaciones de punto a lo largo de toda la longitud del producto de PCR. La PCR
propensa a error se describe, por ejemplo, en Leung, D.W., et al., Technique, 1:11-15, 1989) y en Caldwell, R. C. y
Joyce G.F., PCR Methods Applic., 2:28-33, 1992. De forma breve, en tales procedimientos, los acidos nucleicos a
mutagenizar se mezclan con cebadores de PCR, tampoén de reaccion, MgCl,, MnCl,, Tag polimerasa y una
concentracion apropiada de dNTPs para lograr una tasa elevada de mutacion de punto a lo largo de toda la longitud
del producto de PCR. Por ejemplo, la reaccion se puede llevar a cabo usando 20 fmoles de acido nucleico a
mutagenizar, 30 pmoles de cada cebador de PCR, un tampén de reaccion que comprende 50 mM de KCI, 10 mM de
Tris HCI (pH 8,3) y 0,01% de gelatina, 7 mM de MgCl;, 0,5 mM de MnClz, 5 unidades de Taq polimerasa, 0,2 mM de
dGTP, 0,2 mM de dATP, 1 mM de dCTP, y 1 mM de dTTP. La PCR se puede llevar a cabo durante 30 ciclos de
94°C durante 1 min., 45°C durante 1 min., y 72°C durante 1 min. Sin embargo, se apreciara que estos parametros se
pueden variar segun sea apropiado. Los acidos nucleicos mutagenizados se clonan en un vector apropiado, y se
evalian las actividades de los polipéptidos codificados por los acidos nucleicos mutagenizados.

También se pueden crear variantes usando mutagénesis dirigida por oligonucleétidos, para generar mutaciones
especificas del sitio en cualquier ADN clonado de interés. La mutagénesis oligonucleotidica se describe, por
ejemplo, en Reidhaar-Olson (1988) Science 241:53-57. De forma breve, en tales procedimientos, se sintetiza una
pluralidad de oligonucledtidos bicatenarios que poseen una o mas mutaciones a introducir en el ADN clonado, y se
inserta en el ADN clonado a mutagenizar. Los clones que contienen el ADN mutagenizado se recuperan, y se
evaluan las actividades de los polipéptidos que codifican.

Otro método para generar variantes es PCR de ensamblaje. La PCR de ensamblaje implica el ensamblaje de un
producto de PCR a partir de una mezcla de fragmentos pequefios de ADN. Se produce paralelamente en el mismo
vial un gran niumero de reacciones de PCR diferentes, cebando los productos de una reaccién a los productos de
otra reaccion. La PCR de ensamblaje se describe en, por ejemplo, la patente U.S. n° 5.965.408.

Todavia otro método para generar variantes es mutagénesis de PCR sexual. En la mutagénesis de PCR sexual, se
produce in vitro la recombinacién homologa forzada entre moléculas de ADN de una secuencia de ADN diferente
pero muy relacionada, como resultado de la fragmentacion al azar de la molécula de ADN basado en la homologia
de secuencia, seguido de la fijaciéon del cruzamiento mediante extension del cebador en una reaccion de PCR. La
mutagénesis de PCR sexual se describe, por ejemplo, en Stemmer (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:10747-
10751. De forma breve, en tales procedimientos, una pluralidad de acidos nucleicos a recombinar se digiere con
ADNasa para generar fragmentos que tienen un tamarfio medio de 50-200 nucleoétidos. Los fragmentos del tamafio
medio deseado se purifican y resuspenden en una mezcla de PCR. La PCR se lleva a cabo en condiciones que
facilitan la recombinacion entre los fragmentos de acidos nucleicos. Por ejemplo, la PCR se puede llevar a cabo
resuspendiendo los fragmentos purificados a una concentracion de 10-30 ng/ul en una disolucién de 0,2 mM de cada
dNTP, 2,2 mM de MgCl,, 50 mM de KCI, 10 mM de Tris HCI, pH 9,0, y 0,1% de Triton X-100. Se afiaden 2,5
unidades de Taq polimerasa por 100:1 de mezcla de reaccion, y la PCR se lleva a cabo usando el siguiente régimen:
94°C durante 60 segundos, 94°C durante 30 segundos, 50-55°C durante 30 segundos, 72°C durante 30 segundos
(30-45 veces) y 72°C durante 5 minutos. Sin embargo, se apreciara que estos parametros se pueden variar segin
sea apropiado. En algunos aspectos, se pueden incluir oligonucledtidos en las reacciones de PCR. En otros
aspectos, se puede usar el fragmento de Klenow de ADN polimerasa | en un primer conjunto de reacciones de PCR,
y se puede usar Taq polimerasa en un conjunto subsiguiente de reacciones de PCR. Las secuencias recombinantes
se aislan, y se evaluan las actividades de los polipéptidos que codifican.

Las variantes también se pueden crear mediante mutagénesis in vivo. En algunos aspectos, las mutaciones al azar
en una secuencia de interés se generan propagando la secuencia de interés en una cepa bacteriana, tal como una
cepa de E. coli, que posee mutaciones en una o mas de las rutas de reparacién del ADN. Tales cepas “mutadoras”
tienen una tasa de mutacion al azar mayor que la de un progenitor de tipo salvaje. La propagacion del ADN en una
de estas cepas generara eventualmente mutaciones al azar dentro del ADN. Las cepas mutadoras adecuadas para
uso para mutagénesis in vivo se describen en la Publicacion PCT n°® WO 91/16427, publicada el 31 de octubre de
1991, titulada “Methods for Phenotype Creation from Multiple Gene Population”.

Las variantes también se pueden generar usando mutagénesis por insercion de casete. En la mutagénesis por
insercion de casete, una pequefia region de una molécula de ADN bicatenaria se sustituye por un “casete”
oligonucleotidico sintético que difiere de la secuencia nativa. El oligonucleétido contiene a menudo secuencia nativa
completa y/o parcialmente aleatorizada.

También se puede usar la mutagénesis de conjunto recursiva para generar variantes. La mutagénesis de conjunto
recursiva es un algoritmo para la manipulacion de proteinas (mutagénesis proteica) desarrollado para producir
diversas poblaciones de mutantes genotipicamente relacionados cuyos miembros difieren en la secuencia de
aminoacidos. Este método usa un mecanismo de retroalimentacion para controlar rondas sucesivas de mutagénesis
por insercion de casete combinatoria. La mutagénesis de conjunto recursiva se describe, por ejemplo, en Arkin, A.P.
y Youvan, D.C., PNAS, USA, 89:7811-7815, 1992.
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En algunos aspectos, se crean variantes usando mutagénesis de conjunto exponencial. La mutagénesis de conjunto
exponencial es un proceso para generar bibliotecas combinatorias con un porcentaje elevado de mutantes tUnicos y
funcionales, en el que pequefios grupos de restos se distribuyen al azar en paralelo para identificar, en cada
posicion alterada, aminoacidos que conducen a proteinas funcionales. La mutagénesis de conjunto exponencial se
describe, por ejemplo, en Delegrave, S. y Youvan, D.C., Biotechnology Research, 11:1548-1552, 1993. Las
mutagénesis al azar y dirigida al sitio se describen, por ejemplo, en Arnold, F.H., Current Opinion in Biotechnology
4:450-455, 1993.

En algunos aspectos, las variantes se crean usando procedimientos de barajado en los que porciones de una
pluralidad de acidos nucleicos que codifican polipéptidos distintos se fusionan juntas para crear secuencias de
acidos nucleicos quiméricas que codifican polipéptidos quiméricos, como se describe en la patente U.S. n°
5.965.408, presentada el 9 de julio, 1996, titulada “Method of DNA Reassembly by Interrupting Synthesis”, y en la
patente U.S. n® 5.939.250, presentada el 22 de mayo, 1996, titulada “Production of Enzymes Having Desired
Activities by Mutagenesis”.

Las variantes de los polipéptidos de la descripcion pueden ser variantes en las que uno o mas de los restos de
aminoacidos de los polipéptidos de las secuencias de la descripcion se sustituyen por un resto de aminoacido
conservado o no conservado (en un aspecto, un resto de aminoacido conservado), y tal resto de aminoacido
sustituido puede ser o no uno codificado por el codigo genético.

La descripcion proporciona realizaciones alternativas de los polipéptidos de la descripcion (y los acidos nucleicos
que los codifican) que comprenden al menos una sustitucion de aminoacido conservativa, como se explica aqui (por
ejemplo, las sustituciones de aminoacido conservativas son aquellas que sustituyen un aminoacido dado en un
polipéptido por otro aminoacido de caracteristicas similares). La descripcion proporciona polipéptidos (y los acidos
nucleicos que los codifican) en los que cualquiera, algunos o todos los restos de aminoacidos estan sustituidos por
otro aminoacido de caracteristicas similares, por ejemplo una sustitucion de aminoacido conservativa.

Las sustituciones conservativas son aquellas que sustituyen un aminoacido dado en un polipéptido por otro
aminoacido de caracteristicas similares. Tipicamente observadas como sustituciones conservativas son las
siguientes sustituciones: sustituciones de un aminoacido alifatico tal como alanina, valina, leucina e isoleucina por
otro aminoacido alifatico; la sustitucion de una serina por una treonina o viceversa; la sustitucién de un resto acido
tal como acido aspartico y acido glutamico por otro resto acido; la sustitucion de un resto que posee un grupo amida,
tal como asparagina y glutamina, por otro resto que posee un grupo amida; el intercambio de un resto basico tal
como lisina y arginina por otro resto basico; y la sustitucion de un resto aromatico tal como fenilalanina, tirosina por
otro resto aromatico. Como alternativa, estas sustituciones conservativas pueden ser también equivalentes sintéticos
de estos aminoacidos.

Otras variantes son aquellas en las que uno o mas de los restos de aminoacidos de un polipéptido de la descripciéon
incluyen un grupo sustituyente.

Todavia otras variantes son aquellas en las que el polipéptido esta asociado con otro compuesto, tal como un
compuesto para incrementar la semivida del polipéptido (por ejemplo polietilenglicol).

Variantes adicionales son aquellas en las que aminoacidos adicionales se fusionan al polipéptido, tal como una
secuencia lider, una secuencia secretora, una secuencia proproteinica o una secuencia que facilita la purificacion,
enriguecimiento o estabilizacion del polipéptido.

En algunos aspectos, los fragmentos, derivados y analogos retienen la misma funcién o actividad biolégica que los
polipéptidos de la descripcion. En otros aspectos, el fragmento, derivado, o analogo incluye una proproteina, de
manera que el fragmento, derivado, o analogo se puede activar mediante escisién de la porcidon proproteinica para
producir un polipéptido activo.

Optimizacion de codones para lograr niveles elevados de expresion proteica en células hospedantes

La descripcion proporciona métodos para modificar acidos nucleicos que codifican polipéptidos implicados en el
catabolismo de la clorofila o que tienen actividad de esterasa (por ejemplo, clorofilasa) modificando el uso de
codones. En un aspecto, la descripcion proporciona métodos para modificar codones en un acido nucleico que
codifica un polipéptido para incrementar o disminuir su expresion en una célula hospedante. La descripciéon también
proporciona acidos nucleicos que codifican polipéptidos implicados en el catabolismo de la clorofila o que tienen
actividad de esterasa (por ejemplo, clorofilasa) modificados para incrementar su expresiéon en una célula
hospedante, enzimas asi modificadas, y métodos para obtener los polipéptidos modificados implicados en el
catabolismo de la clorofila o que tienen actividad de esterasa (por ejemplo, clorofilasa). El método comprende
identificar un codén “no preferido” o un coddn “menos preferido” en acido nucleico que codifica la enzima, y sustituir
uno o mas de estos codones no preferidos o menos preferidos por un “codén preferido” que codifica el mismo
aminoacido que el coddn sustituido, y al menos un codoén no preferido o menos preferido en el acido nucleico se ha
sustituido por un codén preferido que codifica el mismo aminoacido. Un codén preferido es un coddn
sobrerrepresentado en secuencias codificantes en genes en la célula hospedante, y un codén no preferido o menos
preferido es un coddn subrepresentado en secuencias codificantes en genes en la célula hospedante.
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Las células hospedantes para expresar los acidos nucleicos, casetes de expresion y vectores de la descripcion
incluyen bacterias, levaduras, hongos, células vegetales, células de insecto y células de mamifero. De este modo, la
descripcion proporciona métodos para optimizar el uso de codones en todas estas células, acidos nucleicos
alterados en los codones, y polipéptidos obtenidos mediante los acidos nucleicos alterados en los codones. Las
células hospedantes ejemplares incluyen bacterias gramnegativas, tales como Escherichia coli; bacterias
grampositivas, tales como Streptomyces, Lactobacillus gasseri, Lactococcus lactis, Lactococcus cremoris, Bacillus
sp., Bacillus subtilis, Bacillus cereus. Las células hospedantes ejemplares también incluyen organismos eucariotas,
por ejemplo diversas levaduras, tales como Saccharomyces sp., que incluyen Saccharomyces cerevisiae,
Schizosaccharomyces pombe, Pichia pastoris, y Kluyveromyces lactis, Hansenula polymorpha, Aspergillus niger, y
células y estirpes celulares de mamiferos y células y estirpes celulares de insectos. De este modo, la descripcion
también incluye acidos nucleicos y polipéptidos optimizados para la expresion en estos organismos y especies, por
ejemplo los acidos nucleicos estan optimizados en los codones para la expresion en una célula hospedante, por
ejemplo, una Pichia sp., por ejemplo, P. pastoris, una Saccharomyces sp., o una Bacillus sp., una Streptomyces sp.,
y similares.

Por ejemplo, los codones de un acido nucleico que codifica un polipéptido de la descripcion o enzima similar aislada
de una célula bacteriana se modifican de manera que el acido nucleico (que codifica la enzima) se exprese
optimamente en una célula bacteriana diferente de la bacteria a partir de la cual derivo la enzima (por ejemplo, un
polipéptido de la descripcion), una levadura, un hongo, una célula vegetal, una célula de insecto o una célula de
mamifero. Los métodos para optimizar codones son bien conocidos en la técnica; véanse, por ejemplo, la patente
U.S. n° 5.795.737; Baca (2000) Int. J. Parasitol. 30:113-118; Hale (1998) Protein Expr. Purif. 12:185-188; Narum
(2001) Infect. Immun. 69:7250-7253. Véase también Narum (2001) Infect. Immun. 69:7250-7253, que describe la
optimizacion de codones en sistemas de raton; Outchkourov (2002) Protein Expr. Purif. 24:18-24, que describe la
optimizacion de codones en levadura; Feng (2000) Biochemistry 39:15399-15409, que describe la optimizacion de
codones en E. coli; Humphreys (2000) Protein Expr. Purif. 20:252-264, que describe la optimizacion del uso de
codones que afecta a la secrecion en E. coli; Gao (2004) Biotechnol Prog. 20:443-448, que describe “UpGene”, una
aplicacién de un algoritmo de optimizacién del uso de codones de ADN a base de web.

Animales no humanos transgénicos

La descripcién proporciona animales no humanos transgénicos que comprenden un acido nucleico, un polipéptido,
un casete de expresion o vector o una célula transfectada o transformada de la descripcidn. La descripcién también
proporciona métodos para obtener y usar estos animales no humanos transgénicos.

Los animales no humanos transgénicos pueden ser, por ejemplo, cabras, conejos, ovejas, cerdos, vacas, ratas y
ratones, que comprenden los acidos nucleicos de la descripcion. Estos animales se pueden usar, por ejemplo, como
modelos in vivo para estudiar la actividad de la enzima, o como modelos para cribar agentes que cambian la
actividad enzimatica in vivo. Las secuencias codificantes para los polipéptidos a expresar en los animales no
humanos transgénicos se pueden disefiar para que sean constitutivas, o estén bajo el control de factores
reguladores transcripcionales especificos de tejido, especificos del desarrollo, o inducibles. Los animales no
humanos transgénicos se pueden disefiar y generar usando cualquier método conocido en la técnica; véanse, por
ejemplo, las patentes U.S. n*® 6.211.428; 6.187.992; 6.156.952; 6.118.044; 6.111.166; 6.107.541; 5.959.171;
5.922.854; 5.892.070; 5.880.327; 5.891.698; 5.639.940; 5.573.933; 5.387.742; 5.087.571, que describen la
obtencion y uso de células transformadas y huevos y ratones transgénicos, ratas, conejos, ovejas, cerdos y vacas.
Véase también, por ejemplo, Pollock (1999) J. Immunol. Methods 231:147-157, que describe la produccion de
proteinas recombinantes en la leche de animales productores de leche transgénicos; Baguisi (1999) Nat. Biotechnol.
17:456-461, que demuestra la produccidon de cabras transgénicas. La patente U.S. n° 6.211.428 describe la
obtencion y uso de mamiferos no humanos transgénicos que expresan en sus cerebros un constructo de acido
nucleico que comprende una secuencia de ADN. La patente U.S. n° 5.387.742 describe la inyeccion de secuencias
de ADN recombinantes o sintéticas clonadas en dvulos de raton fertilizados, implantando los 6vulos inyectados en
hembras falsamente prefiadas, y haciéndolos crecer hasta ratones transgénicos cuyas células expresan proteinas
relacionadas con la patologia de la enfermedad de Alzheimer. La patente U.S. n® 6.187.992 describe la obtencién y
uso de un ratén transgénico cuyo genoma comprende una interrupcion del gen que codifica la proteina precursora
de amiloide (APP).

“Animales a los que se les ha suprimido un gen” también se puede usar para la practica de los métodos de la
descripcion. Por ejemplo, en un aspecto, los animales transgénicos o modificados de la descripcion comprenden un
“animal genosuprimido”, por ejemplo un “ratén genosuprimido”, manipulado para que no exprese un gen enddgeno,
que se sustituye por un gen que expresa una enzima de la descripcion, o una proteina de fusion que comprende una
enzima de la descripcion.

Plantas y semillas transgénicas

La descripcién proporciona plantas y semillas transgénicas que comprenden un acido nucleico, un polipéptido (por
ejemplo, un polipéptido implicado en el catabolismo de la clorofila o que tiene una actividad de esterasa (por
ejemplo, clorofilasa)), un casete o vector de expresion, o una célula transfectada o transformada de la descripcion.
La descripcion también proporciona productos vegetales, por ejemplo aceites, semillas, hojas, extractos y similares,
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que comprenden un acido nucleico y/o un polipéptido de la descripcién. La planta transgénica puede ser
dicotiledonea (una dicot) o monocotiledonea (una monocot). La descripcion también proporciona métodos para
obtener y usar estas plantas y semillas transgénicas. La planta o célula vegetal transgénica que expresa un
polipéptido de la descripcién se puede construir segun cualquier método conocido en la técnica. Véase, por ejemplo,
la patente U.S. n° 6.309.872.

Los acidos nucleicos y constructos de expresion de la descripcion se pueden introducir en una célula vegetal por
cualquier medio. Por ejemplo, los acidos nucleicos o constructos de expresion se pueden introducir en el genoma de
un hospedante vegetal deseado, o los acidos nucleicos o constructos de expresién pueden ser episomas. La
introduccion en el genoma de una planta deseada puede ser tal que los elementos de control transcripcionales y/o
traduccionales enddgenos del hospedante regulen la actividad del acido nucleico introducido, ya sea que esté
integrado o sea episdmico. La descripcion también proporciona “plantas genosuprimidas” en las que la insercion de
una secuencia génica mediante, por ejemplo, recombinacidon homoéloga ha interrumpido la expresion del gen
enddgeno. Los medios para generar plantas “genosuprimidas” son bien conocidos en la técnica; véanse, por
ejemplo, Strepp (1998) Proc Natl. Acad. Sci. USA 95:4368-4373; Miao (1995) Plant J 7:359-365. Véase la discusion
sobre plantas transgénicas, mas abajo.

Los acidos nucleicos de la descripcion se pueden usar para conferir rasgos deseados en esencialmente cualquier
planta, por ejemplo plantas que producen almidén, tales como patata, trigo, arroz, cebada, y similares. Los acidos
nucleicos de la descripcién se pueden usar para manipular rutas metabdlicas de una planta a fin de optimizar o
alterar la expresion en el hospedante de un polipéptido de la descripcion, o una enzima homologa en el hospedante.
Esto puede cambiar la actividad de la enzima (por ejemplo, clorofilasa) o el producto de la ruta biosintética (una ruta
degradativa de la clorofila) en la planta. Como alternativa, una enzima o acido nucleico de la descripcidon se puede
usar en la produccion de una planta transgénica para producir un compuesto no producido naturalmente por esa
planta. Esto puede reducir los costes de produccién o crear un nuevo producto.

En un aspecto, la primera etapa en la produccidon de una planta transgénica implica obtener un constructo de
expresion para la expresion en una célula vegetal. Estas técnicas son bien conocidas en la técnica. Pueden incluir
seleccionar y clonar un promotor, una secuencia codificante para facilitar la unién eficiente de ribosomas a ARNm, y
seleccionar las secuencias terminadoras génicas apropiadas. Un promotor constitutivo ejemplar es CaMV35S,
procedente del virus del mosaico de la coliflor, que generalmente da como resultado un grado elevado de expresion
en plantas. Otros promotores son mas especificos y responden a sefiales en el entorno interno o externo de la
planta. Un promotor ejemplar inducible por la luz es el promotor del gen cab, que codifica la proteina de unién a
clorofila a/b mayor.

En un aspecto, el acido nucleico se modifica para lograr una mayor expresion en una célula vegetal. Por ejemplo, es
probable que una secuencia de la descripcion tenga un mayor porcentaje de pares nucleotidicos A-T en
comparacion con el observado en una planta, algunas de los cuales prefieren pares nucleotidicos G-C. Por lo tanto,
los nucledtidos A-T en la secuencia codificante se pueden sustituir por nucledtidos G-C sin cambiar
significativamente la secuencia de aminoacidos para potenciar la produccion del producto génico en células
vegetales.

Se puede afiadir un gen marcador seleccionable al constructo génico a fin de identificar células o tejidos vegetales
que han integrado con éxito el transgén. Esto puede ser necesario debido a que el logro de la incorporacion y
expresion de genes en células vegetales es un suceso raro, que se produce en so6lo un pequefio porcentaje de los
tejidos o células seleccionados como dianas. Los genes marcadores seleccionables codifican proteinas que
proporcionan resistencia a agentes que son normalmente téxicos para las plantas, tales como antibidticos o
herbicidas. Sélo las células vegetales que tienen integrado el gen marcador seleccionable sobreviviran cuando se
hagan crecer en un medio que contiene el antibiético o herbicida apropiado. En cuanto a otros genes insertados, los
genes marcadores también requieren secuencias promotoras y de terminacién para el funcionamiento apropiado.

En un aspecto, la obtencion de plantas o semillas transgénicas comprende incorporar secuencias de la descripcion
y, opcionalmente, genes marcadores en un constructo de expresion diana (por ejemplo, un plasmido), junto con el
posicionamiento de las secuencias promotoras y terminadoras. Esto puede implicar transferir el gen modificado a la
planta a través de un método adecuado. Por ejemplo, se puede introducir directamente un constructo en el ADN
gendmico de la célula vegetal usando técnicas tales como electroporacion y microinyeccion de protoplastos de
células vegetales, o los constructos se pueden introducir directamente al tejido vegetal usando métodos balisticos,
tal como bombardeo de particulas de ADN. Por ejemplo, véase, por ejemplo, Christou (1997) Plant Mol. Biol. 35:197-
203; Pawlowski (1996) Mol. Biotechnol. 6:17-30; Klein (1987) Nature 327:70-73; Takumi (1997) Genes Genet. Syst.
72:63-69, que explican el uso del bombardeo de particulas para introducir transgenes en trigo; y Adam (1997) mas
arriba, para el uso de bombardeo de particulas para introducir YACs en células vegetales. Por ejemplo, Rinehart
(1997), mas arriba, us6 bombardeo de particulas para generar plantas de algodén transgénicas. El aparato para
acelerar particulas se describe en la patente U.S. n° 5.015.580; y el instrumento de aceleracién de particulas
comercialmente disponible de BioRad (Biolistics) PDS-2000; véase también John, patente U.S. n°® 5.608.148; y Ellis,
patente U.S. n° 5.681.730, que describen la transformacion de gimnospermas mediada por particulas.
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En un aspecto, los protoplastos se pueden inmovilizar e inyectar con acidos nucleicos, por ejemplo un constructo de
expresion. Aunque la regeneracion vegetal a partir de protoplastos no es facil con cereales, la regeneracion vegetal
es posible en legumbres usando embriogénesis somatica a partir de callo derivado de protoplasto. Los tejidos
organizados se pueden transformar con ADN desnudo usando técnica de pistola génica, en la que ADN se reviste
sobre microproyectiles de volframio, disparados 1/100 del tamario de las células, que poseen el ADN profundamente
en las células y organulos. El tejido transformado es inducido entonces a regenerarse, habitualmente mediante
embriogénesis somatica. Esta técnica ha tenido éxito en varias especies de cereales, incluyendo maiz y arroz.

Los acidos nucleicos, por ejemplo constructos de expresion, también se pueden introducir en células vegetales
usando virus recombinantes. Las células vegetales se pueden transformar usando vectores viricos, tales como, por
ejemplo, vectores derivados del virus del mosaico del tabaco (Rouwendal (1997) Plant Mol. Biol. 33:989-999), véase
Porta (1996) “Use of viral replicons for the expression of genes in plants”, Mol. Biotechnol. 5:209-221.

Como alternativa, los acidos nucleicos, por ejemplo un constructo de expresion, se puede combinar con regiones de
flanqueo de T-DNA adecuadas y se pueden introducir en un vector hospedante de Agrobacterium tumefaciens
convencional. Las funciones de virulencia del hospedante de Agrobacterium tumefaciens dirigiran la insercion del
constructo y marcador adyacente en el ADN de la célula vegetal cuando la célula es infectada por la bacteria. Las
técnicas de transformacion mediadas por Agrobacterium tumefaciens, incluyendo el desarme y uso de vectores
binarios, estan bien descritas en la bibliografia cientifica. Véase, por ejemplo, Horsch (1984) Science 233:496-498;
Fraley (1983) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:4803 (1983); Gene Transfer to Plants, Potrykus, ed. (Springer-Verlag,
Berlin 1995). EI ADN en una célula de A. tumefaciens esta contenido en el cromosoma bacteriano asi como en otra
estructura conocida como plasmido Ti (inductor de tumores). El plasmido Ti contiene un tramo de ADN denominado
T-DNA (~20 kb de longitud) que es transferido a la célula vegetal en el proceso de infeccion y una serie de genes vir
(virulencia) que dirigen el proceso de infeccion. A. tumefaciens puede infectar solamente a una planta a través de
heridas: cuando una raiz o tallo vegetal es herido, da ciertas sefales quimicas, a cuya respuesta los genes vir de A.
tumefaciens son activados y dirigen una serie de sucesos necesarios para la transferencia del T-DNA desde el
plasmido Ti al cromosoma de la planta. El T-DNA entra entonces en la célula vegetal a través de la herida. Una
suposicion es que el T-DNA espera hasta que el ADN vegetal esta siendo replicado o transcrito, y después se
inserta él mismo en el ADN vegetal expuesto. A fin de usar A. tumefaciens como vector transgénico, se ha de
eliminar la seccion inductora de tumores de T-DNA, mientras que se retienen las regiones frontera de T-DNA y los
genes vir. El transgén se inserta entonces entre las regiones frontera de T-DNA, donde es transferido a la célula
vegetal y se integra en los cromosomas de la planta.

La descripcién proporciona la transformacién de plantas monocotiledéneas usando los acidos nucleicos de la
descripcion, incluyendo cereales importantes; véase Hiei (1997) Plant Mol. Biol. 35:205-218. Véanse también, por
ejemplo, Horsch, Science (1984) 233:496; Fraley (1983) Proc. Natl. Acad. Sci USA 80:4803; Thykjaer (1997) mas
arriba; Park (1996) Plant Mol. Biol. 32:1135-1148, que explican la integracion de T-DNA en ADN gendmico. Véase
también D’Halluin, patente U.S. n® 5.712.135, que describe un procedimiento para la integracion estable de un ADN
que comprende un gen que es funcional en una célula de un cereal, u otra planta monocotiledonea.

En un aspecto, la tercera etapa puede implicar la seleccion y regeneracion de plantas completas capaces de
transmitir a la siguiente generacion el gen diana incorporado. Tales técnicas de regeneracion se basan en la
manipulacién de ciertas fitohormonas en un medio de crecimiento de cultivo tisular, que se basa tipicamente en un
marcador biocida y/o herbicida que se ha introducido junto con las secuencias nucleotidicas deseadas. La
regeneracion vegetal a partir de los protoplastos cultivados se describe en Evans et al., Protoplasts Isolation and
Culture, Handbook of Plant Cell Culture, p. 124-176, MacMillilan Publishing Company, Nueva York, 1983; y Binding,
Regeneration of Plants, Plant Protoplasts, p. 21-73, CRC Press, Boca Raton, 1985. La regeneracion también se
puede obtener a partir de callo vegetal, explantes, 6rganos, o sus partes. Tales técnicas de regeneracion se
describen generalmente en Klee (1987) Ann. Rev. of Plant Phys. 38:467-486. Para obtener plantas completas a
partir de tejidos transgénicos, tales como embriones inmaduros, se pueden hacer crecer en condiciones ambientales
controladas en una serie de medios que contienen nutrientes y hormonas, un proceso conocido como cultivo de
tejidos. Una vez que se generan plantas completas y se producen semillas, comienza la evaluacion de la progenie.

Después de que el casete de expresion se incorpora de forma estable en plantas transgénicas, se puede introducir
en otras plantas mediante cruzamiento sexual. Se puede usar cualquiera de un nimero de técnicas de reproduccion
estandar, dependiendo de la especie a cruzar. Puesto que la expresion transgénica de los acidos nucleicos de la
descripcion conduce a cambios fenotipicos, las plantas que comprenden los acidos nucleicos recombinantes de la
descripcion se pueden cruzar sexualmente con una segunda planta para obtener un producto final. De este modo, la
semilla de la descripcidn se puede derivar de un cruce entre dos plantas transgénicas de la descripcion, o un cruce
entre una planta de la descripcion y otra planta. Los efectos deseados (por ejemplo, expresion de los polipéptidos de
la descripcion para producir una planta en la que esta alterado el comportamiento de la floracién o de la siembra) se
pueden potenciar cuando ambas plantas parentales expresan los polipéptidos de la descripcién. Los efectos
deseados se pueden pasar a las futuras generaciones de plantas por medios de propagacion estandar.

Los acidos nucleicos y polipéptidos de la descripcion se expresan o insertan en cualquier planta o semilla. Las
plantas transgénicas de la descripcion pueden ser dicotiledéneas o monocotiledoneas. Los ejemplos de plantas
transgénicas monocotiledoneas de la descripcion son hierbas tales como poa comun (hierba verde, Poa), hierba
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forrajera tal como festuca, lolio, hierba templada, tal como Agrostis, y cereales, por ejemplo trigo, avena, centeno,
cebada, arroz, sorgo, y maiz (maiz). Los ejemplos de plantas transgénicas dicotiledéneas de la descripcion son
tabaco, legumbres, tales como lupinos, patata, remolacha, guisante, haba y haba de soja, y plantas cruciferas
(familia Brassicaceae), tal como coliflor, colza, y el organismo modelo estrechamente relacionado Arabidopsis
thaliana. De este modo, las plantas y semillas transgénicas de la descripcion incluyen un amplio intervalo de plantas,
incluyendo, pero sin limitarse a, especies de los géneros Anacardium, Arachis, Asparagus, Atropa, Avena, Brassica,
Citrus, Citrullus, Capsicum, Carthamus, Cocos, Coffea, Cucumis, Cucurbita, Daucus, Elaeis, Fragaria, Glycine,
Gossypium, Helianthus, Heterocallis, Hordeum, Hyoscyamus, Lactuca, Linum, Lolium, Lupinus, Lycopersicon, Malus,
Manihot, Majorana, Medicago, Nicotiana, Olea, Oryza, Panieum, Pannisetum, Persea, Phaseolus, Pistachia, Pisum,
Pyrus, Prunus, Raphanus, Ricinus, Secale, Senecio, Sinapis, Solanum, Sorghum, Theobromus, Trigonella, Triticum,
Vicia, Vitis, Vigna, y Zea.

En realizaciones alternativas, los acidos nucleicos de la descripcién se expresan en plantas que contienen células de
fibras, incluyendo, por ejemplo, algodén, arbol de algodén de seda (Kapok, Ceiba pentandra), sauce del desierto,
arbol de creosota, Krascheninnikovia lanata, balsa, ramio, kenaf, cafiamo, roda de Jamaica, yute, sisal, abaca y lino.
En realizaciones alternativas, las plantas transgénicas de la descripcion pueden ser miembros del género
Gossypium, incluyendo miembros de cualquier especie de Gossypium, tales como G. arboreum, G. herbaceum, G.
barbadense, y G. hirsutum.

La descripcion también proporciona plantas transgénicas a usar para producir grandes cantidades de los
polipéptidos (por ejemplo, enzimas o anticuerpo) de la descripcion. Por ejemplo, véanse Palmgren (1997) Trends
Genet. 13:348; Chong (1997) Transgenic Res. 6:289-296 (que producen la proteina de leche humana beta-caseina
en plantas de patata transgénicas usando un promotor de manopina sintasa (mas1’,2’) bidireccional, inducible con
auxina, con métodos de transformacion de discos de hoja mediada por Agrobacterium tumefaciens).

Usando procedimientos conocidos, el experto puede cribar plantas de la descripciéon para detectar el incremento o
disminucion de ARNm o proteina transgénica en plantas transgénicas. Los medios para detectar y cuantificar ARNm
o proteinas son bien conocidos en la técnica.

Polipéptidos y péptidos

En un aspecto, la descripcién proporciona polipéptidos aislados, sintéticos o recombinantes que tienen una identidad
de secuencia (por ejemplo, al menos 50%, 51%, 52%, 53%, 54%, 55%, 56%, 57%, 58%, 59%, 60%, 61%, 62%,
63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%,
83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5%, o mas, o
completa (100%) de identidad de secuencia) con una secuencia ejemplar de la descripcion, por ejemplo proteinas
que tiene una secuencia como se expone en SEC ID NO:2, SEC ID NO:4, SEC ID NO:6, SEC ID NO:8, SEC ID
NO:10, SEC ID NO:12, SEC ID NO:14, SEC ID NO:16, SEC ID NO:18 o SEC ID NO:20.

En un aspecto, un polipéptido de la descripcién tiene una actividad de esterasa, tal como una actividad de clorofilasa
(una clasa), o tiene una actividad enzimatica que comprende modificacion enzimatica de una molécula de clorofila,
por ejemplo, en el que la modificacion enzimatica comprende el catabolismo de la molécula de la clorofila. En un
aspecto, la actividad de esterasa comprende una actividad de clorofila clorofilido-hidrolasa.

Otro aspecto de la descripcion proporciona un polipéptido o péptido aislado, sintético o recombinante que incluye al
menos 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 6 100 o mas bases consecutivas de una
secuencia polipeptidica o peptidica de la descripcion, secuencias sustancialmente idénticas a ellas, y las secuencias
complementarias a ellas. El péptido puede ser, por ejemplo, un fragmento inmunégeno, un motivo (por ejemplo, un
sitio de unidn), una secuencia sefial, una secuencia prepro o dominios cataliticos (CDs) o un sitio activo.

La descripcion también proporciona polipéptidos quiméricos (y los acidos nucleicos que los codifican) que
comprenden al menos dos enzimas de la descripcion o sus subsecuencias, por ejemplo sitios activos, o dominios
cataliticos (CDs). Una proteina quimérica de la descripcion (por ejemplo, una proteina de fusion, u otro
heterodimero, por ejemplo dos dominios unidos por otros medios, por ejemplo un enlazador, o electrostaticamente)
puede comprender un polipéptido (por ejemplo, péptido de sitio activo o de dominio catalitico) de la descripcion y
otro polipéptido (por ejemplo, péptido de sitio activo o de dominio catalitico) de la descripcion u otro polipéptido. Por
ejemplo, una proteina quimérica de la descripcion puede tener cualquier actividad de un polipéptido implicado en el
catabolismo de la clorofila o que tiene una actividad de esterasa (por ejemplo, clorofilasa), por ejemplo, como se
describe aqui. En un aspecto, la proteina quimérica de la descripcion comprende una fusién de dominios, por
ejemplo un dominio Unico puede mostrar una o cualquier combinacién de actividades.

Los polipéptidos de la descripcion incluyen enzimas en una forma activa o inactiva. Por ejemplo, los polipéptidos de
la descripcion incluyen proproteinas antes de la “maduracion” o procesamiento de las secuencias prepro, por
ejemplo por medio de una enzima de procesamiento de proproteinas, tal como una proproteina convertasa, para
generar una proteina mutante “activa”. Los polipéptidos de la descripcion incluyen enzimas inactivas por otras
razones, por ejemplo, antes de la “activacion” mediante un evento de procesamiento post-traduccional, por ejemplo
una acciéon de endo- o exo-peptidasa o proteinasa, un suceso de fosforilacion, una amidacion, una glicosilacion o
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una sulfuracioén, un suceso de dimerizacion, y similares. Los polipéptidos de la descripcion incluyen todas las formas
activas, incluyendo subsecuencias activas, por ejemplo dominios cataliticos o sitios activos, de las enzimas.

Los métodos para identificar secuencias con dominio “prepro” y secuencias sefial son bien conocidos en la técnica;
véase, por ejemplo, Van de Ven (1993) Crit. Rev. Oncog. 4 (2):115-136. Por ejemplo, para identificar una secuencia
prepro, la proteina se purifica a partir del espacio extracelular y se determina la secuencia N-terminal de las
proteinas y se compara con la forma no procesada.

La descripcion incluye polipéptidos con o sin una secuencia sefial y/o una secuencia prepro. La descripcion incluye
polipéptidos con secuencias sefal y/o secuencias prepro heterdlogas. La secuencia prepro (incluyendo una
secuencia de la descripcion usada como dominio prepro heterélogo) se puede localizar sobre el extremo amino
terminal o carboxi terminal de la proteina. La descripciébn también incluye secuencias sefial aisladas o
recombinantes, secuencias prepro y dominios cataliticos (por ejemplo, “sitios activos”) que comprenden secuencias
de la descripcién.

El porcentaje de identidad de secuencia se puede encontrar a lo largo de toda la longitud del polipéptido, o la
identidad se puede encontrar a lo largo de una regién de al menos alrededor de 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200,
250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700 o mas restos. Los polipéptidos de la descripcién también pueden
ser mas cortos que la longitud completa de los polipéptidos ejemplares. En aspectos alternativos, se proporcionan
aqui polipéptidos (péptidos, fragmentos) que tienen un tamafio que oscila entre alrededor de 5 y la longitud total de
un polipéptido, por ejemplo una enzima de la descripcion; siendo los tamafios ejemplares de alrededor de 5, 10, 15,
20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 100, 125, 150, 175, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550,
600, 650, 700, o mas restos, por ejemplo restos contiguos de una enzima ejemplar de la descripcion.

Los péptidos de la descripcion (por ejemplo, una subsecuencia de un polipéptido ejemplar de la descripciéon) pueden
ser utiles, por ejemplo, como sondas de marcaje, antigenos, toleragenos, motivos, sitios activos de enzimas (por
ejemplo, “dominios cataliticos” de enzimas de la descripcidn), sitios de unidon de enzimas de la descripcion,
secuencias sefial y/o dominios prepro.

Los polipéptidos y péptidos de la descripcion se pueden aislar a partir de fuentes naturales, pueden ser sintéticos, o
pueden ser polipéptidos generados recombinantemente. Los péptidos y proteinas se pueden expresar
recombinantemente in vitro o in vivo. Los péptidos y polipéptidos de la descripcion se pueden obtener y aislar
usando cualquier método conocido en la técnica. Los polipéptidos y péptidos de la descripcion se pueden sintetizar
también, completamente o en parte, usando métodos quimicos bien conocidos en la técnica. Véanse, por ejemplo,
Caruthers (1980) Nucleic Acids Res. Symp. Ser. 215-223; Horn (1980) Nucleic Acids Res. Symp. Ser. 225-232;
Banga, A.K., Therapeutic Peptides and Proteins, Formulation, Processing and Delivery Systems (1995) Technomic
Publishing Co., Lancaster, PA. Por ejemplo, la sintesis peptidica se puede llevar a cabo usando diversas técnicas en
fase solida (véanse, por ejemplo, Roberge (1995) Science 269:202; Merrifield (1997) Methods Enzymol. 289:3-13) y
la sintesis automatica se puede lograr, por ejemplo, usando el Sintetizador de Péptidos ABI 431A (Perkin Elmer) de
acuerdo con las instrucciones proporcionadas por el fabricante.

Los péptidos y polipéptidos de la descripcion también se pueden glucosilar. La glicosilacién se puede afadir post-
traduccionalmente ya sea quimicamente o mediante mecanismos biosintéticos celulares, en los que estos ultimos
incorporan el uso de motivos de glicosilacion conocidos, que pueden ser nativos para la secuencia o se pueden
afadir en forma de un péptido o afiadir en la secuencia de acido nucleico codificante. La glicosilacion puede estar
enlazada via O o enlazada via N.

Los péptidos y polipéptidos de la descripcidon, como se definen anteriormente, incluyen todas las formas “miméticas”
y “peptidomiméticas”. Los términos “mimético” y “peptidomimético” se refieren a un compuesto quimico sintético que
tiene sustancialmente las mismas caracteristicas estructurales y/o funcionales de los polipéptidos de la descripcion.
El mimético puede estar compuesto completamente de analogos sintéticos no naturales de aminoacidos, o es una
molécula quimérica de aminoacidos peptidicos parcialmente naturales y analogos parcialmente no naturales de
aminoacidos. El mimético también puede incorporar cualquier cantidad de sustituciones conservativas de
aminoacidos naturales, en tanto que tales sustituciones tampoco alteren sustancialmente la estructura y/o actividad
del mimético. En cuanto a los polipéptidos de la descripcidon que son variantes conservativas, la experimentacion
habitual determinara si un mimético esta dentro del alcance de la descripcién, es decir, que su estructura y/o funcion
no esté sustancialmente alterada a partir de un polipéptido ejemplar de la descripcion. En un aspecto, una
composicion mimética se usa en una composicion, sistema celular o procedimiento de la descripcién (por ejemplo,
una célula hospedante que tiene un plasmido que expresa al menos una enzima de la descripcion).

Las composiciones miméticas polipeptidicas de la descripcidon pueden contener cualquier combinacién de
componentes estructurales no naturales. En aspecto alternativo, las composiciones miméticas de la descripcion
incluyen uno o todos los siguientes tres grupos estructurales: a) grupos de enlace de restos, distintos de los enlaces
de amida naturales (“enlace peptidico”); b) restos no naturales en lugar de restos de aminoacidos de origen natural;
o c) restos que inducen un mimetismo estructural secundario, es decir, inducen o estabilizan una estructura
secundaria, por ejemplo una vuelta beta, vuelta gamma, lamina beta, conformacion de hélice alfa, y similar. Por
ejemplo, un polipéptido de la descripcion se puede caracterizar como un mimético cuando todos o algunos de sus
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restos estan unidos por medios quimicos distintos de enlaces peptidicos naturales. Los restos peptidomiméticos
individuales se pueden unir mediante enlaces peptidicos, otros enlaces quimicos o medios de acoplamiento, tales
como, por ejemplo, glutaraldehido, ésteres de N-hidroxisuccinimida, maleimidas bifuncionales, N,N’-
diciclohexilcarbodiimida (DCC) o N,N’-diisopropilcarbodiimida (DIC). Los grupos enlazantes que pueden ser una
alternativa a los enlazamientos con enlaces de amida tradicionales (“enlace peptidico”) incluyen, por ejemplo,
cetometileno (por ejemplo, -C(=0)-CHz- para -C(=0)-NH-), aminometileno (CH»>-NH), etileno, olefina (CH=CH), éter
(CH2-0), tioéter (CH2-S), tetrazol (CN4-), tiazol, retroamida, tioamida, o éster (véase, por ejemplo, Spatola (1983) en
Chemistry and Biochemistry of Amino Acids, Peptides and Proteins, Vol. 7, p. 267-357, “Peptide Backbone
Modifications,” Marcell Dekker, NY).

Un polipéptido de la descripcion también se puede caracterizar como un mimético al contener todos o algunos restos
no naturales en lugar de restos de aminoacidos de origen natural. Los restos no naturales estan bien descritos en la
bibliografia cientifica y de patentes; mas abajo se describen unas pocas composiciones no naturales ejemplares
utiles como miméticos de restos de aminoacidos naturales y directrices. Los miméticos de aminoacidos aromaticos
se pueden generar sustituyendo, por ejemplo, D- o L-nafilalanina; D- o L-fenilglicina; D- o L-2-tienilalanina; D- o L-1, -
2, 3-, o 4-pirenilalanina; D- o L-3-tienilalanina; D- o L-(2-piridinil)-alanina; D- o L-(3-piridinil)-alanina; D- o L-(2-
pirazinil)-alanina; D- o L-(4-isopropil)-fenilglicina; D-(trifluorometil)-fenilglicina; D-(trifluorometil)-fenilalanina; D-p-
fluoro-fenilalanina; D o L-p-bifenilfenilalanina; D- o L-p-metoxi-bifenilfenilalanina; D- o L-2-indol(alquil)alaninas; y, D-
o L-alquilaninas, en los que alquilo puede ser metilo, etilo, propilo, hexilo, butilo, pentilo, isopropilo, isobutilo, sec-
isotilo, iso-pentilo, sustituidos o no sustituidos, o aminoacidos no acidos. Los anillos aromaticos de un aminoacido no
natural incluyen, por ejemplo, anillos aromaticos de tiazolilo, tiofenilo, pirazolilo, bencimidazolilo, naftilo, furanilo,
pirrolilo, y piridilo.

Los miméticos de aminoacidos acidos se pueden generar por sustitucion mediante, por ejemplo, aminoacidos no
carboxilados a la vez que se mantiene una carga negativa; (fosfono)alanina; treonina sulfatada. Los grupos laterales
carboxilicos (por ejemplo, aspartilo o glutamilo) también se pueden modificar selectivamente mediante reaccion con
carbodiimidas (R’-N-C-N-R’) tales como, por ejemplo, 1-ciclohexil-3(2-morfolinil-(4-etil) carbodiimida o 1-etil-3(4-
azonia-4,4-dimetolpentil) carbodiimida. Aspartilo o glutamilo también se puede convertir en restos asparaginilo y
glutaminilo mediante reaccion con iones amonio. Los miméticos de aminoacidos basicos se pueden generar
mediante sustituciéon con, por ejemplo, (ademas de lisina y arginina) los aminoacidos ornitina, citrulina, o acido
(guanidino)-acético, o acido (guanidino)alquil-acético, en los que alquilo es como se define anteriormente. Los
derivados de nitrilo (por ejemplo, que contienen el resto CN- en lugar de COOH) se pueden sustituir por asparagina
o0 glutamina. Los restos asparaginilo y glutaminilo se pueden desaminar a los restos aspartiio o glutamilo
correspondientes. Los miméticos de restos de arginina se pueden generar haciendo reaccionar arginilo con, por
ejemplo, uno o mas reactivos convencionales, incluyendo, por ejemplo, fenilglioxal, 2,3-butanodiona, 1,2-
ciclohexanodiona, o ninhidrina, en un aspecto en condiciones alcalinas. Los miméticos de restos de tirosina se
pueden generar haciendo reaccionar tirosilo con, por ejemplo, compuestos de diazonio aromaticos o
tetranitrometano. Se puede usar N-acetilimidazol y tetranitrometano para formar especies O-acetiltirosilicas y
derivados 3-nitro, respectivamente. Los miméticos de restos de cisteina se pueden generar haciendo reaccionar
restos de cisteinilo con, por ejemplo, alfa-haloacetatos tales como acido 2-cloroacético o cloracetamida y aminas
correspondientes, para dar derivados carboximetilicos o carboxiamidometilicos. Los miméticos de restos de cisteina
también se pueden generar haciendo reaccionar restos cisteinilicos con, por ejemplo, bromo-trifluoroacetona, acido
alfa-bromo-beta-(5-imidozoil)propiénico; fosfato de cloroacetilo, N-alquilmaleimidas, disulfuro de 3-nitro-2-piridilo;
disulfuro de metil 2-piridilo; p-cloromercuribenzoato; 2-cloromercuri-4 nitrofenol; o, cloro-7-nitrobenzo-oxa-1,3-diazol.
Los miméticos de lisina se pueden generar (y los restos aminoterminales se pueden alterar) haciendo reaccionar
lisinilo con, por ejemplo, anhidrido succinico u otros anhidridos de acidos carboxilicos. Los miméticos de restos de
lisina y que contienen otros alfa-amino también se pueden generar mediante reaccién con imidoésteres, tales como
picolinimidato de metilo, fosfato de piridoxal, piridoxal, cloroborohidruro, acido trinitrobencenosulfénico, O-
metilisourea, 2,4-pentanodiona y reacciones catalizadas por transamidasa con glioxilato. Los miméticos de metionina
se pueden generar mediante reaccion con, por ejemplo, sulféxido de metionina. Los miméticos de prolina incluyen,
por ejemplo, acido pipecodlico, acido tiazolidincarboxilico, 3- o 4-hidroxiprolina, deshidroprolina, 3- o 4-metilprolina o
3,3-dimetilprolina. Los miméticos de restos de histidina se pueden generar haciendo reaccionar histidilo con, por
ejemplo, procarbonato de dietilo o bromuro de para-bromofenacilo. Otros miméticos incluyen, por ejemplo, los
generados mediante hidroxilacion de prolina y lisina; la fosforilacion de los grupos hidroxilo de restos serilo o treonilo;
la metilacion de los grupos alfa-amino de lisina, arginina e histidina; la acetilacion de la amina N-terminal; la
metilacion de restos amidicos de cadena principal o la sustitucion con aminoacidos N-metilicos, o la amidaciéon de
grupos carboxilicos C-terminales.

Un resto, por ejemplo un aminoacido, de un polipéptido de la descripcién también se puede sustituir por un
aminoacido (o resto peptidomimético) de la quiralidad opuesta. De este modo, cualquier aminoacido de origen
natural en la configuracion L (que también se puede denominar como R o S, dependiendo de la estructura de la
entidad quimica) se puede sustituir por el aminoacido del mismo tipo estructural quimico o un peptidomimético, pero
de la quiralidad opuesta, denominado como el D-aminoacido, pero también se puede denominar como la forma R o
S.

La descripciéon también proporciona métodos para modificar los polipéptidos de la descripcion mediante procesos
naturales, tales como procesamiento post-traduccional (por ejemplo, fosforilacion, acilacion, etc.), o mediante
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técnicas de modificacion quimica, y los polipéptidos modificados resultantes. Las modificaciones se pueden producir
en cualquier parte en el polipéptido, incluyendo la cadena principal peptidica, las cadenas laterales de aminoacidos,
y los términos amino o carboxilo. Se apreciara que el mismo tipo de modificacion puede estar presente en los
mismos grados o grados variables en varios sitios en un polipéptido dado. También, un polipéptido dado puede tener
muchos tipos de modificaciones. Las modificaciones incluyen acetilacion, acilacion, ribosilacién con ADP, amidacion,
union covalente de flavina, unién covalente de resto hemo, unidon covalente de un nucleétido o derivado nucleotidico,
unién covalente de un lipido o derivado lipidico, uniéon covalente de un fosfatidilinositol, ciclacién por reticulacion,
formacion de enlace de disulfuro, desmetilacion, formacion de reticulaciones covalentes, formacion de cisteina,
formacién de piroglutamato, formilacion, gamma-carboxilacion, glicosilacion, formacion de anclaje de GPI,
hidroxilacién, yodacion, metilacion, miristoilacion, oxidacion, pegilacion, procesamiento proteolitico, fosforilacion,
prenilacion, racemizacion, selenoilacion, sulfatacion, y adicién de aminoacidos mediada por ARN de transferencia a
proteina, tal como arginilacion. Véanse, por ejemplo, Creighton, T.E., Proteins - Structure and Molecular Properties
28 Ed., W.H. Freeman and Company, Nueva York (1993); Posttranslational Covalent Modification of Proteins, B.C.
Johnson, Ed., Academic Press, Nueva York, p. 1-12 (1983).

También se pueden usar métodos de sintesis quimica de péptidos en fase sdélida para sintetizar el polipéptido o
fragmentos de la descripcion. Tal método se conoce en la técnica desde principios de 1960 (Merrifield, R. B., J. Am.
Chem. Soc., 85:2149-2154, 1963) (véase también Stewart, J. M. y Young, J. D., Solid Phase Peptide Synthesis, 22
Ed., Pierce Chemical Co., Rockford, Ill., p. 11-12)), y se ha empleado recientemente en kits de sintesis y disefio de
péptidos de laboratorio comercialmente disponibles (Cambridge Research Biochemicals). Tales kits de laboratorio
comercialmente disponibles han utilizado generalmente las ensefianzas de H. M. Geysen et al, Proc. Natl. Acad.
Sci., USA, 81:3998 (1984), y proporcionan la sintesis de péptidos sobre las puntas de una multitud de “varillas” o
“alfileres”, todos los cuales estan conectados a una unica placa. Cuando se utiliza tal sistema, se invierte y se inserta
una placa de varillas o alfileres en una segunda placa de pocillos o reservorios correspondientes, que contiene
disoluciones para la union o anclaje de un aminoacido apropiado a las puntas de los alfileres o varillas. Repitiendo
tal etapa del proceso, es decir, invirtiendo e insertando las puntas de las varillas y alfileres en disoluciones
apropiadas, se construyen aminoacidos en péptidos deseados. Ademas, hay disponible un niumero de sistemas de
sintesis de péptidos FMOC disponibles. Por ejemplo, el ensamblaje de un polipéptido o fragmento se puede llevar a
cabo sobre un soporte sélido usando un sintetizador de péptidos automatizado de Applied Biosystems, Inc. Modelo
431A™. Tal equipo proporciona un acceso facil a los péptidos de la descripcion, ya sea mediante sintesis directa o
mediante sintesis de una serie de fragmentos que se pueden acoplar usando otras técnicas conocidas.

La descripcion incluye polipéptidos de la descripcion con y sin sefial. El polipéptido que comprende una secuencia
sefal de la descripcion puede ser un polipéptido de la descripcién u otro polipéptido.

La descripcion incluye polipéptidos inmovilizados de la descripcién, incluyendo enzimas, anticuerpos y fragmentos
de los mismos. La descripcién proporciona métodos para inhibir la actividad polipeptidica, por ejemplo usando
mutantes negativos dominantes o anticuerpos de la descripcion. La descripcion incluye heterocomplejos, por
ejemplo proteinas de fusion, heterodimeros, etc., que comprenden las enzimas de la descripcion.

Los polipéptidos de la descripcion pueden tener actividad enzimatica en diversas condiciones, por ejemplo extremas
en pH y/o temperatura, agentes oxidantes, y similares. La descripcién proporciona métodos que conducen a
preparaciones de enzima alternativas con diferentes eficacias y estabilidades cataliticas, por ejemplo frente a
temperatura, agentes oxidantes y condiciones de lavado variables. En un aspecto, las variantes enzimaticas se
pueden producir utilizando técnicas de mutagénesis dirigida al sitio y/o mutagénesis al azar. En un aspecto, se
puede usar la evolucién dirigida para producir una gran variedad de variantes enzimaticas con especificidades y
estabilidad alternativa.

Las proteinas de la descripcion también son uUtiles como reactivos de investigacion para identificar moduladores
enzimaticos, por ejemplo activadores o inhibidores de la actividad enzimatica. En resumen, se afiaden muestras de
ensayo (compuestos, caldos, extractos, y similares) a ensayos enzimaticos para determinar su capacidad para
inhibir la escision del sustrato. Los inhibidores identificados de esta manera se pueden usar en industria e
investigacion para reducir o evitar la proteolisis indeseada. Los inhibidores enzimaticos se pueden combinar para
incrementar el espectro de actividad.

La descripcion también proporciona métodos para descubrir nuevas enzimas que tienen actividad similar a una
enzima de la descripcion usando los acidos nucleicos, polipéptidos y anticuerpos de la descripcion. En un aspecto,
las bibliotecas de fagémidos se criban para el descubrimiento de una nueva enzima a base de expresion. El cribado
de las bibliotecas de fagos o fagomidos puede permitir la deteccion de clones téxicos, el acceso mejorado al
sustrato, una menor necesidad de manipulacién mediante ingenieria de un hospedante, evitando el potencial de
cualquier desplazamiento resultante de la excision masica de la biblioteca, y un crecimiento mas rapido a
densidades bajas de clones. El cribado de las bibliotecas de fagos o fagémidos puede hacerse en fase liquida o en
fase solida. En un aspecto, la descripcion proporciona el cribado en fase liquida. Esto da una mayor flexibilidad en
las condiciones del ensayo, una flexibilidad adicional de sustratos, una mayor sensibilidad para clones débiles, y una
facilidad de automatizacién con respecto al cribado en fase sélida.
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La descripcion proporciona métodos de cribado que usan las proteinas y acidos nucleicos de la descripcion y
automatizacion roboética para posibilitar la ejecucion de muchos miles de reacciones biocataliticas y analisis de
cribado en un corto periodo de tiempo, por ejemplo por dia, asi como asegurar un nivel elevado de exactitud y
reproducibilidad (véase la discusién de matrices, mas abajo). Como resultado, se puede producir una biblioteca de
compuestos derivados en cuestidon de semanas. Para ensefianzas posteriores sobre la modificacién de moléculas,
incluyendo moléculas pequefias, véase el documento PCT/US94/09174.

Otro aspecto de la descripcion es un polipéptido aislado o purificado que comprende la secuencia de uno de la
descripcion, o fragmentos que comprenden al menos alrededor de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 75, 100, o 150
aminoacidos consecutivos del mismo. Como se ha comentado anteriormente, tales polipéptidos se pueden obtener
insertando un acido nucleico que codifica el polipéptido en un vector de manera que la secuencia codificante esté
enlazada operablemente a una secuencia capaz de dirigir la expresion del polipéptido codificado en una célula
hospedante adecuada. Por ejemplo, el vector de expresion puede comprender un promotor, un sitio de unién al
ribosoma para el inicio de la traduccion, y un terminador de la transcripcion. El vector puede incluir también
secuencias apropiadas para amplificar la expresion.

Otro aspecto de la descripcion es polipéptidos o fragmentos de los mismos que tienen una identidad (homologia) de
secuencia al menos alrededor de 50%, al menos alrededor de 55%, al menos alrededor de 60%, al menos alrededor
de 65%, al menos alrededor de 70%, al menos alrededor de 75%, al menos alrededor de 80%, al menos alrededor
de 85%, al menos alrededor de 90%, al menos alrededor de 95%, o mas de alrededor de 95% con uno de los
polipéptidos de la descripcion, o un fragmento que comprende al menos 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 75, 100, o
150 aminoacidos consecutivos de los mismos. La identidad (homologia) de secuencia se puede determinar usando
cualquiera de los programas descritos anteriormente que alinea los polipéptidos o fragmentos que se estan
comparando y determina el grado de identidad o similitud de aminoacidos entre ellos. Se apreciara que la
equivalencia, o identidad, u "homologia" de aminoacidos incluye sustituciones de aminoacidos conservativas tales
como las descritas anteriormente.

Los polipéptidos o fragmentos que tienen homologia con uno de los polipéptidos de la descripcion, o un fragmento
que comprende al menos alrededor de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 75, 100, o 150 aminoacidos consecutivos de
los mismos, se pueden obtener aislando los acidos nucleicos que los codifican usando las técnicas descritas
anteriormente.

Alternativamente, los polipéptidos o fragmentos homdlogos se pueden obtener a través de procedimientos
bioquimicos de enriquecimiento o purificacion. La secuencia de polipéptidos o fragmentos potencialmente
homologos se puede determinar mediante ensayos de actividad, electroforesis en gel y/o microsecuenciacion. La
secuencia del polipéptido o fragmento homologo probable se puede comparar con uno de los polipéptidos de la
descripcion, o un fragmento que comprende al menos alrededor de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 75, 100, o 150
aminoacidos consecutivos de los mismos, usando cualquiera de los programas descritos anteriormente.

Otro aspecto de la descripcion es un ensayo para identificar fragmentos o variantes de la descripcién, que conservan
la funciéon enzimatica de los polipéptidos de la descripcion. Por ejemplo, los fragmentos o variantes de los
polipéptidos de la descripcion se pueden usar para catalizar reacciones bioguimicas, que indican que el fragmento o
variante conserva la actividad enzimatica de un polipéptido de la descripcion.

El ensayo para determinar si los fragmentos de variantes conservan la actividad enzimatica de los polipéptidos de la
descripcion incluye las etapas de: poner en contacto el fragmento polipeptidico o variante con una molécula sustrato
en condiciones que permitan al fragmento polipeptidico o variante funcionar y detectar cualquier descenso en el nivel
de sustrato o un incremento en el nivel del producto de reaccion especifico de la reacciéon entre el polipéptido y
sustrato.

Los polipéptidos de la descripcion, o fragmentos que comprenden al menos 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 75, 100,
o 150 aminoacidos consecutivos de los mismos, se pueden usar en una variedad de aplicaciones. Por ejemplo, los
polipéptidos o fragmentos de los mismos se pueden usar para catalizar reacciones bioquimicas. En consecuencia
con un aspecto de la descripcién, se proporciona un procedimiento para la utilizacién de los polipéptidos de la
descripcion o polinucleétidos que codifican tales polipéptidos para hidrolizar enlaces éster. En tales procedimientos,
una sustancia que contiene un enlace éster (por ejemplo, una clorofila) se pone en contacto con uno de los
polipéptidos de la descripcién, o sus secuencias sustancialmente idénticas en condiciones que faciliten la hidrdélisis
del enlace de éster.

La presente descripcion explota las propiedades cataliticas Unicas de las enzimas. Mientras que el uso de
biocatalizadores (es decir, enzimas purificadas o brutas, células no vivas o vivas) en transformaciones quimicas
requiere normalmente la identificacion de un biocatalizador particular que reacciona con un compuesto de partida
especifico, la presente descripcion usa biocatalizadores seleccionados y condiciones de reaccidon que son
especificas para grupos funcionales que estan presentes en muchos compuestos de partida, tales como pequefias
moléculas. Cada biocatalizador es especifico para un grupo funcional, o varios grupos funcionales relacionados, y
puede reaccionar con muchos compuestos de partida que contienen este grupo funcional.
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Las reacciones biocataliticas producen una poblacién de derivados a partir de un Unico compuesto de partida. Estos
derivados se pueden someter a otra ronda de reacciones biocataliticas para producir una segunda poblacion de
compuestos derivados. Se pueden producir miles de variaciones del compuesto o pequefia molécula original con
cada iteracion de la derivatizacion biocatalitica.

Las enzimas reaccionan en sitios especificos de un compuesto de partida sin afectar al resto de la molécula, un
proceso que es muy dificil de lograr usando métodos quimicos tradicionales. Este grado elevado de especificidad
biocatalitica proporciona el medio para identificar un Unico compuesto activo en una biblioteca. La biblioteca se
caracteriza por la serie de reacciones biocataliticas usadas para producirla, una denominada “historia biosintética”.
El cribado de la biblioteca en busca de actividades bioldgicas y el trazado de la historia biosintética identifica la
secuencia de reacciones especificas que produce el compuesto activo. La secuencia de reacciones se repite, y se
determina la estructura del compuesto sintetizado. Este modo de identificacién, a diferencia de otros enfoques
sintéticos y de cribado, no requiere tecnologias de inmovilizacion, y los compuestos se pueden sintetizar y ensayar
libremente en disolucién usando virtualmente cualquier tipo de ensayo de cribado. Es importante sefialar que el
grado elevado de especificidad de las reacciones enzimaticas sobre grupos funcionales permite el “trazado” de
reacciones enzimaticas especificas que constituyen la biblioteca producida biocataliticamente.

Muchas de las etapas de procedimiento se llevan a cabo usando automatizacién roboética que permite la ejecucion
de muchos miles de reacciones biocataliticas y ensayos de cribado por dia, asi como aseguran un nivel elevado de
exactitud y reproducibilidad. Como resultado, se puede producir una biblioteca de compuestos derivados en cuestion
de semanas, que se tardaria afios en producir usando los métodos quimicos actuales.

En un aspecto particular, la descripcién proporciona un método para modificar moléculas pequeias, que comprende
poner en contacto un polipéptido codificado por un polinucleétido descrito aqui, o fragmentos enzimaticamente
activos del mismo, con una molécula pequefia para producir una molécula pequefia modificada. Una biblioteca de
moléculas pequenas modificadas se somete a ensayo para determinar si una molécula pequefia modificada esta
presente en la biblioteca que exhibe una actividad deseada. Una reaccién biocatalitica especifica que produces la
molécula pequefia modificada de actividad deseada se identifica eliminando sistematicamente cada una de las
reacciones biocataliticas usadas para producir una porcién de la biblioteca, y después sometiendo a ensayo las
moléculas pequefias producidas en la porcién de la biblioteca en busca de la presencia o ausencia de la molécula
pequefia modificada con la actividad deseada. Las reacciones biocataliticas especificas que producen la molécula
pequefa modificada de actividad deseada se repite opcionalmente. Las reacciones biocataliticas se llevan a cabo
con un grupo de biocatalizadores que reaccionan con restos estructurales distintos encontrados en la estructura de
una molécula pequefia, cada biocatalizador es especifico para un resto estructural o un grupo de restos
estructurales relacionados; y cada biocatalizador reacciona con muchas moléculas pequefias diferentes que
contienen el resto estructural distinto.

Secuencias sefial, dominios prepro, dominios de unién y dominios cataliticos

La descripcion proporciona secuencias sefial enzimaticas (por ejemplo, péptidos sefial (SPs)), dominios prepro,
dominios de union y dominios cataliticos (CDs) (por ejemplo, sitios activos). Los SPs, dominios prepro y/o CDs de la
descripcion pueden ser péptidos aislados o recombinantes, o pueden ser parte de una proteina de fusién, por
ejemplo en forma de un dominio heterélogo en una proteina quimérica. La descripcién proporciona acidos nucleicos
que codifican estos dominios cataliticos (CDs), dominios prepro y secuencias sefial (SPs, por ejemplo un péptido
que tiene una secuencia que comprende/consiste en restos amino terminales de un polipéptido de la descripcion).
En un aspecto, la descripcidn proporciona una secuencia sefial que comprende un péptido que comprende/consiste
en una secuencia como la mostrada en losrestos1a10,1a11,1a12,1a13,1a14,1a15,1a16,1a17,1a
18,1a19,1a20,1a21,1a22,1a23,1a24,1a25,1a26,1a27,1a28,1a28,1a30,1a31,1a32,1a 33,
1a34,1a35,1a36,1a37,1a38,1a39,1a40,1a41,1a42,1a43,1a44,1a45,1a46,1a47,1a48,1a
49,1a50,1a51,01a52 0 mas, de un polipéptido de la descripcion.

En un aspecto, la descripcidon también proporciona polipéptidos quiméricos (y los acidos nucleicos que los codifican)
que comprenden al menos dos enzimas de la descripcién o sus subsecuencias, por ejemplo dominios cataliticos
(CDs) o sitios activos. Por ejemplo, una proteina quimérica de la descripcidon puede tener cualquier combinacion de
actividades. En un aspecto, la proteina quimérica comprende una fusion de dominios, por ejemplo un dominio
individual puede mostrar una o cualquier combinaciéon de actividades (por ejemplo, como una proteina quimérica
recombinante).

La descripcion también proporciona secuencias sefal aisladas, sintéticas o recombinantes que comprenden/que
consisten en una secuencia sefial de la descripcién, por ejemplo secuencias sefial ejemplares como se exponen en
la Tabla 1, mas abajo, y polipéptidos que comprenden estas secuencias sefial. El polipéptido puede ser otra enzima
de la descripcion, u otro tipo de enzima o polipéptido. Por ejemplo, para ayudar a leer la Tabla 1, la descripcion
proporciona una secuencia sefial aislada, sintética o recombinante como se expone mediante los restos de
aminoacidos amino terminales 1 a 21 (“NH>-MSRVCLPLTLTLALTLSARA”) de SEC ID NO:2, codificada, por ejemplo,
por SEC ID NO:1, etc.:
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Tabla 1
SEC ID NO: Posicién de la Secuencia sefal
secuencia sefial
(AA= aminoacido)
1,2 AA1-20 MSRVCLPLTLTLALTLSARA
11,12
13, 14
15, 16
17,18 AA1-25 MKKYKTGLVLSGGGTRGFAHLGVIA
19, 20
3,4
5,6 AA1-25 MRRIVFLYILALLCVSCANRNPSVS
7,8 AA1-51 MTRKKIGLALSGGAARGFAHLGVLKVFAEHGIPVDFVAGTSAGSFAGAAFA
9,10 AA1-23 MFNKALPAAAAVAGLFLSTSAMA

Las secuencias sefial (SPs) y/o secuencias prepro de la descripcion pueden ser péptidos aislados, o secuencias
unidas a otra enzima de la descripcién, o una proteina heterdéloga, por ejemplo como una proteina de fusion
(quimérica). En un aspecto, la descripcion proporciona polipéptidos que comprenden secuencias sefial de la
descripcion. En un aspecto, los polipéptidos que comprenden secuencias sefial SPs y/o prepro de la descripcion
comprenden secuencias heterélogas a enzimas de la descripcion (por ejemplo, una proteina de fusiéon que
comprende una SP y/o prepro de la descripcion, y/o secuencias procedentes de otra proteina). En un aspecto, la
descripcion proporciona una enzima de la descripcion con SPs heterdlogas y/o secuencias prepro, por ejemplo
secuencias con una secuencia sefal de levadura. Las enzimas de la descripcién pueden comprender una SP
heterdloga y/o prepro en un vector, por ejemplo un vector de la serie pPIC (Invitrogen, Carlsbad, CA). En un aspecto,
las SPs y/o secuencias prepro de la descripcion se identifican tras la identificacion de nuevos polipéptidos. Las rutas
mediante las cuales las proteinas se clasifican y transportan a su localizacion celular apropiada se denominan a
menudo como rutas de selecciéon de dianas proteicas. Uno de los elementos mas importantes en todos estos
sistemas de seleccién de dianas es una secuencia de aminoacidos corta en el término amino de un polipéptido
recientemente sintetizado, denominada la secuencia sefal. Esta secuencia sefial dirige una proteina a su
localizacion apropiada en la célula, y se elimina durante el transporte o cuando la proteina alcanza su destino final.
La mayoria de las proteinas lisosdmicas, de membrana, o segregadas tienen una secuencia sefial amino terminal
que las marca para la translocacién en la luz del reticulo endoplasmico. Se han determinado mas de 100 secuencias
sefial para proteinas en este grupo. Las secuencias sefial pueden variar en longitud desde 13 hasta 36 restos de
aminoacidos. Los expertos en la técnica conocen diversos métodos de reconocimiento de secuencias sefal. Por
ejemplo, en un aspecto, nuevos péptidos sefial se identifican mediante un método denominado como SignalP.
SignalP usa una red neural combinada que reconoce tanto péptidos sefial como sus sitios de escision. (Nielsen, et
al., “ldentification of prokaryotic and eukaryotic signal peptides and prediction of their cleavage sites”. Protein
Engineering, vol. 10, n® 1, p. 1-6 (1997)).

Se deberia entender que, en algunos aspectos, una enzima de la descripcion puede no tener SPs y/o secuencias
prepro, o uno o mas “dominios”. En un aspecto, la descripcién proporciona una enzima de la descripciéon que carece
de toda o parte de una SP y/o un domonio prepro. En un aspecto, la descripcién proporciona una secuencia de acido
nucleico que codifica una secuencia sefial (SP) y/o prepro de una enzima de la descripcion, enlazada operablemente
a una secuencia de acido nucleico de una enzima de la descripcion diferente, u opcionalmente se puede desear una
secuencia sefial (SPs) y/o dominio prepro de un tipo diferente de proteina.

La descripcién también proporciona polipéptidos aislados o recombinantes que comprenden secuencias sefial (SPs),
dominio prepro y/o dominios cataliticos (CDs) de la descripcion y secuencias heterologas. Las secuencias
heterélogas son secuencias no asociadas naturalmente (por ejemplo, a enzimas de la descripciéon) con una SP,
dominio prepro y/o CD. La secuencia a la que la SP, el dominio prepro y/o el CD no estan asociados de forma
natural puede estar en el extremo amino terminal de las SP, del dominio prepro y/o de los CD, en el extremo carboxi
terminal, y/o en ambos extremos tanto de SP y/o CD. En un aspecto, la presente descripcion proporciona un
polipéptido aislado o recombinante que comprende (o consiste en) un polipéptido que comprende una secuencia
sefial (SP), dominio prepro y/o un dominio catalitico (CD) de la descripcion, con la condicién de que no esté
asociado con ninguna secuencia a la que esta asociado de forma natural. De forma similar, en un aspecto, la
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descripcioén proporciona acidos nucleicos aislados o recombinantes que codifican estos polipéptidos. De este modo,
en un aspecto, el acido nucleico aislado o recombinante de la descripcion comprende una secuencia codificante
para una secuencia sefial (SP), dominio prepro y/o dominio catalitico (CD) de la descripcién y una secuencia
heterdloga (es decir, una secuencia no asociada de forma natural con una secuencia sefial (SP), dominio prepro y/o
dominio catalitico (CD) de la descripcion). La secuencia heteréloga puede estar en el extremo 3’ terminal, en el
extremo 5’ terminal, y/o en ambos extremos de la secuencia codificante de SP, del dominio prepro y/o del CD.

Enzimas hibridas (quiméricas) y bibliotecas peptidicas

En un aspecto, la descripcion proporciona enzimas hibridas de la descripcion y proteinas de fusién, incluyendo
bibliotecas peptidicas, que comprenden secuencias de la descripcion. Las bibliotecas peptidicas de la invencion se
pueden usar para aislar moduladores peptidicos (por ejemplo, activadores o inhibidores) de dianas, tales como
enzima de la descripcion, sus sustratos, etc. Las bibliotecas peptidicas de la descripcion se pueden usar para
identificar parejas de unién formales de dianas, tales como ligandos, por ejemplo citocinas, hormonas y similares. En
un aspecto, la descripcion proporciona proteinas quiméricas que comprenden una secuencia sefial (SP), dominio
prepro y/o dominio catalitico (CD) de la descripcidn, o una combinacién de los mismos, y una secuencia heteréloga
(véase anteriormente).

En un aspecto, las proteinas de fusién de la descripcion (por ejemplo, el resto peptidico) se estabilizan
conformacionalmente (con respecto a péptidos lineales) para permitir una mayor afinidad de unién a las dianas. La
descripcion proporciona fusiones de enzimas de la descripcion y otros péptidos, incluyendo péptidos conocidos y al
azar. Se pueden fusionar de tal manera que la estructura de un polipéptido no resulta perturbada significativamente
y el péptido es estabilizado conformacionalmente metabdlicamente o estructuralmente. Esto permite la creacion de
una biblioteca de péptidos cuya presencia en las células como su cantidad es monitorizada facilmente.

Las variantes de la secuencia de aminoacidos de la descripcidon se pueden caracterizar por medio de una naturaleza
predeterminada de la variacion, una caracteristica que las aparta de una forma de origen natural, por ejemplo una
variacion alélica o entre especies de enzimas de la descripcién. En un aspecto, las variantes de la descripcion
exhiben la misma actividad bioldgica cualitativa que el analogo de origen natural. Alternativamente, las variantes se
pueden seleccionar por tener caracteristicas modificadas. En un aspecto, mientras que el sitio o region para
introducir una variacion de la secuencia de aminoacidos esta predeterminado, la mutacién per se no necesita estar
predeterminada. Por ejemplo, con el fin de optimizar el comportamiento de una mutacion en un sitio dado, se puede
llevar a cabo la mutagénesis al azar en el coddn o region diana, y las variantes de la enzima expresadas se pueden
cribar para determinar la combinacién éptima de actividad deseada. Las técnicas para obtener mutaciones de
sustitucién en sitios predeterminados en el ADN que tiene una secuencia conocida son bien conocidas, como se
explicar aqui por ejemplo, mutagénesis con cebador M13 y mutagénesis por PCR. El cribado de los mutantes se
puede realizar usando, por ejemplo, ensayos de hidrdlisis de clorofila, como se describe en el Ejemplo 1, mas abajo.
En aspectos alternativos, las substituciones de aminoacidos pueden ser restos individuales; las inserciones pueden
ser del orden de alrededor de 1 a 20 aminoacidos, aunque se pueden realizar inserciones considerablemente
mayores. Las supresiones pueden oscilar de alrededor de 1 a alrededor de 20, 30, 40, 50, 60, 70 restos o mas. Para
obtener un derivado final con las propiedades 6ptimas, se pueden usar sustituciones, supresiones, inserciones o
cualquier combinacion de las mismas. Generalmente, estos cambios se realizan en unos pocos aminoacidos para
minimizar la alteracion de la molécula. Sin embargo, en ciertas circunstancias se pueden tolerar cambios mas
grandes.

La descripcion proporciona polipéptidos, por ejemplo enzimas, de la descripcion en los que se ha modificado la
estructura de la cadena principal del polipéptido, la estructura secundaria o la estructura terciaria, por ejemplo una
estructura de hélice alfa o lamina beta. En un aspecto, se ha modificado la carga o la hidrofobia. En un aspecto, se
ha modificado el volumen de una cadena lateral. Los cambios sustanciales en la funcién o la identidad inmunolégica
se realizan seleccionando sustituciones que son menos conservativas. Por ejemplo, se pueden realizar sustituciones
que afectan mas significativamente a: la estructura de la cadena principal del polipéptido en el area de la alteracion,
por ejemplo una estructura de hélice alfa o Iamina beta; una carga o sitio hidréfobo de la molécula, que puede estar
en un sitio activo; o una cadena lateral. La descripcién proporciona sustituciones en el polipéptido de la descripcion,
en el que (a) un resto hidrofilo, por ejemplo serilo o treonilo, es sustituido por (0 mediante) un resto hidréfobo, por
ejemplo leucilo, isoleucilo, fenilalanilo, valilo o alanilo; (b) una cisteina o prolina es sustituida por (o mediante)
cualquier otro resto; (c) un resto que tiene una cadena lateral electropositiva, por ejemplo lisilo, arginilo, o histidilo, es
sustituido por (o mediante) un resto electronegativo, por ejemplo glutamilo o aspartilo; o (d) un resto que tiene una
cadena lateral voluminosa, por ejemplo fenilalanina, es sustituido por (0 mediante) uno que no tenga una cadena
lateral, por ejemplo glicina. Las variantes pueden mostrar la misma actividad bioldgica cualitativa como enzimas de
la descripcion, aunque se pueden seleccionar variantes para modificar las caracteristicas de la enzima segun se
necesite.

“Aminoacido” o “secuencia de aminoacidos”, como se usa aqui, se refiere a una secuencia oligopeptidica, peptidica,
polipeptidica, o proteica, o a un fragmento, porcién, o subunidad de cualquiera de estas, y a moléculas de origen
natural o sintéticas.
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“Aminoacido” o “secuencia de aminoacidos” incluye una secuencia oligopeptidica, peptidica, polipeptidica, o
proteica, o a un fragmento, porcion, o subunidad de cualquiera de estas, y a moléculas de origen natural o sintéticas.
El término “polipéptido”, como se usa aqui, se refiere a aminoacidos unidos entre si mediante enlaces peptidicos o
enlaces peptidicos modificados, es decir, isdsteros peptidicos, y pueden contener aminoacidos modificados distintos
de los 20 aminoacidos codificados por genes. Los polipéptidos se pueden modificar mediante procesos naturales,
tales como procesamiento post-traduccional, o mediante técnicas de modificacién quimica que son bien conocidas
en la técnica. Las modificaciones se pueden producir en cualquier parte en el polipéptido, incluyendo la cadena
principal peptidica, las cadenas laterales de aminoacidos, y los términos amino o carboxilo. Se apreciara que el
mismo tipo de modificacion puede estar presente en los mismos grados o grados variables en varios sitios en un
polipéptido dado. También, un polipéptido dado puede tener muchos tipos de modificaciones. Las modificaciones
incluyen acetilacion, acilacion, ribosilacion con ADP, amidacion, union covalente de flavina, uniéon covalente de un
resto hemo, unién covalente de un nucleétido o derivado nucleotidico, uniéon covalente de un lipido o derivado
lipidico, unién covalente de un fosfatidilinositol, ciclacion por reticulacién, formacion de enlace de disulfuro,
desmetilacion, formacién de reticulaciones covalentes, formacion de cisteina, formacion de piroglutamato,
formilacion, gamma-carboxilacion, glicosilacion, formacion de anclaje de GPI, hidroxilacion, yodacién, metilacion,
miristoilacion, oxidacion, pegilacion, procesamiento de glucano hidrolasa, fosforilacion, prenilacién, racemizacion,
selenoilacién, sulfatacion, y adicion de aminoacidos mediada por ARN de transferencia a proteina, tal como
arginilacion. (Véase Creighton, T.E., Proteins - Structure and Molecular Properties 22 Ed., W.H. Freeman and
Company, Nueva York (1993); Posttranslational Covalent Modification of Proteins, B.C. Johnson, Ed., Academic
Press, Nueva York, p. 1-12 (1983)). Los péptidos y polipéptidos de la descripcion también incluyen todas las formas
“miméticas” y “peptidomiméticas”, como se describe con mas detalle, mas abajo.

Adicionalmente, una secuencia de aminoacidos “sustancialmente idéntica” es una secuencia que difiere de una
secuencia de referencia en una o mas sustituciones, supresiones o inserciones de aminoacidos conservativas o no
conservativas, particularmente cuando tal sustitucion se produce en un sitio que no es el sitio activo (dominios
cataliticos (CDs)) de la molécula, y con la condicién de que el polipéptido retenga esencialmente sus propiedades
funcionales. Una sustitucion de aminoacidos conservativa, por ejemplo, sustituye un aminoacido por otro de la
misma clase (por ejemplo, sustitucion de un aminoacido hidréfobo, tal como isoleucina, valina, leucina, o metionina,
por otro, o sustitucion de un aminoacido polar por otro, tal como una sustitucion de arginina por lisina, acido
glutamico por acido aspartico, o glutamina por asparagina). Uno o mas aminoacidos se pueden suprimir, por
ejemplo, de un polipéptido, dando como resultado la modificacion de la estructura del polipéptido, sin alterar
significativamente su actividad biolégica. Por ejemplo, se pueden eliminar los aminoacidos amino o carboxi
terminales que no son necesarios para la actividad biolégica de la enzima. Las secuencias polipeptidicas
modificadas de la descripcidon se pueden ensayar en busca de la actividad bioldgica (por ejemplo, enzimatica, o de
union) mediante cualquier nimero de métodos, incluyendo la puesta en contacto de la secuencia polipeptidica
modificada con un sustrato enzimatico y determinando si el polipéptido modificado disminuye la cantidad de sustrato
especifico en el ensayo o incrementa los bioproductos de la reacciéon enzimatica de un polipéptido funcional con el
sustrato.

Los “fragmentos”, como se usa aqui, son una porciéon de una proteina de origen natural que puede existir en al
menos dos conformaciones diferentes. Los fragmentos pueden tener la misma o sustancialmente la misma
secuencia de aminoacidos que la proteina de origen natural. “Sustancialmente la misma” significa que una
secuencia de aminoacidos es en su mayor parte, pero no completamente, la misma, pero retiene al menos una
actividad funcional de la secuencia con la que esta relacionada. En aspectos alternativos, dos secuencias de
aminoacidos son “sustancialmente las mismas” o “sustancialmente homdlogas” si tienen al menos alrededor de 51%,
52%, 53%, 54%, 55%, 56%, 57%, 58%, 59%, 60%, 61%, 62%, 63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 71%,
72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o mas de identidad de secuencia. También estan incluidos los
fragmentos que tienen estructuras tridimensionales diferentes a la de la proteina de origen natural; por ejemplo, una
molécula “pro-forma”, tal como una proproteina de baja actividad que se puede modificar mediante escision para
producir una enzima madura con una actividad significativamente mayor.

En un aspecto, las enzimas de la descripcién comprenden epitopos o etiquetas de purificaciéon, secuencias sefial u
otras secuencias de fusion, etc. En un aspecto, las enzimas se pueden fusionar a péptido aleatorio para formar un
polipéptido de fusion. Por “fusionado” o “operablemente enlazado” se quiere decir aqui que el péptido aleatorio y la
enzima se enlazan entre si, de tal manera para minimizar la alteracion de la estabilidad de la estructura de la
enzima, por ejemplo retiene la actividad. El polipéptido de fusion (o polinucledtido de fusion que codifica el
polipéptido de fusion) puede comprender también componentes adicionales, incluyendo multiples péptidos en
multiples bucles.

En un aspecto, los péptidos y acidos nucleicos que los codifican estan aleatorizados, o bien completamente
aleatorizados o su aleatorizacion es parcial, por ejemplo en la frecuencia del nucledtido/resto generalmente o por
posicion. “Aleatorizado” significa que cada acido nucleico y péptido consiste esencialmente en nucledtidos y
aminoacidos al azar, respectivamente. En un aspecto, los acidos nucleicos que dan lugar a los péptidos se pueden
sintetizar quimicamente, y de este modo pueden incorporar cualquier nucleétido en cualquier posicion. De este
modo, cuando los acidos nucleicos se expresar para formar péptidos, cualquier resto de aminoacido se puede
incorporar en cualquier posicion. El procedimiento sintético se puede disefiar para generar acidos nucleicos
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aleatorizados, para permitir la formacion de todas o de la mayoria de las combinaciones posibles a lo largo de la
longitud del acido nucleico, formando de este modo una biblioteca de acidos nucleicos aleatorizados. La biblioteca
puede proporcionar una poblacion suficientemente diversa estructuralmente de productos de expresion
aleatorizados que afecte a un intervalo probabilisticamente suficiente de respuestas celulares para proporcionar una
0 mas células que exhiben una respuesta deseada. De este modo, la descripcidon proporciona una biblioteca de
interaccion suficientemente grande de manera que al menos uno de sus miembros tendra una estructura que le
proporcione afinidad por cierta molécula, proteina, u otro factor.

La descripcion proporciona un medio para generar polipéptidos quiméricos que pueden codificar polipéptidos
hibridos biolégicamente activos (por ejemplo enzimas hibridas de la descripcion). En un aspecto, los polinucleétidos
originales codifican polipéptidos biolégicamente activos. El método de la descripcion produce nuevos polipéptidos
hibridos utilizando procesos celulares que integran la secuencia de los polinucleétidos originales de manera que el
polinucleétido hibrido resultante codifica un polipéptido que demuestra actividades derivadas de los polipéptidos
biolégicamente activos originales. Por ejemplo, los polinucleétidos originales pueden codificar una enzima particular
a partir de diferentes microorganismos. Una enzima codificada por un primer polinucleétido de un organismo o
variante puede, por ejemplo, funcionar eficazmente en una condicién ambiental particular, por ejemplo salinidad
elevada. Una enzima codificada por un segundo polinucleétido de un organismo o variante diferente puede funcionar
eficazmente en una condicion ambiental diferente, tal como temperaturas extremadamente altas. Un polinucleétido
hibrido que contiene secuencias del primer y segundo polinucledtidos originales puede codificar una enzima que
muestra caracteristicas de ambas enzimas codificadas por los polinucleétidos originales. De este modo, la enzima
codificada por el polinucleétido hibrido puede funcionar eficazmente en condiciones ambientales compartidas por
cada una de las enzimas codificadas por el primer y segundo polinucleétidos, por ejemplo salinidad elevada y
temperaturas extremas.

Un polipéptido hibrido resultante del método de la descripcién puede exhibir actividad enzimatica especializada no
desplegada por las enzimas originales. Por ejemplo, tras la recombinacién y/o el redistribuciéon reductiva de los
polinucleétidos que codifican las actividades enzimaticas, el polipéptido hibrido resultante codificado por un
polinucleétido hibrido se puede cribar para determinar las actividades enzimaticas especializadas obtenidas de cada
una de las enzimas originales, es decir, el tipo de enlace sobre el que actda la enzima, y la temperatura a la que
funciona la enzima. De este modo, por ejemplo, la enzima se puede cribar para averiguar las funcionalidades
quimicas que distinguen la enzima hibrida de las enzimas originales, tales como especificidad por el sustrato, o
temperatura, o pH, o concentracion salina a la cual funciona el polipéptido hibrido.

Las fuentes de los polinucleétidos originales se puede aislar de organismos individuales (“aislados”), colecciones de
organismos que se han hecho crecer en medios definidos (“cultivos de enriquecimiento”), u organismos no
cultivados (“muestras ambientales”). Es muy preferible el uso de un enfoque independiente del cultivo para obtener
polinucleétidos que codifican bioactividades novedosas a partir de muestras ambientales, puesto que permite el
acceso a recursos no explotados de biodiversidad.

Las “bibliotecas ambientales” se generan a partir de muestras ambientales y representan los genomas colectivos de
organismos de origen natural logrados en vectores de clonacidon que se han propagado en hospedantes procariotas
adecuados. Debido a que el ADN clonado se extrae inicialmente directamente de muestras ambientales, las
bibliotecas no estan limitadas a la pequefia fraccidon de procariotas que se pueden hacer crecer en cultivo puro.
Adicionalmente, una normalizacion del ADN ambiental presente en estas muestras podria permitir una
representacion mas equitativa del ADN de todas las especies presentes en la muestra original. Esto puede aumentar
espectacularmente la eficacia del descubrimiento de genes interesantes a partir de constituyentes minimos de la
muestra que pueden estar infrarrepresentados en varios 6rdenes de magnitud en comparacion con las especies
dominantes.

Por ejemplo, las genotecas generada a partir de uno o mas microorganismos no cultivados se criban para
determinar una actividad de interés. Las rutas potenciales que codifican moléculas bioactivas de interés se capturan
en primer lugar en células procariotas en forma de bibliotecas de expresion de genes. Los polinucledtidos que
codifican actividades de interés se aislan a partir de tales bibliotecas y se introducen en una célula hospedante. La
célula hospedante se hacer crecer en condiciones que promueven la recombinacion y/o el redistribucion reductiva
creando biomoléculas potencialmente activas con actividades novedosas o potenciadas.

Los microorganismos a partir de los cuales se pueden preparar el polinucledtido incluyen microorganismos
procariotas, tales como Eubacteria y Archaebacteria, y microorganismos eucariotas inferiores tales como hongos,
algunas algas y protozoos. Los polinucleétidos se pueden aislar de muestras ambientales, en cuyo caso el acido
nucleico se puede recuperar sin cultivar un microorganismo, o se puede recuperar de uno 0 mas organismos
cultivados. En un aspecto, tales microorganismos pueden ser extremofilos, tales como hipertermofilos, psicrofilos,
psicrotrofos, haldfilos, bardfilos y aciddfilos. Se pueden usar los polinucleétidos que codifican enzimas aislados de
microorganismos extremofilos. Tales enzimas pueden funcionar a temperaturas por encima de 100°C en
manantiales calientes terrestres y respiraderos térmicos de las profundidades marinas, a temperaturas por debajo de
0°C en aguas articas, en el entorno salino saturado de, por ejemplo, el Mar Muerto, a valores de pH alrededor de 0
en depdsitos de carbdn y manantiales geotérmicos ricos en azufre, o a valores de pH mayores que 11 en lodos de
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aguas residuales. Por ejemplo, varias esterasas y lipasas clonadas y expresadas a partir de organismos extremofilos
pueden mostrar una actividad elevada en un amplio intervalo de temperaturas y pHs.

Los polinucledtidos seleccionados y aislados como se describen aqui anteriormente se introducen en una célula
hospedante adecuada. Una célula hospedante adecuada es cualquier célula que es capaz de promover la
recombinacion y/o redistribucion reductiva. En un aspecto, los polinucleétidos seleccionados ya estan en un vector
que incluye secuencias de control apropiadas. La célula hospedante puede ser una célula eucariota superior, tal
como una célula de mamifero, o una célula eucariota inferior, tal como una célula de levadura, o, en un aspecto, la
célula hospedante puede ser una célula procariota, tal como una célula bacteriana. La introduccién del constructo en
la célula hospedante se puede efectuar mediante transfeccion con fosfato de calcio, transfeccion mediada por
DEAE-dextrano, o electroporacién (Davis et al., 1986).

Como ejemplos representativos de hospedantes apropiados, se pueden mencionar: células bacterianas, tales como
E. coli, Streptomyces, Salmonella typhimurium; células fungicas, tales como levadura; células de insecto tales como
Drosophila S2 y Spodoptera Sf9; células de animales tales como CHO, COS o melanoma de Bowes; adenovirus; y
células vegetales. La seleccion de un hospedante apropiado se considera que esta dentro del alcance de los
expertos en la técnica a partir de las ensefianzas aqui.

Con referencia particular a diversos sistemas de cultivo de células de mamifero que se pueden emplear para
expresar proteina recombinante, los ejemplos de sistemas de expresion de mamiferos incluyen las lineas COS-7 de
fibroblastos de rifidn de mono, descritas en “SV40-transformed simian cells support the replication of early SV40
mutants” (Gluzman, 1981), y otras estirpes celulares capaces de expresar un vector compatible, por ejemplo, las
estirpes celulares C127, 3T3, CHO, HeLa y BHK. Los vectores de expresion de mamiferos comprenderan un origen
de replicacién, un promotor y potenciador adecuados, y también cualesquiera sitios de unién a ribosoma necesarios,
sitio de poliadenilacion, sitios dadores y aceptores de ayuste, secuencias de terminaciéon transcripcional, y
secuencias no transcritas de flanqueo en 5’. Se pueden usar secuencias de ADN derivadas del ayuste de SV40 y
sitios de poliadenilacion para proporcionar los elementos genéticos no transcritos requeridos.

En otro aspecto, se concibe ge el método de la presente descripcion se puede usar para generar nuevos
polinucledtidos que codifican rutas bioquimicas a partir de uno o mas operones o racimos génicos o sus porciones.
Por ejemplo, las bacterias y muchos eucariotas tienen un mecanismo coordinado para regular genes cuyos
productos estan implicados en procesos relacionados. Los genes se agrupan, en estructuras denominadas “racimos
génicos”, en un unico cromosoma, o se transcriben juntos bajo el control de una uUnica secuencia reguladora,
incluyendo un unico promotor que inicia la transcripcion de todo el racimo. De este modo, un racimo génico es un
grupo de genes adyacentes que son idénticos o estan relacionados, habitualmente en cuanto a su funcion. Un
ejemplo de una ruta bioquimica codifica por racimos génicos son los policétidos.

El ADN del racimo génico se puede aislar de diferentes organismos y se puede ligar en vectores, particularmente
vectores que contienen secuencias reguladoras de la expresion que pueden controlar y regular la produccion de una
proteina detectable o una actividad de matriz relacionada con proteinas a partir de los racimos génicos ligados. El
uso de vectores que tienen una capacidad excepcionalmente grande para la introduccion de ADN exégeno es
particularmente apropiado para uso con tales racimos génicos, y se describe a titulo de ejemplo aqui para incluir el
factor f (o factor de fertilidad) de E. coli. Este factor f de E. coli es un plasmido que afecta a la transferencia de alta
frecuencia de si mismo durante la conjugacion, y es ideal para lograr y propagar de forma estable grandes
fragmentos de ADN, tales como racimos génicos de muestras microbianas mixtas. Un aspecto es usar vectores de
clonacién, denominados “fésmidos” o vectores de cromosoma artificial bacteriano (BAC). Estos derivan del factor f
de E. coli que es capaz de integrar de forma estable grandes segmentos de ADN gendmico. Cuando se integran con
ADN de una muestra ambiental no cultivada mixta, esto hace posible lograr grandes fragmentos genémicos en forma
de una “biblioteca de ADN ambiental” estable. Otro tipo de vector para uso en la presente descripciéon es un vector
cosmidico. Los vectores cosmidicos se disefiaron originalmente para clonar y propagar grandes segmentos de ADN
gendmico. La clonacion en vectores cosmidicos se describe con detalle en Sambrook et al., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, 22 Ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989). Una vez ligados en un vector apropiado,
dos o mas vectores que contienen diferentes racimos génicos de policétido sintasa se pueden introducir en una
célula hospedante adecuada. Las regiones de homologia de secuencia parcial compartida por los racimos génicos
promoveran procesos que dan como resultado la reorganizacion de las secuencias, dando como resultado un racimo
génico hibrido. El nuevo racimo génico hibrido se puede cribar entonces en busca de actividades mejoradas no
encontradas en los racimos génicos originales.

Por lo tanto, en un aspecto, la descripcion se refiere a un método para producir un polipéptido hibrido biolégicamente
activo y cribar tal polipéptido en busca de una actividad potenciada:

1) introduciendo al menos un primer polinucleétido en enlazamiento operable, y un segundo polinucleétido en
enlazamiento operable, compartiendo el al menos primer nucledtido y segundo nucledtido al menos una
region de homologia de secuencia parcial, en una célula hospedante adecuada;

2) hacer crecer la célula hospedante en condiciones que promueven la reorganizacion de secuencias, dando
como resultado un polinucleétido hibrido en enlazamiento operable;
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3) expresar un polipéptido hibrido codificado por el polinucleétido hibrido;

4) cribar el polipéptido hibrido en condiciones que promueven la identificacion de la actividad biolégica
potenciada; y

5) aislar el polinucleétido que codifica el polipéptido hibrido.

Los métodos para cribar diversas actividades enzimaticas son conocidos por los expertos en la técnica, y se explican
en toda la presente memoria descriptiva. Tales métodos se pueden emplear cuando se aislan los polipéptidos y
polinucleétidos de la descripcion.

Metodologias de cribado y dispositivos de monitorizacién “en linea”

Al poner en practica los métodos de la descripcidn, se puede usar una variedad de aparatos y metodologias junto
con los polipéptidos y acidos nucleicos de la descripcion, por ejemplo para cribar polipéptidos para determinar la
actividad enzimatica, para cribar compuestos como moduladores potenciales, por ejemplo activadores o inhibidores
de la actividad, para determinar anticuerpos que se unen a un polipéptido de la descripcion, para determinar acidos
nucleicos que se hibridan a un acido nucleico de la descripcion, para cribar células que expresan un polipéptido de la
descripcion, y similares. Ademas de los formatos de matrices descritos con detalle mas abajo para cribar muestras,
también se pueden usar formatos alternativos para poner en practica los métodos de la descripcion. Tales formatos
incluyen, por ejemplo, espectrometros de masas, cromatografos, por ejemplo HPLC de alto rendimiento y otras
formas de cromatografia de liquidos, y formatos mas pequefios, tales como placas de 1536 pocillos, placas de 384
pocillos y etc. Los aparatos de cribado de alto rendimiento se pueden adaptar y utilizar para poner en practica los
métodos de la descripcion, véase, por ejemplo la solicitud de patente U.S. n® 20020001809.

Matrices capilares

Los acidos nucleicos o polipéptidos de la descripcion se pueden inmovilizar en o aplicar a una matriz. Las matrices
se pueden usar para cribar o monitorizar bibliotecas de composiciones (por ejemplo, pequefias moléculas,
anticuerpos, acidos nucleicos, etc.) en busca de su capacidad para unirse a o modular la actividad de un acido
nucleico o un polipéptido de la descripcién. Las matrices capilares, tales como la GIGAMATRIX™, Diversa
Corporation, San Diego, CA, y las matrices descritas en, por ejemplo, la solicitud de patente U.S. n° 20020080350
A1, los documentos WO 0231203 A, WO 0244336 A, proporcionan un aparato alternativo para soportar y cribar
muestras. En un aspecto, la matriz capilar incluye una pluralidad de capilares formados en una matriz de capilares
adyacentes, en el que cada capilar comprende al menos una pared que define una luz para retener una muestra. La
luz puede ser cilindrica, cuadrada, hexagonal o de cualquier otra forma geométrica con tal que las paredes formen
una luz para la retenciéon de un liquido o muestra. Los capilares de la matriz capilar se pueden mantener juntos en
intima proximidad para formar una estructura plana. Los capilares se pueden unir entre si, fusionandolos (por
ejemplo, cuando los capilares estan hechos de vidrio), encolandolos, pegandolos, o fijandolos lado con lado.
Adicionalmente, la matriz capilar puede incluir material intersticial dispuesto entre capilares adyacentes en la matriz,
formando de ese modo un dispositivo plano sélido que contiene una pluralidad de orificios de paso.

Una matriz capilar puede estar formada por cualquier nimero de capilares individuales, por ejemplo un intervalo de
100 a 4.000.000 de capilares. Adicionalmente, una matriz capilar que tenga alrededor de 100.000 capilares
individuales o mas se puede conformar en el tamafio y forma convencionales de una placa Microliter® para su ajuste
en equipos de laboratorio convencionales. Las luces se cargan manual o automaticamente usando cualquier accién
0 microinyeccioén capilar usando una aguja delgada. Las muestras de interés se pueden retirar posteriormente de los
capilares individuales para su analisis o caracterizacion posterior. Por ejemplo, se coloca una sonda de tipo aguja,
delgada, en comunicacion fluida con un capilar seleccionado para afiadir o retirar material de la luz.

En un ensayo de cribado de un solo recipiente, los componentes del ensayo se mezclan produciendo una disolucion
de interés, antes de su insercién en la matriz capilar. La luz se llena mediante accién capilar cuando al menos una
porcion de la matriz se sumerge en una disolucion de interés. Las reacciones quimicas o bioldgicas y/o la actividad
en cada capilar se monitorizan para determinar los sucesos detectables. Un suceso detectable es referido con
frecuencia como un “éxito”, que habitualmente se puede distinguir de los capilares que producen “no éxitos”
mediante deteccion optica. De este modo, las matrices capilares permiten la deteccion masivamente paralela de
“éxitos”.

En un ensayo de cribado de multiples recipientes, un polipéptido o acido nucleico, por ejemplo un ligando, se puede
introducir en un primer componente, que es introducido en al menos una porcién de un capilar de una matriz capilar.
A continuacion se puede introducir una burbuja de aire en el capilar detras del primer componente. A continuacion se
puede introducir un segundo componente en el capilar, en el que el segundo componente se separa del primer
componente mediante la burbuja de aire. El primer y segundo componentes se pueden mezclar a continuacion
aplicando presion hidrostatica a ambos lados de la matriz capilar para destruir la burbuja. Después se monitoriza la
matriz capilar para determinar un suceso detectable resultante de la reaccion o no reaccién de los dos componentes.

En un ensayo de cribado de la union, se puede introducir una muestra de interés en forma de un primer liquido
marcado con una particula detectable en un capilar de una matriz capilar, en el que la luz del capilar se reviste con
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un material de unién para unir la particula detectable a la luz. El primer liquido se puede eliminar a continuacion del
tubo capilar, en el que la particula detectable unida se mantiene dentro del capilar, y se puede introducir un segundo
liquido en el tubo capilar. El capilar se monitoriaza entonces para determinar un suceso detectable resultante de la
reaccion o no reaccion de la particula con el segundo liquido.

Matrices o “biochips”

Los acidos nucleicos o polipéptidos de la descripcidon se pueden inmovilizar o aplicar a una matriz. Se pueden usar
matrices para cribar o monitorizar bibliotecas de composiciones (por ejemplo, pequefias moléculas, anticuerpos,
acidos nucleicos, etc.) en busca de su capacidad para unirse a o modular la actividad de un acido nucleico o un
polipéptido de la descripcion. Por ejemplo, en un aspecto de la descripcidon, un parametro monitorizado es la
expresion transcrita de un gen, por ejemplo un gen de la descripcion (un acido nucleico que codifica un polipéptido
de la descripcion). Uno o mas o todos los transcritos de una célula se pueden medir mediante hibridacion de una
muestra que comprende transcritos de la célula, o acidos nucleicos representativos de o complementarios a
transcritos de una célula, mediante hibridacién a acidos nucleicos inmovilizados en una matriz o “biochip”. Mediante
el uso de una “matriz” de acidos nucleicos en un microchip, algunos o todos los transcritos de una célula se pueden
cuantificar simultaneamente. Como alternativa, también se pueden usar matrices que comprenden acido nucleico
gendmico para determinar el genotipo de una cepa recientemente obtenida mediante ingenieria obtenida mediante
los métodos de la descripcion. También se pueden usar “matrices polipeptidicas” para cuantificar simultdneamente
una pluralidad de proteinas. La presente descripcion se puede poner en practica con cualquier “matriz” conocida,
también denominada como “micromatriz” o “matriz de acido nucleico” o “matriz polipeptidica” o “matriz de anticuerpo”
o “biochip”, o variacién de los mismos. Las matrices son genéricamente una pluralidad de “puntos” o “elementos
diana”, comprendiendo cada elemento diana una cantidad definida de una o mas moléculas biolégicas, por ejemplo
oligonucledtidos, inmovilizadas sobre un area definida de una superficie de sustrato para la union especifica a una
molécula de la muestra, por ejemplo transcritos de ARNm.

Poniendo en practica los métodos de la descripcion, cualquier matriz conocida y/o método para obtener y usar
matrices se pueden incorporar en todo o en parte, o sus variaciones, como se describe, por ejemplo, en las patentes
U.S. n® 6.277.628; 6.277.489; 6.261.776; 6.258.606; 6.054.270; 6.048.695; 6.045.996; 6.022.963; 6.013.440;
5.965.452; 5.959.098; 5.856.174; 5.830.645; 5.770.456; 5.632.957; 5.556.752; 5.143.854; 5.807.522; 5.800.992;
5.744.305; 5.700.637; 5.556.752; 5.434.049; véanse también, por ejemplo, los documentos WO 99/51773; WO
99/09217; WO 97/46313; WO 96/17958; véanse también, por ejemplo, Johnston (1998) Curr. Biol. 8:R171-R174;
Schummer (1997) Biotechniques 23:1087-1092; Kern (1997) Biotechniques 23:120-124; Solinas-Toldo (1997)
Genes, Chromosomes & Cancer 20:399-407; Bowtell (1999) Nature Genetics Supp. 21:25-32. Véanse también las
solicitudes de patentes U.S. publicadas n° 20010018642; 20010019827; 20010016322; 200100144409;
20010014448; 20010012537; 20010008765.

El término “matriz” o “micromatriz’ o “biochip” o “chip”, como se usa aqui, es una pluralidad de elementos diana,
comprendiendo cada elemento diana una cantidad definida de uno o mas polipéptidos (incluyendo anticuerpos) o
acidos nucleicos inmovilizados sobre un area definida de una superficie de sustrato, como se explica con mas
detalle, mas abajo.

Anticuerpos y métodos de cribado a base de anticuerpos

La descripciéon proporciona anticuerpos aislados o recombinantes que se unen especificamente a un polipéptido de
la descripcion. Estos anticuerpos se pueden usar para aislar, identificar o cuantificar un polipéptido de la descripcion
o polipéptidos relacionados. Estos anticuerpos se pueden usar para aislar otros polipéptidos dentro del alcance de la
descripcion u otros polipéptidos relacionados. Los anticuerpos se pueden disefiar para unirse a un sitio activo de un
polipéptido de la descripcion. De este modo, la descripcidon proporciona métodos para inhibir enzimas usando los
anticuerpos de la descripcion (véase la discusion anterior). La descripcion proporciona fragmentos de las enzimas de
la descripcion, incluyendo fragmentos inmunogénicos de un polipéptido de la descripcion. La descripcion
proporciona composiciones que comprenden un polipéptido o péptido de la descripcion y coadyuvantes o portadores
y similares.

Los anticuerpos se pueden usar en inmunoprecipitacion, tincién, columnas de inmunoafinidad, y similares. Si se
desea, las secuencias de acidos nucleicos que codifican antigenos especificos se pueden generar mediante
inmunizacion seguido del aislamiento del polipéptido o acido nucleico, amplificacion o clonacién e inmovilizacién del
polipéptido sobre una matriz de la descripcién. Como alternativa, los métodos de la descripcién se pueden usar para
modificar la estructura de un anticuerpo producido por una célula a modificar, por ejemplo se puede incrementar o
disminuir una afinidad del anticuerpo. Ademas, la capacidad para obtener o modificar anticuerpos puede ser un
fenotipo manipulado en una célula mediante los métodos de la descripcion.

Los métodos de inmunizacion, produccion y aislamiento de anticuerpos (policlonales y monoclonales) son conocidos
por los expertos en la técnica, y se describen en la biliografia cientifica y de patentes; véanse, por ejemplo, Coligan,
CURRENT PROTOCOLS IN IMMUNOLOGY, Wiley/Greene, NY (1991); Stites (eds.) BASIC AND CLINICAL
IMMUNOLOGY (72 ed.) Lange Medical Publications, Los Altos, CA (“Stites”); Goding, MONOCLONAL ANTIBODIES:
PRINCIPLES AND PRACTICE (22 ed.) Academic Press, Nueva York, NY (1986); Kohler (1975) Nature 256:495;
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Harlow (1988) ANTIBODIES, A LABORATORY MANUAL, Cold Spring Harbor Publications, Nueva York. Los
anticuerpos también se pueden generar in vitro, por ejemplo usando bibliotecas de presentacion de fagos que
expresan sitios de unién a anticuerpos recombinantes, ademas de los métodos in vivo tradicionales que usan
animales. Véanse, por ejemplo, Hoogenboom (1997) Trends Biotechnol. 15:62-70; Katz (1997) Annu. Rev. Biophys.
Biomol. Struct. 26:27-45.

Los polipéptidos de la descripcion o fragmentos que comprenden al menos alrededor de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40,
50, 75, 100, or 150 o mas aminoacidos consecutivos del mismo, también se pueden usar para generar anticuerpos
que se unen especificamente a los polipéptidos o fragmentos. Los anticuerpos resultantes se pueden usar en
procedimientos de cromatografia por inmunoafinidad para aislar o purificar el polipéptido, o para determinar si el
polipéptido esta presente en una muestra bioldgica. En tales procedimientos, una preparacion proteica, tal como un
extracto, o una muestra bioldgica se pone en contacto con un anticuerpo capaz de unirse especificamente a uno de
los polipéptidos de la descripcion, o fragmentos que comprenden al menos alrededor de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40,
50, 75, 100, or 150 o mas aminoacidos consecutivos del mismo.

En procedimientos de inmunoafinidad, el anticuerpo se une a un soporte sélido, tal como una perla u otra matriz de
columna. La preparacion proteica se coloca en contacto con el anticuerpo en condiciones en las que el anticuerpo se
une especificamente a uno de los polipéptidos de la descripcién, o fragmento del mismo. Después de un lavado para
eliminar las proteinas no unidas especificamente, se eluyen los polipéptidos unidos especificamente.

La capacidad de las proteinas en una muestra biologica para unirse al anticuerpo se puede determinar usando
cualquiera de una variedad de procedimientos familiares para los expertos en la técnica. Por ejemplo, la union se
puede determinar marcando el anticuerpo con un marcador detectable, tal como un agente fluorescente, un
marcador enzimatico, o un radioisétopo. Como alternativa, la uniéon del anticuerpo a la muestra se puede detectar
usando un segundo anticuerpo que tiene tal marcador detectable en él. Los ensayos particulares incluyen ensayos
de ELISA, ensayos de sandwich, radioinmunoensayos, y transferencias Western.

Los anticuerpos policlonales generados frente a los polipéptidos de la descripcion, o fragmentos que comprenden al
menos alrededor de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 75, 100, or 150 o mas aminoacidos consecutivos del mismo, se
pueden obtener mediante inyeccién directa de los polipéptidos en un animal, o administrando los polipéptidos a un
animal. Por ejemplo, un animal no humano. El anticuerpo asi obtenido se unira entonces al propio polipéptido. De
esta manera, se puede usar incluso una secuencia que codifica s6lo un fragmento del polipéptido, para generar
anticuerpos que se pueden unir a todo el polipéptido nativo. Tales anticuerpos se pueden usar entonces para aislar
el polipéptido de células que expresan ese polipéptido.

Para la preparacién de anticuerpos monoclonales, se puede usar cualquier técnica que proporcione anticuerpos
producidos mediante cultivos continuos de estirpes celulares. Los ejemplos incluyen la técnica de hibridoma (Kohler
and Milstein, Nature, 256:495-497, 1975), la técnica de trioma, la técnica de hibridoma de célula B humana (Kozbor
et al., Immunology Today 4:72, 1983), y la técnica de hibridoma de EBV (Cole, et al., 1985, in Monoclonal Antibodies
and Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc., p. 77-96).

Las técnicas descritas para la produccion de anticuerpos monocatenarios (patente U.S. n° 4.946.778) se pueden
adaptar para producir anticuerpos monocatenarios frente a los polipéptidos de la descripciéon, o fragmentos que
comprenden al menos alrededor de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 75, 100, or 150 aminoacidos consecutivos del
mismo. Como alternativa, se pueden usar ratones transgénicos para expresar anticuerpos humanizados frente a
estos polipéptidos o sus fragmentos.

Los anticuerpos generados frente a los polipéptidos de la descripcion, o fragmentos que comprenden al menos
alrededor de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 75, 100, or 150 o mas aminoacidos consecutivos del mismo, se
pueden usar en el cribado de polipéptidos similares de otros organismos y muestras. En tales técnicas, los
polipéptidos procedentes del organismo se ponen en contacto con el anticuerpo, y se detectan aquellos anticuerpos
que se unen especificamente al anticuerpo. Para detectar la unién al anticuerpo, se puede usar cualquiera de los
procedimientos descritos anteriormente. Uno de tales ensayos de cribado se describe en “Methods for Measuring
Cellulase Activities”, Methods in Enzymology, Vol 160, p. 87-116.

El término “anticuerpo” incluye un péptido o polipéptido derivado de, modelado tras o codificado sustancialmente por
un gen inmunoglobulinico o genes inmunoglobulinicos, o sus fragmentos, capaces de unirse especificamente a un
antigeno o epitopo, véase, por ejemplo, Fundamental Immunology, Tercera Edicion, W.E. Paul, ed., Raven Press,
N.Y. (1993); Wilson (1994) J. Immunol. Methods 175:267-273; Yarmush (1992) J. Biochem. Biophys. Methods 25:85-
97. El término anticuerpo incluye porciones que se unen a antigenos, es decir, “sitios de unién a antigenos” (por
ejemplo, fragmentos, subsecuencias, regiones que determinan la complementariedad (CDRs)), que retienen la
capacidad para unirse a antigeno, incluyendo (i) un fragmento Fab, un fragmento monovalente que consiste en los
dominios VL, VH, CL y CH1; (ii) un fragmento F(ab’)2, un fragmento bivalente que comprende dos fragmentos Fab
enlazados mediante un puente de disulfuro en la region bisagra; (iii) un fragmento Fb que consiste en los dominios
VH y CH1; (iv) un fragmento Fv que consiste en los dominios VL y VH de un solo brazo de un anticuerpo, (v) un
fragmento dAb (Ward et al., (1989) Nature 341: 544-546), que consiste en un dominio VH; y (vi) una regién que
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determina la complementariedad (CDR) aislada. Los anticuerpos monocatenarios también estan incluidos mediante
la referencia al término “anticuerpo”.

Kits

La descripcion proporciona kits que comprenden las composiciones, por ejemplo acidos nucleicos, casetes de
expresion, vectores, células, semillas o plantas o partes de plantas transgénicas polipéptidos (por ejemplo, enzimas
implicadas en el catabolismo de la clorofila o que tienen una actividad de esterasa (por ejemplo, clorofilasa)) y/o
anticuerpos de la descripcion. Los kits también pueden contener material de instruccién que ensefa las
metodologias y usos industriales de la descripcion, como se describe aqui. En un aspecto, los kits se disefian para
adecuarse a los niveles de procesamiento a escala industrial, por ejemplo de alimentos, piensos, aceites, y
similares.

Construccion de células completas y medicion de parametros metabolicos

Los métodos de la descripcidon proporcionan la evoluciéon de células completas, o la construccion de células
completas, de una célula para desarrollar una nueva cepa celular que tenga un nuevo fenotipo, por ejemplo una ruta
de catabolismo de la clorofila modificada, o una actividad enzimatica (por ejemplo, clorofilasa) nueva o modificada,
modificando la composicion genética de la célula. La composicion genética se puede modificar mediante adicion a la
célula de un acido nucleico de la descripcidon, por ejemplo una secuencia codificante para una enzima de la
descripcion. Véanse, por ejemplo, los documentos WO 0229032; WO 0196551.

Para detectar el nuevo fenotipo, al menos un parametro metabdlico de una célula modificada se monitoriza en la
célula en un marco temporal a “tiempo real” o “en linea”. En un aspecto, una pluralidad de células, tal como un
cultivo celular, se monitoriza en “tiempo real” o “en linea”. En un aspecto, una pluralidad de parametros metabdlicos
se monitoriza en “tiempo real” o “en linea”. Los parametros metabdlicos se pueden monitorizar usando una enzima
de la descripcion.

El analisis de flujo metabdlico (AFM) esta basado en un marco bioquimico conocido. Se construye una matriz
metabolica linealmente independiente basandose en la ley de conservacion de la masa y en la hipotesis del estado
seudoestacionario (HESE) en los metabolitos intracelulares. Al poner en practica los métodos de la descripcion, se
establecen redes metabdlicas, incluyendo:

. la identidad de todos los sustratos, productos y metabolitos intermedios de la ruta

. la identidad de todas las reacciones quimicas que interconvierten los metabolitos de las rutas, la
estequiometria de las reacciones de la ruta,

. la identidad de todas las enzimas que catalizan las reacciones, la cinética de la reaccién enzimatica,

. las interacciones reguladoras entre los componentes de la ruta, por ejemplo interacciones alostéricas,
interacciones enzima-enzima, etc.,

. la compartimentalizacién intracelular de las enzimas o cualquier otra organizacion supramolecular de las
enzimas, vy,
. la presencia de cualesquiera gradientes de concentracion de metabolitos, enzimas o moléculas efectoras o

barreras de difusion para su movimiento.

Una vez que se construye la red metabdlica para una cepa dada, se puede introducir la presentacién matematica
mediante la nocion de matriz para estimar los flujos metabdlicos intracelulares si estan disponibles los datos del
metaboloma en linea. El fenotipo metabdlico se basa en los cambios de la red metabdlica completa en una célula. El
fenotipo metabdlico se basa en el cambio de utilizacion de la ruta con respecto a las condiciones ambientales, la
regulacion genética, el estado de desarrollo y el genotipo, etc. En un aspecto de los métodos de la descripcion,
después del calculo del AFM en linea, el comportamiento dinamico de las células, su fenotipo y otras propiedades se
analizan investigando la utilizacion de la ruta. Por ejemplo, si aumenta el suministro de glucosa y disminuye el
oxigeno durante la fermentacion de la levadura, la utilizacion de rutas respiratorias se reducira y/o detendra, y
dominara la utilizaciéon de las rutas fermentativas. El control del estado fisiologico de los cultivos celulares se hara
posible después del analisis de la ruta. Los métodos descritos aqui pueden ayudar a determinar como manipular la
fermentaciéon determinando cémo cambiar el suministro de sustrato, la temperatura, el uso de inductores, etc., para
controlar el estado fisioldgico de las células para moverse a lo largo de la direccion deseable. Al poner en practica
los métodos de la descripcion, los resultados del AFM también se pueden comparar con datos del transcriptoma y
proteoma para disefiar experimentos y protocolos de ingenieria metabolica o barajado de genes, etc.

Al poner en practica los métodos de la descripcion, se puede conferir y detectar cualquier fenotipo modificado o
nuevo, incluyendo caracteristicas nuevas o mejoradas en la célula. Se puede monitorizar cualquier aspecto del
metabolismo o del crecimiento.
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Monitorizacién de la expresién de un transcrito de ARNm

En un aspecto de la descripcién, el fenotipo construido comprende incrementar o disminuir la expresién de un
transcrito de ARNm (por ejemplo, un mensaje para un polipéptido implicado en el catabolismo de clorofila o que
tiene actividad de esterasa (por ejemplo, clorofilasa)) o generar nuevos transcritos en una célula. Esta expresion
aumentada o reducida se puede rastrear comprobando la presencia de una enzima de la descripcién, o mediante
ensayos de la actividad enzimatica. Los transcritos de ARNm, o mensajes, también se pueden detectar y cuantificar
por medio de cualquier método conocido en la técnica, incluyendo, por ejemplo, transferencias Northern, reacciones
de amplificacion cuantitativas, hibridacion a matrices, y similares. Las reacciones de amplificacion cuantitativas
incluyen, por ejemplo, PCR cuantitativa, incluyendo, por ejemplo, reaccion en cadena de la polimerasa mediante
transcripcién inversa cuantitativa, o RT-PCR; RT-PCR en tiempo real cuantitativa, o “RT-PCR cinética en tiempo
real” (véanse, por ejemplo, Kreuzer (2001) Br. J. Haematol. 114:313-318; Xia (2001) Transplantation 72:907-914).

En un aspecto de la descripcion, el fenotipo creado se genera desactivando la expresion de un gene homologo. La
secuencia codificante del gen o uno o mas elementos de control de la transcripcion se pueden desactivar, por
ejemplo, promotores o potenciadores. De este modo, la expresion de un transcrito puede estar anulada
completamente o solo disminuida.

En un aspecto de la descripcion, el fenotipo construido comprende incrementar la expresion de un gen homadlogo.
Esto se puede efectuar desactivando un elemento de control negativo, incluyendo un elemento regulador de la
transcripcion que actua en cis o trans, o mutagenizando un elemento de control positivo. Uno o mas, o todos los
transcritos de una célula se pueden medir mediante hibridacién de una muestra que comprende transcritos de la
célula, o acidos nucleicos representativos de o complementarios a transcritos de una célula, mediante hibridacién a
acidos nucleicos inmovilizados sobre una matriz.

Monitorizacién de la expresion de polipéptidos, péptidos y aminoacidos

En un aspecto de la descripcién, el fenotipo creado comprende incrementar o disminuir la expresién de un
polipéptido (por ejemplo, un polipéptido implicado en el catabolismo de clorofila o que tiene actividad de esterasa
(por ejemplo, clorofilasa)), o generar nuevos polipéptidos en una célula. Esta expresion aumentada o disminuida se
puede rastrear determinando la cantidad de enzima presente o mediante ensayos de la actividad. Los polipéptidos,
péptidos y aminoacidos también se pueden detectar y cuantificar por medio de cualquier método conocido en la
técnica, incluyendo, por ejemplo, resonancia magnética nuclear (RMN), espectrofotometria, radiografia
(radiomarcaje de proteinas), electroforesis, electroforesis capilar, cromatografia de liquidos de alta resolucion
(HPLC), cromatografia de capa fina (TLC), cromatografia de hiperdifusion, diversos métodos inmunolégicos, por
ejemplo inmunoprecipitaciéon, inmunodifusion, inmunoelectroforesis, radioinmunoensayos (RIA), ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA), ensayos inmunofluorescentes, electroforesis en gel (por ejemplo, SDS-
PAGE), tincién con anticuerpos, clasificador de células activadas por fluorescencia (FACS), pirolisis-espectrometria
de masas, Espectrometria de Infrarrojos por Transformada de Fourier, espectrometria Raman, GC-MS, y LC-
Electropulverizacion y espectrometrias de masas por electropulverizacion en tandem con cap-LC, y similares.
También se pueden cribar bioactividades novedosas usando métodos, o variaciones de los mismos, descritos en la
patente U.S. n° 6.057.103. Ademas, como se explica con detalle mas abajo, uno o mas, o, todos los polipéptidos de
una célula se pueden medir usando una matriz de proteinas.

Enzimas

La descripcidon proporciona nuevas composiciones y métodos para tratar enzimaticamente, por ejemplo decolorar o
“blanquear”, preparaciones de algas, de animales (por ejemplo, peces) y/o vegetales, piensos, alimentos o aceites
que comprenden clorofila (la clorofila puede estar en las preparaciones, piensos, alimentos o aceites de forma
natural, como un contaminante, como una composicion indeseada en un producto procesado, etc.). En un aspecto,
las composiciones que contienen clorofila o contaminadas con clorofila, por ejemplo preparaciones de algas, de
animales o vegetales, piensos, alimentos o aceites, se tratan enzimaticamente usando una clorofilasa o enzima
equivalente. En una composiciéon o método de la descripcion se puede usar cualquier polipéptido que tenga una
actividad que pueda modificar una clorofila o metabolito de la clorofila.

Clorofilasas

Los polipéptidos y/o péptidos de la descripcidon pueden tener actividad de esterasa, por ejemplo una clorofilasa o una
actividad similar. Los polipéptidos y/o péptidos de la descripcion pueden incluir anticuerpos cataliticos, enzimas,
sitios activos, y similares. Estos polipéptidos y/o péptidos de la descripcidon que tienen actividad de esterasa (por
ejemplo, clorofilasa) se pueden usar en composiciones o métodos de la descripcion. Por ejemplo, en un aspecto, las
composiciones y métodos de la descripcion tratan enzimaticamente composiciones que contienen clorofila o
contaminadas con clorofila al hidrolizar la clorofila (Figura 1A) hasta fitol (Figura 1B) y clorofilida (Figura 1C).

Se puede usar en una composicién o método de la descripcidon cualquier clorofilasa, clasa o clorofila clorofilido-
hidrolasa o polipéptido que tenga una actividad similar (por ejemplo, clorofila-clorofilido hidrolasa 1 o clasa 1, o
clorofila-clorofilido hidrolasa 2 o clasa 2, véanse, por ejemplo, NCBI P59677_1 y P59678, respectivamente). En una
composicion o método de la descripcion se puede usar cualquier polipéptido (por ejemplo, enzima o anticuerpo
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catalitico) que catalice la hidrdlisis de un enlace de éster de clorofila para producir clorofilida y fitol. Cualquier
polipéptido aislado, recombinante o sintético o quimérico (una combinacién de sintético y recombinante) (por
ejemplo, enzima o anticuerpo catalitico) se puede usar, por ejemplo se puede usar una clorofilasa, clasa o clorofila
clorofilido-hidrolasa o polipéptido que tenga una actividad similar en una composicion o método de la descripcion;
véase, por ejemplo, Marchler-Bauer (2003) Nucleic Acids Res. 31: 383-387.

En un aspecto, las composiciones y métodos de la descripciéon se pueden poner en practica con enzimas como se
describe en el documento WO 0229022. Por ejemplo, en un aspecto, las composiciones y métodos de la descripcion
pueden comprender la expresion recombinante de enzimas, por ejemplo clorofilasas, tales como polinucleétidos que
codifican clorofilasas. En un aspecto, el acido nucleico recombinante se expresa en células completas, extractos
celulares o in vitro. En un aspecto, el polinucleétido codificante de la enzima se modifica para dar como resultado la
produccion de niveles alterados de enzima (por ejemplo, clorofilasa) en una célula hospedante transformada.

En un aspecto, las composiciones y métodos de la invencion se pueden poner en practica con enzimas conocidas,
tales como clorofilasas (incluyendo clasas y clorofila clorofilido-hidrolasas) y polipéptidos relacionados bien
conocidos en la técnica. Por ejemplo, se puede usar la clorofilasa de Arabidopsis thaliana, como se describe, por
ejemplo, en la entrada NCBI NM_123753 (en la que la enzima que tiene una secuencia como se expone en SEC ID
NO:22 es codificada, por ejemplo, por SEC ID NO:21):

SEC ID NO:21

AAAAAAAGTAAAGAAAAGAAAAACTAATAAAGAACAAAAAAAATGTCCTICTTCTTCATCAAGAAACGCC
TTTGAAGATGGCAAATACAAATCAAATCTCTTAACCTTGGACTCATCATCTCGTTGCTGCAAAATAACA
CCGTCTTCTAGAGCTTCACCGTCTCCGCCAAAGCAGCTGTTGGTGGCTACGCCGGTGGAGGAAGGAGAT
TATCCGGTGGTGATGCTCCTCCATGGTTACCTTCTCTACAACTCCTTCTATTCTCAGCTTATGTTGCAT
GTCTCTTCTCATGGCTTCATCCTCATCGCTCCTCAGTTATATAGTATCGCCGGACCAGACACAATGGAT
GAGATTAAATCAACGGCGGAGATTATGGATTGGTTATCAGTAGGACTTAATCACTTTCTTCCAGCGCAA
GTAACACCAAACCTATCCAAATTTGCCCTCTCCGGCCATAGCCGCGGTGGCAAAACCGCGTTTGCGGTC
GCCTTAAAGAAATTTGGGTACTCCTCGAATCTAAAGATCTCGACATTGATCGGTATAGATCCAGTCGAT
GGAACAGGGAAAGGGAAACAAACCCCTCCTCCGGTGTTGGCTTACCTTCCAAACTCATTTGACCTAGAC
AAAACGCCTATACTTGTGATCGGTTCGGGGCTTGGTGAAACCGCTCGGAACCCATTATTCCCACCGTGT
GCACCTCCCGGAGTGAATCACCGAGAGTTCTTTCGGGAATGTCAAGGTCCAGCATGGCATTTCGTTGCG
AAGGATTATGGGCATTTGGACATGCTTGATGATGATACAAAAGGGATTAGAGGGAAGAGTTCTTATTGT
TTGTGTAAGAATGGTGAAGAGAGGAGACCAATGAGGAGATTCGTTGGTGGACTTGTTGTATCATTITTTG
AAGGCTTATTTGGAAGGAGATGATCGTGAATTAGTTAAGATCAAAGATGGGTGTCACGAGGATGTTCCC
GTTGAAATTCAAGAGTTTGAGGTTATCATGTAAACATAAGTTTTTCTTTAGGGGCTGGTTTTTCTATTG
TCAATATCATCAGCTTITTGTTGCTTATGGTTTTACAAACTTATATTGTACAACTCTTTAAGTCACCTCT
TTGCTTATGATATTAACCCGATC

SEC ID NO:22

MSSSSSRNAFEDGKYKSNLLTLDSSSRCCKITPSSRASPSPPKQLLVATPVEEGDY PVVMLLHGYLLYN
SFYSQLMLHVSSHGFILIAPQLYSIAGPDTMDEIKSTAEIMDWLSVGLNHFLPAQVTPNLSKFALSGHS

RGGKTAFAVALKKFGYSSNLKISTLIGIDPVDGTGKGKQTPPPVLAYLPNSFDLDKTPILVIGSGLGET
ARNPLFPPCAPPGVNHREFFRECQGPAWHFVAKDYGHLDMLDDDTKGIRGKSSYCLCKNGEERRPMRRF
VGGLVVSFLKAYLEGDDRELVKIKDGCHEDVPVEIQEFEVIM

La clorofilasa de Ginkgo biloba se puede usar como se describe, por ejemplo, en la entrada NCBI AY292526:

SEC ID NO:23
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TTGAAAAACAAAAACGAAGAAGATGAACTCAGTACTTGCACACAGCCATCGGCCATGGTTTTAGTGAAG
GATGTGTTCAGCGAAGGTCCTTTACCTGTTCAAATCCTCGCAATTCCACAAGCCAACTCATCTCCATGC
TCAAAATTAGCAGACAAAAACGGAACTGCAACCACGCCTTCTCCTTGTCGGCCTCCTAAACCCCTGCTG
ATCGCTCTTCCTTCCCAACATGGAGATTATCCTCTCATCCTCTTTTTCCACGGCTATGTACTCCTCAAT
TCCTTCTATTCTCAACTCTTGCGCCATGTTGCTTCCCATGGATACATCGCCATAGCTCCTCAGATGTAC
AGTGTAATTGGCCCAAATACGACTCCAGAAATAGCCGATGCAGCGGCCATTACAGACTGGTTACGAGAT
GGACTCTCGGATAATCTTCCGCAAGCTTTAAACAATCATGTGAGGCCCAATTTTGAGAAATTTGTGCTA
GCGGGGCACTCGCGCGGGGGTAAAGTGGCATTTGCACTTGCCCTAGGTCGAGTCTCGCAGCCATCTTTA
AAGTACTCGGCCCTTGTAGGTCTTGATCCAGTCGATGGAATGGGAAAAGATCAACAAACCAGTCATCCT
ATTCTGTCATACAGAGAGCATTCCTTTGATTTGGGTATGCCAACATTAGTGGTAGGTTCGGGCCTGGGT
CCGTGCAAAAGAAACCCTCTCTTCCCTCCCTGTGCTCCCCAAGGTGTTAACCACCATGATTTCTTCTAC
GAATGTGTCGCTCCTGCCTATCATTTTGTTGCCTCTGATTATGGGCATCTTGATTTCTTAGACGACGAC
ACCAAAGGAATAAGAGGAAAGGCTACTTATTGCCTCTGTAAGAATGGGGAAGCAAGAGAGCCAATGCGG
AAGTTTAGCGGTGGAATTGTGGTTGCATTTCTTCAAGCATTTCTTGGTGATAATCGTGGAGCCCTGAAT
GATATTATGGTTTATCCTTCACATGCTCCAGTCAAGATTGAGCCTCCAGAGTCTTTGGTTACAGAAGAT
GTAAAATCCCCAGAAGTCGAATTATTACGCCGGGCAGTTTGCAGATGATGTACCATGGTATTATGCATT
AAAGGAATGTATTTGTTATTAAAAAAATATTAAGAAGTAAAAAAAAAAAAAARA

SEC ID NO:24

MVLVKDVFSEGPLPVQILAIPQANSSPCSKLADKNGTATTPSPCRPPKPLLIALPSQHGDYPLILFFHG
YVLLNSFYSQLLRHVASHGYIAIAPQMYSVIGPNTTPEIADAAAITDWLRDGLSDNLPQALNNHVRPNF
EKFVLAGHSRGGKVAFALALGRVSQPSLKYSALVGLDPVDGMGKDQQTSHPILSYREHSFDLGMPTLVV
GSGLGPCKRNPLFPPCAPQGVNHHDFFYECVAPAYHFVASDYGHLDFLDDDTKGIRGKATYCLCKNGEA
REPMRKFSGGIVVAFLQAFLGDNRGALNDIMVYPSHAPVKIEPPESLVTEDVKSPEVELLRRAVCR

La clorofilasa de Brassica oleracea se puede usar como se describe, por ejemplo, en la entrada NCBI AF337546:

5 SEC ID NO:25

ACACAAAARAAATATATAACACAAAGAAATAGAAGAAGGAAAAAATGTCCCCCTCCTTTCTTTTCTTTAC
TTTGTTTTTGATAAAGGAARATGTCCTCTTCATCATCAGCAAACTCCTTTGAGGACGGCAAATACAAAAC
AGATCTTTTAACAGTAGGCTTATCATCTTGCTGCTGGAAAAAGCCCTCCTCTTCTCCGACTCCGCAGTC
TCCGCCGAAGAGGCTTTTGGTGGCAACGCCGGTGGAGGAAGGAGAATATCCGGTGGTGATGCTCCTCCA
TGGTTACCTTCTCTACAACTCATTTTATTCCCAGCTTATGTTGCATGTCTCTTCCCATGGCTTCATTGT
CATCGCTCCGCAGTTATATAGCATTGCCGGACCAGACACCATGGATGAGATAAAATCAACGGCAGAGAT
TATTGATTGGTTATCGGTCGGACTAAACCACTTTCTTCCACCACAAGTAACACCAAACCTATCCAAGTT
CGCACTCTCCGGCCATAGCCGTGGTGGGAAGACCGCATTTGCCTTGGCCTTAAAGAAATTTGGATACTC
GTCCGACCTAAAGATCTCGGCATTGATAGGTATAGATGTTGGAACTGTTTTTTGGACAAATGGCTATGG
CCAATATTCCGGTGAATTTTTCGAGCAATTTGATTGTCGAAATGACCGGATTGTGGAATCGTAGGATTC
ATTGTTATGAGCACTATGGTATAGTGTAATCATATATCAAAAACGAAGTTCGTTTGAATGAGAAATGAA
AGTCTAAAATAGATTATTTGTAAAATATCTATATTAGAATTATGAGGTAAGAAACCTCTTGTGTTTAAA
ATGGAGAAGTTATAACAAAGTTATAAAAAACTTTGTAAACAATTTGGTGTGTTAGC

SEC ID NO:26
MSPSFLFFTLFLIKEMSSSSSANSFEDGKYKTDLLTVGLSSCCWKKPSSSPTPQSPPKRLLVATPVEEG
EYEVVMLLHGYLLYNSFYSQLMLHVSSHGFIVIAPQLYSIAGPDTMDEIKSTAEIIDWLSVGLNHFLPP
QVTPNLSKFALSGHSRGGKTAFALALKKFGYSSDLKISALIGIDVGTVEWINGYGQYSGEFFEQFDCRN
DRIVES

10 La clorofilasa de Citrus sinensis se puede usar como se describe, por ejemplo, en la entrada NCBI QOMV14:

SEC ID NO:27
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MAAMVDAKPAASVQGTPLLATATLPVFTRGIYSTKRITLETSSPSSPPPPKPLIIVTPAGKGTFNVILF

SLVAVMGHSRGGQTAFALSLRYGFGAVIGLDPVAGTSKTTGLDPSILSFDSFDFSIPVTVIGTGLGGVA
RCITACAPEGANHEEFFNRCKNSSRAHFVATDYGHMDILDDNPSDVKSWALSKYFCKNGNESRDPMRRC
VSGIVVAFLKDFFYGDAEDFRQILKDPSFAPIKLDSVEYIDASSMLTTTHVKV

Preparaciones enzimaticas

Las enzimas usadas en los métodos de la invencion se pueden formular o modificar, por ejemplo modificar
quimicamente, por ejemplo, para potenciar la solubilidad del aceite, la estabilidad, la actividad, o para la
inmovilizacion. Por ejemplo, las enzimas usadas en los métodos de la invencidon se pueden formular para ser
anfipaticas o mas lipofilas. Por ejemplo, las enzimas usadas en los métodos de la invencion se pueden encapsular,
por ejemplo en liposomas o geles, por ejemplo hidrogeles de alginato o perlas de alginato o equivalentes. Las
enzimas usadas en los métodos de la invencién se pueden formular en sistemas micelares, por ejemplo un medio de
sistema micelar ternario (TMS) o sistema micelar inverso (RMS). Las enzimas usadas en los métodos de la
invencion se pueden formular como se describe en Yi (2002) J. of Molecular Catalysis B: Enzymatic, Vol. 19, n° 0, p.
319-325. Por ejemplo, la enzima anfipatica, por ejemplo clorofilasa, en forma de un medio de sistema micelar
ternario (TMS) o de sistema micelar inverso (RMS) se puede encapsular en hidrogeles de alginato. En un aspecto,
una enzima, por ejemplo una clorofilasa, se prepara en tampon acuoso y se retiene en un hidrogel, por ejemplo
TMS/alginato y RMS/alginato. Un enfoque para encapsular enzima, por ejemplo clorofilasa, puede ser el
emulsionamiento y/o la gelificacion interna del sistema enzima-TMS o RMS.

Las reacciones enzimaticas de los métodos de la invencion se pueden llevar a cabo in vitro, incluyendo, por ejemplo,
matrices capilares, como se explica mas abajo, o en sistemas de células completas. En un aspecto, las reacciones
enzimaticas de los métodos de la invencion se llevan a cabo en una vasija de reacciéon o en multiples vasijas. En un
aspecto, las reacciones enzimaticas de los métodos de la invencién se llevan a cabo en un aparato de refinado de
aceite vegetal.

Las composiciones y métodos de la invencion se pueden poner en practica con enzimas inmovilizadas, por ejemplo
clorofilasa inmovilizada. La enzima se puede inmovilizar sobre cualquier soporte organico o inorganico. Los soportes
inorganicos ejemplares incluyen alimina, celita, Dowex-1-cloruro, perlas de vidrio y gel de silice. Los soportes
organicos ejemplares incluyen hidrogeles de alginato o perlas de alginato o equivalentes.

En diversos aspectos de la descripcion, la inmovilizaciéon de la clorofilasa se puede optimizar mediante adsorcion
fisica sobre diversos soportes inorganicos, incluyendo alimina, celita, Dowex-1-cloruro, perlas de vidrio y gel de
silice. Las enzimas usadas para la practica de la invencion se pueden inmovilizar en diferentes medios, incluyendo
agua, disolucion de tampoén Tris-HCI, y un sistema micelar ternario que contiene disolucion de tampén Tris-HCI,
hexano y tensioactivo. Se obtuvo la mayor eficiencia de inmovilizacién (84,56%) y la mayor actividad especifica (0,34
mumol de clorofila hidrolizada mg proteina-1 por minuto) cuando se suspendio clorofilasa en disolucion de tampodn
Tris-HCI y se adsorbié sobre gel de silice.

Aplicaciones industriales y médicas

Los polipéptidos, por ejemplo enzimas de la descripcion implicadas en el catabolismo de la clorofila o que tienen una
actividad de esterasa (por ejemplo, clorofilasa), se pueden usar en una variedad de aplicaciones médicas
industriales, como se describe aqui. Las composiciones y métodos de la descripcidon se pueden usar junto con
cualquier uso industrial o aplicaciéon farmacéutica o médica para el tratamiento de materiales que contienen clorofila,
por ejemplo preparaciones vegetales, materiales que comprenden aceite. Por ejemplo, las composiciones y métodos
de la invencién se pueden usar con procedimientos para convertir un fosfolipido no hidratable en una forma
hidratable, para el desgomado del aceite, para el procesamiento de aceites procedentes de plantas, pescado, algas
y similares, por nombrar sélo unas pocas aplicaciones. Por ejemplo, los métodos de la descripciéon se pueden usar
con el procesamiento de grasas y aceites como se describe, por ejemplo, en la Publicacion de Solicitud de Patente
JP H6-306386, que describe la conversion de fosfolipidos presentes en los aceites y grasas en sustancias solubles
en agua que contienen grupos acido fosforico.

Las composiciones y métodos de la invencion se pueden usar conjuntamente con métodos para procesar aceites
vegetales, tales como los derivados de o aislados de salvado de arroz, soja, canola, palma, semilla de algodoén,
maiz, pepita de palma, coco, cacahuete, sésamo, girasol. Las composiciones y métodos de la invencion se pueden
usar conjuntamente con métodos para procesar aceites esenciales, por ejemplo aquellos procedentes de aceites de
semillas de frutas, por ejemplo uva, albaricoque, borraja, etc. Las composiciones y métodos de la invencion se
pueden usar conjuntamente con métodos para procesar aceites y fosfolipidos en formas diferentes, incluyendo
formas brutas, desgomadas, gomas, agua de lavado, arcilla, silice, grasa para jaboén, y similares. Las composiciones
y métodos de la invencion se pueden usar conjuntamente con métodos para procesar aceites con alto contenido en
fésforo (por ejemplo, un aceite de haba de soja), aceites de pescado, aceites de animales, aceites vegetales, aceites
de algas, y similares.
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Las composiciones y métodos de la invencion se pueden usar conjuntamente con métodos usar para procesar y
obtener aceites comestibles, aceites biodiésel, liposomas para farmacos y cosméticos, fosfolipidos estructurados y
lipidos estructurados. Las composiciones y métodos de la invencion se pueden usar conjuntamente con métodos
para la extraccion de aceites. Las composiciones y métodos de la invencion se pueden usar conjuntamente con
métodos para obtener diversos jabones.

Los métodos pueden comprender modificar el pH (por ejemplo, incrementar el pH) para promover la separacion
acuosa de clorofilida. De este modo, las composiciones y métodos de la invencion también pueden comprender
procedimientos de neutralizacion caustica, por ejemplo, con condiciones de pH caustico-neutro. En un aspecto, las
composiciones y métodos de la descripcion comprenden una etapa de neutralizacién, por ejemplo, en el tratamiento
de “aceites quimicamente refinados”, por ejemplo usando clorofilasas, y/o en la separacion de clorofilida. Las
composiciones y métodos de la descripcion pueden comprender modificar el pH para promover la separacion
acuosa de clorofilida.

En un aspecto, las composiciones y métodos de la descripcion comprenden el uso de dispositivos y procedimientos
de refinado con silice adsorbente reducida o libres de adsorbente, que se conocen en la técnica, por ejemplo usando
TriSyl Silica Refining Processes (Grace Davison, Columbia, MD), o silices SORBSIL R™ (INEOS Silicas, Joliet, IL).

Tratamiento enzimatico, o procedimientos de “blanqueo” o decoloracién

La descripcidon proporciona nuevas composiciones y métodos para tratar enzimaticamente, por ejemplo decolorar o
“blanquear”, preparaciones de algas, de animales (por ejemplo, pescado) y/o vegetales, piensos, alimentos o
aceites, como se ilustra en las Figuras 8 a 16. En un aspecto, se tratan alimentos o aceites que contienen clorofila o
contaminados con clorofila. Por ejemplo, en aspectos alternativos, los aceites vegetales, incluyendo aceites
procesados de oleaginosas, tales como aceite de canola (colza) o aceite de haba de soja, o frutos oleosos, tales
como aceite de palma, son procesados usando las composiciones y/o métodos de la descripcion.

Al menos una etapa en este método ejemplar implica el uso de una enzima, por ejemplo una enzima clorofilasa, que
puede hidrolizar clorofila a fitol y clorofilida. En aspectos alternativos, una, varias o todas las etapas usan una
enzima. La reaccién puede ser in vitro o in vivo.

La Figura 8 ilustra la reaccion de una esterasa ejemplar de la descripciéon en la degradacién de la clorofila — la
clorofilasa (clasa) cataliza la hidrodlisis de un enlace de éster en la clorofila para producir clorofilida y fitol, en el que la
clorofilida entra en la fase acuosa debido a un anillo de porfirina hidréfilo, y el fitol se separa en una fase oleosa
(hidréfoba). En un aspecto de un procedimiento de la descripcion, el anillo de porfirina hidréfilo se separa con la
fraccion de goma/agua usando uno cualquiera de los muchos métodos bien conocidos.

La Figura 9 ilustra y compara el procedimiento de decoloracién (blanqueo) enzimatico tradicional frente a uno
ejemplar de la descripcion, en el que el procedimiento de blanqueo enzimatico puede incorporar una esterasa de la
descripcion. En el método tradicional, el aceite vegetal bruto se desgoma (opcionalmente, se neutraliza de forma
caustica), se blanquea usando, por ejemplo, adsorcién en arcilla con eliminacién subsiguiente de la arcilla, y
desodorizacion, para producir aceite “refinado, blanqueado y desodorizado” o RBD. En este procedimiento de
blanqueo enzimatico ejemplar de la descripcion, el aceite vegetal bruto se desgoma (opcionalmente, se neutraliza de
forma caustica), se blanquea usando, por ejemplo, un polipéptido de la descripcion, tal como una clorofilasa de la
descripcion, con separacion acuosa subsiguiente de la clorofilida, seguido de la desodorizacién, para producir un
aceite “refinado, blanqueado y desodorizado” o RBD. La necesidad del desgomado depende del contenido de
fésforo y de otros factores (todos ellos conocidos en la técnica). Tipicamente se desgoman soja y canola.

La Figura 10 ilustra un procedimiento de decoloracion (blanqueo) enzimatico ejemplar de la descripcion — un
procedimiento combinado de desgomado-blanqueo (“decoloracion”). En este procedimiento de blanqueo enzimatico
ejemplar de la descripcion, el aceite vegetal bruto se desgoma y se blanquea enzimaticamente usando un
polipéptido de la descripcion, tal como una esterasa, por ejemplo una clorofilasa, de la descripcion en una etapa, o
“un recipiente”. El desgomado puede ser un desgomado “tradicional” o un desgomado enzimatico, por ejemplo que
implica fosfolipido o fosfolipidos y/o hidrdlisis. En un aspecto, el procedimiento ejemplar de la descripcion comprende
una etapa de separacion acuosa subsiguiente para eliminar el producto de reaccion clorofilida, goma y/o jabén. En
un aspecto, esto es seguido de la desodorizacion para producir un aceite “refinado, blanqueado y desodorizado” o
RBD.

La Figura 11 ilustra un procedimiento de decoloracion (blanqueo) enzimatico ejemplar de la descripcion que combina
etapas de desgomado, blanqueo enzimatico (“decoloracion”) y neutralizacion caustica. En este procedimiento de
blanqueo enzimatico ejemplar de la descripcion, el aceite vegetal bruto se desgoma, se neutraliza y se blanquea
enzimaticamente usando un polipéptido de la descripcion, tal como una esterasa, por ejemplo una clorofilasa, de la
descripcion en una etapa, o “un recipiente”. El desgomado puede ser un desgomado “tradicional” o un desgomado
enzimatico, por ejemplo que implica fosfolipido o fosfolipidos y/o hidrdlisis. En un aspecto, el procedimiento ejemplar
de la descripcion comprende una etapa de separacion acuosa subsiguiente para eliminar el producto de reaccion
clorofilida, goma y/o jabon.

La Figura 12 ilustra un procedimiento de decoloracion (blanqueo) enzimatico ejemplar de la descripcion que
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comprende la aplicacion de un polipéptido de la descripcion, tal como una esterasa, por ejemplo una clorofilasa, a
una preparacion de oleaginosa, seguido de una etapa de separacion acuosa subsiguiente (para eliminar, por
ejemplo, el producto de reaccion clorofilida, o gomas y/o jabones), seguido de los procedimientos ilustrados en las
Figuras 9, 10 u 11.

La Figura 13 ilustra un esquema de refinado de oleaginosas general que comprende la extraccion, refinado y
modificacion de una oleaginosa, en el que, ademas de un polipéptido de la descripcion, tal como una esterasa, por
ejemplo una clorofilasa, a una oleaginosa en una o varias o todas estas etapas, también se afiaden otros
polipéptidos y/o sustancias quimicas, por ejemplo celulasa, hemicelulasa, proteasa, pectinasa, fosfolipasa A, B, C
y/o D, esterasa (por ejemplo, una esterasa selectiva), una lipasa (por ejemplo, 1,3 lipasa), una lipasa selectiva, una
clorofilasa conocida, u otra enzima implicada en el catabolismo de la clorofila, y similar.

La Figura 14 ilustra un procedimiento industrial ejemplar de la descripcion — un procedimiento de biodesgomado, que
comprende el uso de una fosfolipasa A y al menos un polipéptido de la descripcion que tiene actividad de enzima
clorofilasa. El al menos un polipéptido de la descripcién que tiene actividad de clorofilasa se puede afiadir a una o a
varias o a todas las siguientes etapas: se puede afadir al aceite bruto, en el procedimiento de desgomado o en el
aceite desgomado, a un tanque de almacenamiento o de retencion, con la fosfolipasa A (por ejemplo, en “el tanque
de dia” de la figura) y/o el tanque caustico.

La Figura 15 ilustra otro procedimiento industrial ejemplar de la descripcion que comprende el uso de al menos un
polipéptido de la descripcién que tiene actividad de enzima clorofilasa. El al menos un polipéptido de la descripcién
que tiene actividad de clorofilasa se puede afiadir a una o a varias o a todas las siguientes etapas: se puede afadir
al aceite bruto, en el procedimiento de desgomado o en el aceite desgomado, a un tanque de almacenamiento o de
retencion, a un tanque caustico y/o a una mezcladora de retencion.

La Figura 16 ilustra otro procedimiento industrial ejemplar de la descripcion que comprende el uso de al menos un
polipéptido de la descripcion que tiene actividad de enzima clorofilasa. En este procedimiento ejemplar, se afade
fosfolipasa C (PLC) al procedimiento de desgomado o en el aceite desgomado, con la enzima clorofilasa de la
descripcion. El al menos un polipéptido de la descripciéon que tiene actividad de clorofilasa se puede afiadira una o a
varias o a todas las siguientes etapas: se puede afadir al aceite bruto, en el procedimiento de desgomado o en el
aceite desgomado (con una PLC), a un tanque de almacenamiento o de retencion, a un tanque caustico y/o a una
mezcladora de retencion.

Desgomado de aceites y procesamiento del aceite vegetal

Las composiciones y métodos de la descripcion se pueden usar en diversas etapas del procesamiento de aceites
vegetales, tales como en la extraccion de aceites vegetales, particularmente en la eliminacion de “gomas de
fosfolipidos” en un procedimiento denominado “desgomado de aceites”.

Las composiciones y métodos de la descripcion se pueden usar en métodos para procesar aceites vegetales a partir
de diversas fuentes, tales como salvado de arroz, habas de soja, colza, cacahuetes y otras nueces, sésamo, girasol,
palma y maiz. Los métodos se pueden usar conjuntamente con procedimientos basados en la extraccién como con
hexano, con el refinado subsiguiente de los extractos brutos a aceites comestibles. La primera etapa en la secuencia
de refinado es el proceso denominado “desgomado”, que sirve para separar fosfatidos mediante adicion de agua. El
material precipitado mediante desgomado se separa y se procesa posteriormente a mezclas de lecitinas. Las
lecitinas comerciales, tales como lecitina de haba de soja y lecitina de girasol, son materiales semisélidos o muy
viscosos. Consisten en una mezcla de lipidos polares, principalmente fosfolipidos, y aceite, principalmente
triglicéridos. Las composiciones y métodos de la descripcion se pueden usar antes o después de cualquier etapa en
un procedimiento, o antes o después de cualquier combinacion de etapas, o antes o después de todas las etapas,
en un procedimiento, por ejemplo antes, durante o tras la extraccién mecanica o quimica, el desgomado y/o
blanqueo, y similar.

Las composiciones y métodos de la descripcion se pueden usar en (es decir, conjutamente con) cualquier
procedimiento de “desgomado”, incluyendo desgomado con agua, desgomado con aceite ALCON (por ejemplo, para
habas de soja), desgomado safinco “superdesgomado”, desgomado UF, desgomado TOP, unidesgomado,
desgomado en seco y desgomado con ENZYMAX™. Véanse, por ejemplo, las patentes U.S. n® 6.355.693;
6.162.623; 6.103.505; 6.001.640; 5.558.781; 5.264.367. Las composiciones y métodos de la descripcion se pueden
usar en cualquier método de procedimiento de aceite, por ejemplo desgomado o procesos equivalentes. Por
ejemplo, las composiciones y métodos de la descripcidon se pueden usar en procedimientos como se describen en
las patentes U.S. n°® 5.558.781; 5.288.619; 5.264.367; 6.001.640; 6.376.689; en el documento WO 0229022; el
desgomado de aceites como se describe, por ejemplo, en el documento WO 98/18912; procedimientos como se
describen en la solicitud JP n® H5-132283 (presentada el 25 de abril de 1993); la solicitud EP numero: 82870032.8, y
similares. Diversos procedimientos de “desgomado”, incorporados por los métodos de la descripcion, se describen
en Bockisch, M. (1998) en Fats and Oils Handbook, The extraction of Vegetable Oils (Capitulo 5), 345-445, AOCS
Press, Champaign, lllinois. Las composiciones y métodos de la descripcion se pueden usar en la aplicacion industrial
de desgomado enzimatico de aceites triglicéridos, como se describe, por ejemplo, en el documento EP 513.709.
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En un aspecto, las composiciones y métodos de la descripcion se usan para tratar aceites vegetales, por ejemplo
aceites brutos, tales como salvado de arroz, soja, canola, girasol y similares. En un aspecto, esto mejora la eficiencia
del procedimiento de desgomado. En un aspecto, los métodos de la descripcién dan como resultado la separacion
mejorada de la clorofila desde la fase oleosa, por ejemplo durante la centrifugaciéon. La separacion mejorada de
estas fases puede dar como resultado una eliminacion mas eficiente de las clorofilas desde el aceite, incluyendo
aceites tanto hidratables como no hidratables.

Las composiciones y métodos de la descripcion se pueden usar en la aplicacion industrial del desgomado
enzimatico como se describe, por ejemplo, en el documento CA 1102795, que describe un método para aislar lipidos
polares a partir de lipidos de cereales mediante la adicion de al menos 50% en peso de agua. Este método es un
desgomado modificado, en el sentido de que utiliza el principio de afiadir agua a una mezcla de aceite bruta.

En un aspecto, la descripcion proporciona procedimientos enzimaticos que comprenden el uso de composiciones y
métodos de la descripcién que comprenden la hidrdlisis de fosfolipidos hidratados en un aceite a una temperatura de
alrededor de 20°C a 40°C, a un pH alcalino, por ejemplo un pH de alrededor de pH 8 a pH 10, usando un tiempo de
reaccion de alrededor de 3 a 10 minutos.

En diversos procedimientos ejemplares de la descripcién, un nimero de etapas distintas componen el procedimiento
de desgomado que antecede a los procedimientos de blanqueo del nucleo y refinado con desodorizacion. Estas
etapas incluyen calentar, mezclar, retener, separar y secar. Tras la etapa de calentamiento, se afiade agua y a
menudo acido, y se mezclan para permitir que la “goma” de fosfolipido insoluble se aglomere en particulas que se
pueden separar. Mientras que el agua separa muchos de los fosfatidos en el desgomado, las porciones de los
fosfolipidos son fosfatidos no hidratables (NHPs) presentes como sales de calcio o magnesio. Los procedimientos de
desgomado se dirigen a estos NHPs mediante la adicién de acido. Tras la hidratacion de los fosfolipidos, el aceite se
mezcla, se retiene y se separa mediante centrifugacion. Finalmente, el aceite se seca y se almacena, se transporta o
refina. Las gomas resultantes se procesan posteriormente para productos de lecitina, o se afiaden nuevamente a la
harina. Como se sefiala anteriormente, las composiciones y métodos de la descripcion se pueden usar antes o
después de cualquiera de estas etapas, o antes o después de cualquier combinacién de etapas, o antes o después
de todas las etapas, en cualquier método de procesamiento.

Al terminar un tratamiento enzimatico de la descripcion, el liquido tratado (por ejemplo, aceite) se separa con un
medio apropiado, tal como un separador centrifugo, y se obtiene el aceite procesado. En un aspecto, los
compuestos, producidos mediante modificacion enzimatica de la clorofila, se transfieren parcial o totalmente a la
fase acuosa y se eliminan de la fase oleosa. Al terminar el tratamiento enzimatico, si es necesario, el aceite
procesado se puede lavar adicionalmente con agua o con acido organico o inorganico tal como, por ejemplo, acido
acético, acido fosfdrico, acido succinico, y similar, o con disoluciones salinas.

En un procedimiento ejemplar para el desgomado mediante ultrafiltracion, una enzima usada en un método de la
descripcion se une a un filiro, o la enzima se afiade a un aceite antes de la filtracién. Las enzimas usadas en
composiciones o métodos de la descripcion se pueden inmovilizar a cualquier sustrato, por ejemplo filtros, fibras,
columnas, perlas, coloides, geles, hidrogeles, mallas, y similares.

Las composiciones y métodos de la descripcion se pueden usar para mejorar la extraccion de aceite, el desgomado
del aceite y la neutralizacion caustica del aceite (por ejemplo, aceites vegetales). En un aspecto, en un
procedimiento de la descripcion, se usa una composicion o método de la descripcion y al menos un agente
degradante de la pared de la célula vegetal (por ejemplo, una celulasa, una hemicelulasa o similar, para reblandecer
las paredes e incrementar el rendimiento de la extraccion). En un método ejemplar, para mejorar la extraccion de
aceite y el desgomado del aceite, se usa una fosfolipasa, por ejemplo una fosfolipasa C, u otra hidrolasa (por
ejemplo, una celulasa, una hemicelulasa, una esterasa, una proteasa y/o una fosfatasa). Por ejemplo, en un
aspecto, durante una etapa de trituracién asociada con la produccion de aceite (incluyendo, pero sin limitarse a,
aceite de haba de soja, de canola, de girasol, de salvado de arroz), se puede usar una fosfolipasa u otra enzima.
Usando enzimas antes de o en lugar de la extraccion con disolventes, es posible incrementar el rendimiento del
aceite y reducir la cantidad de fosfolipidos hidratables y no hidratables en el aceite bruto. La reduccion global de
fosfolipidos en el aceite bruto dara como resultado rendimientos mejorados durante el refinado, con el potencial de
eliminar el requisito de una etapa de desgomado adicional antes del blanqueo y desodorizacion.

Las composiciones y métodos de la descripcion también se pueden poner en practica usando procedimientos como
se describen en la patente U.S. n° 5.414.100. Por ejemplo, en un aspecto, los métodos o composiciones
comprenden ademas procedimientos cromatograficos para la desacidificacion de aceites vegetales a temperatura
ambiente. Estos procedimientos se pueden retroajustar en operaciones de desacidificacion usando refinado con
miscelas o extraccion con disolventes, el aceite vegetal bruto se disuelve en un disolvente tal como alcohol
isopropilico, y se hace pasar a través de una columna de alimina activada (6xido de aluminio) a temperatura
ambiente. El procedimiento, que elimina el contacto fisico entre tanto el aceite y un reactivo alcalino como el aceite y
agua, simplifica procedimientos de blanqueo subsiguientes al eliminar también algunos pigmentos de color. La
alumina gastada se puede reactivar lavandola con una disolucion diluida de hidroxido de sodio o hidroxido de
potasio.
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Las composiciones y métodos de la descripcion también se pueden poner en practica usando procedimientos como
se describen en el documento JP57156482, 1982 (solicitud n° JP19810040794 19810320), que describe el refinado
de grasas o aceites vegetales como subproductos.

Las composiciones y métodos de la descripcion también se pueden poner en practica usando procedimientos como
se describen en la patente U.S. n® 5.315.021. Por ejemplo, en un aspecto, los métodos o composiciones de la
descripcion se pueden poner en practica con procedimientos para eliminar impurezas de color de la clorofila a partir
de aceites vegetales. Los procedimientos pueden comprender dispersar una fuente de acido fosférico en aceite
vegetal para formar una mezcla que tiene un contenido de humedad menor que 0,1% en peso, mezcla la cual se
mantiene a una temperatura en el intervalo de 70°C a 160°C hasta que se forma un precipitado que contiene
impurezas de color de la clorofila. Esto puede ser seguido de la separacion del material precipitado a partir del
aceite, para eliminar las impurezas de color de la clorofila con el material precipitado, por ejemplo durante el
procesamiento convencional del aceite hasta e incluyendo la eliminacién de la arcilla de blanqueo a partir del aceite.

Procesamiento enzimatico de oleaginosas

Las composiciones y métodos de la descripcion se pueden usar para el procesamiento enzimatico de oleaginosas,
incluyendo pasta de haba de soja, de canola (colza), de coco, de aguacate y de oliva. En un aspecto, estos
procedimientos de la descripcion pueden incrementar el rendimiento del aceite y mejorar la calidad nutricional de las
harinas obtenidas. En algunos aspectos, el procesamiento enzimatico de oleaginosas usando las enzimas y
métodos de la descripcion proporcionara beneficios econémicos y medioambientales, asi como tecnologias
alternativas para la extraccion de aceite y el procesamiento de alimento para el consumo humano y animal. En
aspectos alternativos, los procedimientos de la descripcion comprenden ademas el uso de fosfolipasas, proteasas,
fosfatasas, fitasas, xilanasas, amilasas (por ejemplo, o-amilasas), glucanasas (por ejemplo, B-glucanasas),
poligalacturonasas, galactolipasas, celulasas, hemicelulasas, pectinasas y otras enzimas degradantes de la pared
de las células vegetales, asi como preparaciones enzimaticas mixtas y lisados celulares. En aspectos alternativos,
los procedimientos de la descripcion se pueden poner en practica junto con otros procedimientos, por ejemplo
tratamientos enzimaticos, por ejemplo con carbohidrasas, incluyendo celulasa, hemicelulasa y otras actividades
degradantes secundarias, o procedimientos quimicos, por ejemplo extraccidon con hexano de aceite de haba de soja.
El tratamiento enzimatico puede incrementar la capacidad de extraccion del aceite en 8-10% cuando el tratamiento
enzimatico se lleva a cabo antes de la extraccion con disolventes.

En aspectos alternativos, los procedimientos de la descripcidon se pueden poner en practica con procedimientos de
extraccion acuosa. Los métodos de extraccion acuosa pueden ser tecnologias alternativas medioambientalmente
mas limpias para la extraccion del aceite. Los procedimientos de la descripcién también pueden usar enzimas que
hidrolizan los polisacaridos estructurales que forman la pared celular de oleaginosas, o que hidrolizan las proteinas
que forman las membranas corporales de células y lipidos, por ejemplo utilizando digestiones que comprenden
celulasa, hemicelulasa, y/o protopectinasa para la extraccion de aceite a partir de células de haba de soja. En un
aspecto, los métodos se ponen en practica con una enzima de la descripcién como se describe por Kasai (2003) J.
Agric. Food Chem. 51:6217-6222, que da a conocer que la enzima mas eficaz para digerir la pared celular fue
celulasa.

En un aspecto, las proteasas se usan en combinacién con los métodos de la descripcidon. Se ha evaluado el efecto
combinado de variables operacionales y la actividad enzimatica de proteasa y celulasa sobre los rendimientos de la
extraccion de aceite y proteinas combinado con otros parametros del procedimiento, tales como la concentracion de
enzima, tiempo de hidrélisis, tamafio de particulas y relacion sélido-liquido. En un aspecto, los métodos de la
descripcion se ponen en practica con protocolos como se describe por Rosenthal (2001) Enzyme and Microb. Tech.
28:499-509, que da a conocer que el uso de proteasa puede dar como resultado rendimientos significativamente
mayores de aceite y proteina con respecto al control cuando se usa harina tratada con calor.

En un aspecto, la extraccion completa de proteinas, pectina, y hemicelulosa se usan en combinacion con los
métodos de la descripcion. La célula vegetal consiste en una serie de polisacaridos asociados a menudo con o
sustituidos por proteinas o compuestos fenodlicos. La mayoria de estos hidratos de carbono son soélo parcialmente
digeridos o pobremente utilizados por las enzimas digestivas. La destruccion de estas estructuras mediante enzimas
de procesamiento o degradantes puede mejorar su disponibilidad nutriente. En un aspecto, los métodos de la
descripcion se ponen en practica con protocolos como se describe por Ouhida (2002) J. Agric. Food Chem. 50:1933-
1938, que da a conocer que se ha logrado una degradacion significativa de la celulosa de la pared celular de haba
de soja (hasta 20%) tras la extraccién completa de proteina, pectina y hemicelulosa.

En un aspecto, los métodos de la descripcion comprenden la incorporacion de diversos tratamientos enzimaticos en
el tratamiento de semillas, por ejemplo semillas de canola, comprendiendo estos tratamientos el uso de proteasas,
celulasas y hemicelulasas (en diversas combinaciones entre si y con una o mas enzimas de la descripcion). Por
ejemplo, los métodos pueden comprender tratamientos enzimaticos de semillas de canola a 20 a 40 de humedad
durante la incubaciéon con enzimas antes de un procedimiento convencional, como se describe, por ejemplo, por
Sosulski (1990) Proc. Can. Inst. Food Sci. Technol. 3:656. Los métodos de la descripcion pueden comprender
ademas la incorporacion de proteasas, a-amilasas, poligalacturonasas (en diversas combinaciones entre si y con
una o mas enzimas de la descripcion) para hidrolizar material celular en harina de coco vy liberar el aceite de coco,
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que se puede recuperar mediante centrifugacion, como se describe, por ejemplo, por McGlone (1986) J. of Food Sci.
51:695-697. Los métodos de la descripcion pueden comprender ademas la incorporacién de pectinasas, a-amilasas,
proteasas, celulasas en diferentes combinaciones (entre si y con una o mas enzimas de la descripcion) para dar
como resultado una mejora significativa del rendimiento (~70% en el mejor caso) durante la extraccion enzimatica de
aceite de aguacate, como se describe, por ejemplo, por Buenrostro (1986) Biotech. Letters 8(7):505-506. En
procedimientos de la descripcidén para la extraccion de aceite de oliva, la pasta de oliva se trata con celulasa,
hemicelulasa, poligalacturonasa, pectina-metiliransferasa, proteasa y sus combinaciones (entre si y con una o mas
enzimas de la descripcion), como se describe, por ejemplo, por Montedoro (1976) Acta Vitamin. Enzymol. (Milano)
30:13.

En un aspecto, los métodos de la descripcion comprenden ademas la incorporacion de diversos tratamientos
enzimaticos en el tratamiento de semillas, por ejemplo semillas de canola, comprendiendo estos tratamientos el uso
de proteasas, celulasas, y hemicelulasas (en diversas combinaciones entre si y con una o mas enzimas de la
descripcion). Por ejemplo, los métodos pueden comprender tratamientos enzimaticos de semillas de canola a 20 a
40 de humedad durante la incubacién con enzimas antes de un procedimiento convencional, como se describe, por
ejemplo, por Sosulski (1990) Proc. Can. Inst. Food Sci. Technol. 3:656. Los métodos de la descripcion pueden
comprender ademas la incorporaciéon de proteasas, a-amilasas, poligalacturonasas (en diversas combinaciones
entre si y con una o mas enzimas de la descripcion) para hidrolizar material celular en harina de coco y liberar el
aceite de coco, que se puede recuperar mediante centrifugacion, como se describe, por ejemplo, por McGlone
(1986) J. of Food Sci. 51:695-697. Los métodos de la descripcion pueden comprender ademas la incorporacion de
pectinasas, a-amilasas, proteasas, celulasas en diferentes combinaciones (entre si y con una o mas enzimas de la
descripcion) para dar como resultado una mejora significativa del rendimiento (~70% en el mejor caso) durante la
extraccion enzimatica de aceite de aguacate, como se describe, por ejemplo, por Buenrostro (1986) Biotech. Letters
8(7):505-506. En procedimientos de la descripcion para la extraccion de aceite de oliva, la pasta de oliva se trata con
celulasa, hemicelulasa, poligalacturonasa, pectina-metiltransferasa, proteasa y sus combinaciones (entre si y con
una o mas enzimas de la descripcion), como se describe, por ejemplo, por Montedoro (1976) Acta Vitamin. Enzymol.
(Milano) 30:13.

En un aspecto, las composiciones y métodos de la descripcion se pueden poner en practica con métodos como se
describe en la patente U.S. n° 6.376.689. Por ejemplo, en un aspecto, las composiciones y métodos de la
descripcion pueden comprender un procedimiento de desgomado/decoloracion acida en una sola etapa, que elimina
los compuestos de tipo clorofila de los aceites vegetales procedentes de semillas, especialmente semillas dafadas
por heladas que tienen grandes cantidades de compuestos de tipo clorofila. En un aspecto, los métodos de la
descripcion comprenden ademas una mezcla de acidos sulfurico y fosférico acuosos que se mezcla con el aceite
para eliminar compuestos de tipo clorofilico a partir del aceite. El aceite purificado puede tener menos de alrededor
de 5 ppm de compuestos de tipo clorofila, menos de alrededor de 50 ppm de fosforo, o menos de alrededor de 1,0
por ciento en peso de acidos grasos libres.

Purificacion de fitosteroles a partir de aceites vegetales

Las composiciones (por ejemplo, esterasas) y métodos de la descripcion también se pueden usar conjuntamente
con métodos y procedimientos para purificar fitosteroles y triterpenos, o esteroles vegetales, a partir de aceites
vegetales. Los fitosteroles que se pueden purificar usando métodos de la descripcion incluyen B-sitosterol,
campesterol, estigmasterol, estigmastanol, B-sitostanol, sitostanol, desmosterol, calinasterol, poriferasterol,
clionasterol y brasicasterol. Los esteroles vegetales son productos agricolas importantes para las industrias de la
salud y de la nutricion. De este modo, las composiciones (por ejemplo, esterasas) y métodos de la descripcion se
pueden usar para obtener emulsionantes para fabricantes cosméticos e intermedios esteroideos y precursores para
la produccion de farmacos hormonales. Las composiciones (por ejemplo, esterasas) y métodos de la descripcion se
pueden usar para obtener (por ejemplo, purificar) andlogos de fitosteroles y sus ésteres para uso como agentes
reductores de colesterol con beneficios sanitarios cardiologicos. Las composiciones (por ejemplo, esterasas) y
métodos de la descripcion se pueden usar para purificar esteroles vegetales para reducir los niveles séricos de
colesterol inhibiendo la absorcion de colesterol en la luz intestinal. Las composiciones (por ejemplo, esterasas) y
métodos de la descripcion se pueden usar para purificar esteroles vegetales que tienen propiedades
inmunomoduladoras a concentraciones extremadamente bajas, incluyendo respuesta celular potenciada de linfocitos
T, y la capacidad citotoxica de células asesinas naturales contra una estirpe celular de cancer. Las composiciones
(por ejemplo, esterasas) y métodos de la descripcion se pueden usar para purificar esteroles vegetales para el
tratamiento de tuberculosis pulmonar, artritis reumatoide, manejo de pacientes infectados con VIH, e inhibicion de
estrés inmunitario, por ejemplo en corredores de maratén.

Las composiciones (por ejemplo, esterasas) y métodos de la descripcidon se pueden usar para purificar componentes
de esteroles presentes en las fracciones de esteroles de aceites vegetales de primera necesidad (por ejemplo,
aceites de coco, canola, manteca de cacao, maiz, semilla de algodén, lino, oliva, palma, cacahuete, salvado de
arroz, alazor, sésamo, haba de soja, girasol), tales como sitosterol (40,2-92,3%), campesterol (2,6-38,6%),
estigmasterol (0-31%) y 5-avenasterol (1,5-29%).

Aparato para refinar aceite vegetal
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La descripcion proporciona producto de fabricacion que comprende un sistema de desgomado para el tratamiento
enzimatico de composiciones que contienen clorofila o contaminadas con clorofila, que comprende (a) un aparato de
refinado de aceite vegetal; y (b) un polipéptido que tiene una actividad de clorofilasa operablemente integrado en el
aparato de refinado del aceite vegetal, en el que la actividad del polipéptido comprende la catalisis de una reaccion
que modifica la clorofila, y el aparato de refinado del aceite vegetal puede hacer reaccionar una composicion que
contiene clorofila o contaminada con clorofila con el polipéptido en condiciones en las que el polipéptido puede
catalizar una reaccién que modifica la clorofila.

Los productos de fabricacion pueden comprender cualquier aparato de refinado de aceite vegetal o su combinacion,
por ejemplo un expulsor que deja aceite (por ejemplo, de Pennwalt Corp.), o un dispositivo de separacion de goma
gravitacional.

La descripcion proporciona producto de fabricacion que comprende enzimas inmovilizadas, por ejemplo una
clorofilasa inmovilizada, por ejemplo una esterasa de la descripcion. En un aspecto del producto de fabricacion, la
clorofilasa comprende una clorofilasa inmovilizada en silice. La_silice comprende un gel de silice o equivalente. La
silice comprende una silice TriSyl Silica o una silice SORBSIL R™.

En un aspecto, los productos de fabricacion de la descripcion comprenden aparato para ajustar el pH, por ejemplo
incrementar el pH (“tratamiento caustico”), y después, como alternativa, neutralizar el pH.

EJEMPLOS
Ejemplo 1: Ensayo de actividad de esterasa ejemplar

El siguiente ejemplo demuestra un ensayo de esterasa ejemplar (actividad de clorofilasa) para aislar y caracterizar
enzimas de la descripcion y los acidos nucleicos que las codifican, y para determinar si un polipéptido esta dentro
del alcance de la descripcion.

Las esterasas se cribaron en busca de actividad sobre la clorofila a partir de espinaca para producir clorofilida. En
este ensayo de esterasa ejemplar (actividad de clorofilasa), el formato de cribado de esterasa comprende:

. Placas cribadas por duplicado.
. Controles positivos (CHLasa) y negativos en cada placa.

. 1 mM de CHL, 20% de lisado celular, 20% de acetona, pH 7,5, 0,01% de HBT.

. 24 h de tiempo de incubacién a 30°C en la oscuridad.
. 100 ml de volumen de reaccion.
. Analisis mediante LC-VIS; inyeccion de 1 ml de muestra.

Este método de cribado de esterasa us6 HPLC para analizar los productos de reaccién. La Figura 2 y la Figura 3
ilustran datos que muestran los resultados del ensayo de actividad de esterasa (actividad de clorofilasa) usando las
enzimas ejemplares indicadas de la descripcion.

Para la HPLC:
Columna: Cromolith SpeedROD RP-18e 50-4, 6 mm (Cat# UM1082/086) Caudal: 1,0 ml/min.; Inyeccién: 1,0 ml.

A: H20

B: MEOH + 1mM NH40Ac

C: MTBE

T (min) A B C

0 10% 80% 10%
23 10% 80% 10%
2,31 0% 50% 50%
4 0% 50% 50%
4,1 10% 80% 10%
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7 10% 80% 10%
Sefial DAD L (nm) Bw Referencia 1 Bw
1 660 20 710 nm 10
Compuesto Rt

CHLa 4,20

CHLb 4,15

PHPa 4,30

PHPb 4,25

CHPa 0,85

CHPb 0,80

PHBa 1,00

PHBb 0,95

Los datos ilustrados en la Figura 2 ilustran niveles crecientes de producto de reaccion entre los puntos de tiempo de
24 hy 48 h, en el que los niveles de producto de reaccion indican actividad de clorofilasa para SEC ID NO:2, SEC ID
NO:4, SEC ID NO:6, SEC ID NO:8, SEC ID NO:12, SEC ID NO:14, SEC ID NO:16, SEC ID NO:18 y SEC ID NO:20.
Los datos ilustrados en la Figura 3 ilustran niveles crecientes de producto de reaccion entre los puntos de tiempo 24
hy 48 h, en el que los niveles de producto de reacciéon indican actividad de clorofilasa para SEC ID NO:10.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> VERENIUM CORPORATION
<120> COMPOSICIONES Y METODOS PARA LA DECOLORACION ENZIMATICA DE CLOROFILA
<130> p/52268.ep02

<140> ep05762779.6 - divisional
<141> 14-06-2005

<150> US 60/580,447

<151> 16-06-2004

<160> 27

<170> Patentln version 3.1

<210> 1

<211> 915

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>

<223> Obtenido de muestra ambiental
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<400> 1
atgtegcegtg
geggagecga
ggcoccggaga
gtgagcgaac
gtgattgtcg
gtctgcgagt
cgécgcccca
agtcttgtte
ggcttttecgg
gagaacateg
taccoegegt
gatteogeege
gtggcgettt
ageggeggge
cgogecgegg
gggaagaagg
<210>2
<211> 304
<212> PRT

tetgtettee
cocacggtgaa
agtatcetega
cgaccatcac
egeccggegg
ggctgaacte
tgecagtcegeo
geagtatgea
ccggggggaa

acaaggtgga

atetegtega

cgatgttctt
acctggecact
acggctacgg
agtggatgaa

agtaa

<213> Desconocido

<220>

acteacactce
getetggece
aaccaagaaqg
gatctatteg
cgggtacaac
getgggegtg
ggacaaccte
gaaagagttyg
cetcaceget
cgaggtatte
gaaggatgga
cgtgeatteg
caagaagaac
aatgcgcaag

agcacacegg

<223> Obtenido de muestra ambiental

<220>

<221> SENAL

<222> (1)...(20)

<400> 2
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acactcgcac
ggcaaagege
gggcagettg
ccegccaaagg
atcctegeea
accgeggtge
gegatgattce
ggcatteace
tgcacegegt
aactgcacge
acgetgegeg
tecgacgaca
aaggtgecgg
gtteegeate

ctgettgaga
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tcacactcte
ceggegagace
acatcaageg
agaaggcgaa
tcgaacacga
tgetcaagta
aggacgegea
caacacgtgt
tggecgaaaa
cgaacttege
ccgagttcaa
acgtgagcag
cggaaatgca
cgtgcgcaag

aggccaagec

tgccagageca
gaaggacatc
gctcaccaac
cgacacagtg
agggaccgat
tegegtgeeg
gegegecatce
gggaatgete
geggatgtac
catectegtg
agtgaagate
tgaaaacage
cctetacgec
ctggeccgac

cgagceggat
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120

180

240

300

360

420

480

540

800

660

720

780

840

200

815



Met
Ser
Ala
Lys
Thr
(1)

val
Glu
Val
Asn
Ser
145
Gly
Lys
Thr

Asp

Met

225

val
His
His

His

Ser

Ala

Pro

Lys

50

Ile

Ile

Gly

Leu

Leu

130

Met

Phe

Arg

Pro

Gly

210

Phe

Ala

Leu

Pro

Arg
290

Arg
Arg
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Ala
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Glu

Gln

Ile

Ala

Asp

100

Lys

Met

Lys

Ala

Tyr

180

Phe

Leu
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Ala

260

Ala

Leu

Cys

Ala

Thr

Leu

Tyr

Pro
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Tyr

Ile

Glu

Gly
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Glu

Ala

Arg

His

Leu
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Ser

Glu

Leu

Glu

Lys

Asp

Ser
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Gly

Cys

Arg
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Leu
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Gly
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Ala
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Ala

Gly

Trp

Lys

Pro

Pro

Asp
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Pro

Gly

Glu

val

Asp
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Gly

Asn

Ile

Leu

Glu
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Ser

Leu

Gly

Pro

Ala
295

Leu

Thr

Ile

40

Lys

Pro

Gly

Trp

Pro

120

Ala

Ile

Leu

Asp

Val

200

Phe

Asp

Lys

His

Asp

280

Lys

Thr
Thr
25

Gly
Arg
Lys
Tyr
Leu
105
Arg
Gln
His
Thr
Lys
185
Tyr

Lys

Asp

Lys
Gly
265

Arg

Pro
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Leu

10

val

Pro

Leu

Glu

Asn

920

Asn

Arg

Arg

Pro

Ala

170

Val

Pro

val

Asn

Asn

250

Tyr

Ala

Glu

Thr

Lys

Glu

Thr

Lys

75

Ile

Ser

Pro

Ala

Thr

155

Cys

Asp

Ala

Lys

val

235

Lys

Gly

Ala

Pro

Leu

Leu

Lys

Asn

60

Ala

Leu

Leu

Met

Ile

140

Arg

Thr

Glu

Tyr

Ile

220

Ser

val

Met

Glu

Asp

300

87

Ala

Trp

Tyr

45

Val

Asn

Ala

Gly

Gln

125

Sar

Val

Ala

Val

Leu

205

Asp

Ser

Pro

Arg

285

Gly

Leu

Pro

30

Leu

Ser

Asp

Ile

val

110

Ser

Leu

Gly

Leu

Phe

190

Val

Ser

Glu

Ala

Lys

270

Met

Lys

Thr

15

Gly

Glu

Glu

Thr

Glu

95

Thr

Pro

val

Met

Ala

175

Asn

Glu

Pro

Asn

Glu

255

val

Lys

Lys

Leu

Lys

Thr

Pre

Val

80

His

Ala

Asp

Arg

Leu

160

Glu

Cys

Lys

Pro

Ser

240

Mat

Pro

Ala

Glu
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15

<210> 3
<211> 927
<212> ADN

<213> Desconocido

<220>

<223> Obtenido de muestra ambiental

<400> 3
atgtcacttyg
ccaatggaga
gtggaggaag
gteccgtgttt
ggcggeggcet
aacctcegeea
cctgetgegg
ttcaaagtcg
getgtegtga
atttatccaa
ggotatttet
gaagacaaac
ccagcaattg
aaaaagctgg
ggctttgtca
gaggctttaa
<210> 4
<211> 308
<212> PRT

atccacaaac
ctttgteace
tagggaaggt
attacectaa
gggtaattgg
actgegtgac
ttgaggatgce
acaagacccg
cgaatectgge
geaccaatge
tagaaaaagg
agaatceget
tgattactyge
gcgaagcagg
gcatgtegge

ctaaagectt

<213> Desconocido

<220>

gaaatttgta
ggaaatggcet
agaaaatega
agaactccag
caatttggac
catttcegte
ttatgctgcet
tattgeegtt
aaaagacaaa
aggtggtgag
cacgatggat
agtectcaceg
cgagtacgat
ggttgctgte
tgtecattage

tcaataa

<223> Obtenido de muestra ambiental

<400> 4

ES 2 540 728 T3

ttagceocaat
aéacaggcat
acgatteety
cctgaaaatc
tcecteatgacg
gactacegece
gcacaatatg
ggeggtgaca
aactcacctt
ccaacageat
tggtteegtyg
atgetttatg
ccattgegag
caaaceatcc

caagggaagqg

tggetgetge
tcatattgee
gtcctgoaac
cegegetagt
atatttgecg
tggctecaga
tgtatgacca
gtgceggtgg
ctatttgttt
caatggttga
actgctacect
atgattteea
atgaaggcga
getttgacygg

cggcattgga

88

cgatgetect
gcaaggtgca
ggacatcect
tttetateat
tgetttaace
gaataaattt
tgcagaagat
aaatettgece
ccaacttectg
gaatgcccat
gaacagtgaa
aggactgect
agéatatgcc
tacgattcat

aaaagcagga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200

927



Met

Ala

Ala

Asn

Tyr

65

Gly

Ala

Lys

145

Ala

Phe

Ala

Met:

Asn
225

Ser

Asp

Phe

Arg

50

Pro

Gly

Ala

Leu

Ala

130

Thr

Val

Gln

Ser

Asp

210

Pro

Leu

Ala

Ile

35

Thr

Lys

Gly

Leu

Ala

115

Ala

Arg

Val

Leu

Met
195

Trp

Leu

Asp

Pro

20

Leu

Ile

Glu

Trp

Thr

100

Pro

Gln

Ile

Thr

Leu

180

val

Phe

val

Pro

Pro

Pro

Pro

Leu

val

85

Asn

Glu

Tyr

Ala

Asn

165

Ile

Glu

Arg

Ser

Gln

Met

Gln

Gly

Gln

70

Ile

Leu

Asn

val

Val

150

Leu

Tyr

Asn

Asp

Pro
230

Thr

Glu

Gly

Pro

Pre

Gly

Ala

Lys

Tyr

135

Gly

Ala

Pro

Ala

Cys

215

Met

Lys

Thr

Ala

40

Ala

Glu

Asn

Asn

Phe

120

Asp

Gly

Lys

Ser

His

200

Tyr

Leu

Phe

Leu

val

Thr

Asn

Leu

Cys

105

Pro

His

Asp

Asp

Thr

185

Gly

Leu

Tyr

ES 2 540 728 T3

val

19

Ser

Glu

Asp

Pro

Rsp

20

Val

Ala

Ala

Ser

Lys

170

Asn

Tyr

Asn

Asp

Leu

Pro

Glu

Ile

Ala

75

Sear

Thr

Ala

Glu

Ala

15%

Asn

Ala

Phe

Ser

Asp
235

Ala

Glu

val

Pro

a0

Leu

Hisg

Ile

val

Asp

140

Gly

Ser

Gly

Leu

Glu

220

Phe

89

Gln

Mat

Gly

45

val

Val

Agp

Ser

Glu

125

Phe

Gly

Pro

Gly

Glu

205

Glu

Gln

Leu

Ala

30

Lys

Arg

Phe

Asp

Val

110

Asp

Lys

Asn

Ser

Glu

190

Lys

Asp

Gly

Ala

15

Axg

Val

Vval

Tyx

Ila

95

Asp

Ala

Vval

Leu

Ile

175

Pro

Gly

Lys

Leu

Ala
Gln
Glu
Tyr
His
80

Cys

Tyr
Tyr
Asp
Ala
160
Cys
Thr
Thr

Gln

Pro
240



10

15

Pro Ala Ile

Glu Ala

Tyr

Phe
275

Ile Arg

Ile Ser
290

Gln

Lys Ala Phe

305
<210>5
<211> 672
<212> ADN

vVal Ile

245

Ala
260

Lys
Asp Gly
Gly

Lys

Gln

<213> Desconocido

<220>

Thr
Lys
Thr

Ala

ala Glu

Leu Gly

Tyr

Glu

ES 2 540 728 T3

250

265

His
280

Ile

Ala
295

Leu

<223> Obtenido de muestra ambiental

<400> 5
atgagaagaa
aatcctteta
ttaccgaaga
gaaagttatc
atcaatgececg
ctggatgaga
catccagtag
aacgtcaggg
gggcagatec
ttettteteg
aatgecggetg
cecatetgatt
<210>6
<211> 223
<212> PRT

ttgttttcct
teteggacee
tegtageatt
cagegetttt
gagtttcagg
gegtacgaat
ctcagactaa
ttctgctage
agcaaatgtt
agggagtage
gcacaaagat

aa

<213> Desconocido

<220>

ttatattetg
egeteagtea
cggegacage
gcaggaacga
cgataccage
tctaattett
gaaaaaccte
agggatgttt
taacgatctt

cggcatteca

cgttgctgag

<223> Obtenido de muestra ambiental

<220>
<221> SENAL

<222> (1) ... (25)

Gly

Glu

gegttgetet
cegacettgg
ctaactgetg
ctgagacagg
gegggeggtyg
gaattgggtg
geegttatea
gcaccgacga
tcgcgagaaa
actctgaatce

aatgtgtaca

Asp Pro Leu Arg Asp

Ala Gly Val Ala Val
2749

Phe Val Ser Met Ser

285

Lys Ala Gly Glu Ala

300

gegtatectg
gggagcaatce
getttggtet
acggttatga
tgegtaggat
ctaatgattt
tcgaacgtge
atactggatg
aagccgtace
tagctgatgg

agtatctaaa

90

Glu
255

Gly

Gln Thr

Ala Val

Leu Thr

tgegaacegg
gtcagcgagt
tteccagaat
ttacgaagtg
cgactgggtt
tettegtgge
tcaggaaaaa
ggagtaccag
actaatteca
cattcatcece

accgatgctc

60
120
180
249
200
360
420
480

540

-600

660

672
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<220>

<221> DOMINIO

<222> (44)...(212)

<223> Lipasa/Acilhidrolasa similar a GDSL

<400> 6

Met

1

Cys

Leu

Asp

Ala

65

Ile

Ile

Gly

Asn

Leu

145

Gly

Bro

Asn

Ala

Arg

Ala

Gly

Ser

50

Leu

Asn

Asp

Ala

Leu

130

Leu

Gln

Leu

Leu

Glu
210

<210>7

<211>783

Arg

Asan

Glu

35

Leu

Leu

Ala

Irp

Asn

115

Ala

Ala

Ile

Ile

Ala

135

Asn

<212> ADN

Ile

Arg

2¢

Gln

Thr

G1ln

Gly

val

100

Asp

val

Gly

Gln

Pro

180

Asp

val

<213> Desconocido

<220>

val

Asn

Ser

Ala

Glu

val

85

Leu

Phe

Ile

Met

Gln

165

Phe

Gly

Tyx

Phe

Pro

Ser

Gly

Arg

70

Ser

Asp

Leu

Ile

Phe

150

Met

Phe

Ile

Lys

Leu

Ser

Ala

Phe

Leu

Gly

Glu

Aryg

Glu

135

Ala

Phe

Leu

His

Tyr
215

Tyr

val

Ser

40

Gly

Arg

Asp

Ser

Gly

120

Arg

Pro

Asn

Glu

Pro

200

Leu

Ile

Ser

25

Leu

Leu

Gln

Thr

Val

105

His

Ala

Thr

Asp

Gly

185

Asn

Lys

ES 2 540 728 T3

Leu

10

Asp

Pro

Serxr

Asp

Ser

90

Arg

Pro

Gln

Asn

Leu

170

Val

Ala

Pro

Ala

Pro

Lys

Gln

Gly

75

Ala

Ile

Val

Glu

Thr

155

Ser

Ala

Ala

Met

Leu

Ala

Ile

Asn

Tyr

Gly

Leu

Ala

Lys

140

Gly

Arg

Gly

Gly

Leu
220

91

Leu

Pro

val

45

Glu

Asp

Gly

Ile

Gln

125

Asn

Trp

Glu

Ile

Thr

205

Pro

Cys

Ser

Ala

Ser

Tyr

val

Leu

110

Thr

Val

Glu

Lys

Pro

190

Lys

Ser

Val

Pro

Phe

Tyr

Glu

Arg

85

Glu

Lys

Arg

Tyr

Ala

175

Thr

Ile

RAsp

Ser

Thr

Gly

Pro

Val

80

Arg

Leu

Lys

val

Gln

160

Val

Leu

val
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15

<223> Obtenido de muestra ambiental

<400>7
atgacacgaa
ctcggagttt
agegecggtt
gaaatgtcaa
ttgetgtcga
gaagaactgc
gtgcttaaag
gtettegtge
gtgccgacga
gegtgeggea
gegatgatge
acgecgcaaa
gegggcgaac
taa

<210> 8
<211> 260
<212> PRT

aaaaaategg
tgaaagtttt
cgtttgeggyg
ggaaaatcag
acgegecgat
cgatacegtt
aaaccggega
caatcgaata
gageccgtcaa
caacttactg
ttetecegege
tegeteatet

aagacgeoget

<213> Desconocido

<220>

ecttggettta
cgecgaacac
cgeggettte
ttggtttegg
gggagegttt
cgcggeaatt
cgtggegact
cggcggacygyg
aaagctogge
gggttegect
cgcttcaaaa
gogeaccggac

tgaaaaagtt

<223> Obtenido de muestra ambiental

<220>

<221> DOMINIO

<222> (8)...(167)

<223> fosfolipasa semejante a patatina

<400> 8

Met Thr
1

Gly Phe

Pro Val
35

Ala Phe
50

Arg Lys Lys Ile Gly Leu

Ala His Leu Gly Val Leu

20

Asp Phe Val.Ala Gly Thr

Ala Ser Gly Leu Ser Val

ES 2 540 728 T3

teceggeggeqg
ggcattcoeeg
gecttceggtt
atgaccggat
atcaatcagce
acgtgegate
geegtaeegtyg
cgattgatag
geggaaatca
teecactttge
tctcatca?t
gaaatcagca

gacgaaatca

Ala Leu Ser Gly

10

Lys Val Phe Ala

25

40

b5

Ser Ala Gly Ser

Ala Glu Ile Ile
60

cggegegtgg
tcgatttcgt
taagegtgge
tttcgtactce
attttcecgeg
tecgaaacaegg
cgagetgege
acggcggegt
ttattgeggt
tcggcatett
accgcgegag
aaatggacga

aggectttget

Gly Ala

Glu His

Phe Ala

45

Glu Met

92

cttegeacat
cgeccggaacyg
ggaaatcate
gccgaaaggce
caaaaaattt
cgaggaaatc
getgecegge
cgtgtcgaac
tgacgttetg
tttccaateg
cgtegtecate
atttatcaaa

cgeccgaacaa

Ala Arg

15

Gly Ile

Gly ala

Ser Arg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

€00

660

720

780

783



ES 2 540 728 T3

Lys Ile Ser Trp Phe Arg Met Thr Gly Phe Ser Tyr Ser Pro Lys Gly
€5 70 75 80

Leu Leu Ser Asn Ala Pro Met Gly Ala Phe Ile Asn Gln His Phe Pro
85 920 95

Arg Lys Lys Phe Glu Glu Leu Pro Ile Pro Phe Ala Ala Ile Thr Cys
100 105 110

Asp Leu Glu Thr Gly Glu Glu Ile Val Leu Lys Glu Thr Gly Asp Val
115 120 125

Ala Thr ala val Arg Ala Ser Cys Ala Leu Pro Gly Val Phe Val Pro
130 135 140

Ile Glu Tyr Gly Gly Arg Arg Leu Ile Asp Gly Gly Val Val Ser Asn
145 . 150 1585 160

Val Pro Thr Arg Ala Val Lys Lys Leu Gly ARla Glu Ile Ile Ile Ala
165 170 175

Val Asp Val Leu Ala Cys Gly Thr Thr Tyr Trp Gly Ser Pro Ser Thr
180 185 190

Leu Leu Gly Ile Phe Phe Gl Ser Ala Met Met Leu Leu Arg Ala Ala
195 200 205

Ser Lys Ser His His Tyr Arg Ala Ser Val Val Ile Thr Pro Gln Ile
210 215 220

Ala His Leu Arg Pro Asp Glu Ile Ser Lys Met Asp Glu Phe Ile Lys
225 230 235 240

Ala Gly Glu Gln Ala Ala Leu Glu Lys Val Asp Glu Ile Lys Ala Leu
245 250 255

Leu Ala Glu Gln
260

<210>9

<211> 849

<212> ADN

<213> Desconocido
<220>

<223> Obtenido de muestra ambiental

<400> 9
atgttcaaca aagcacttece tgeageggee geggtcgecg gtetgttect ttecaccteg 60
gocatggege tgetgecegga tacgccecgga accccctteoe cgteggtgtc cagettegaa 120

93
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aggtccggte
cocgagceaace
ggtgccagcc
gtegecgeeg
tacctgoaga
cgegteggea
acccggatca
tecctegecaga
gecggeccga
ggeaceetge
cegtecaceg
ghcggcacca
gcegectgtaa
<210>10
<211> 282
<212> PRT

cctacageac
tgggccagaa
cgaccaccta
ccgagaccte
ccgaageogg
agtecggeca
aaaccaccge
gccagcecagaa
cectgaacea
geggegeeay
cotggtteeyg

actgeggeet

<213> Desconocido

<220>

caccageage
cggcgteocege
coegeggecty
caacgccgge
gcgeageage
ctegeaggge
geccatgeoag
cggeecgaty
ggcgecggte
ccacttegtg
ctaccagetg

gtgecgegac

<223> Obtenido de muestra ambiental

<220>
<221> SENAL

<222> (1)...(23)

<400> 10

Met Phe
1

Asn

Leu Ser Thr

Ser
35

Phe Pro

Ser Arg Ser

50

Gly Asn

65

Gln

Gly Ala Ser

Lys Ala

Ser Ala

Vval Ser
Glu Gly
val

Gly

Pro Thr

Leu

Met

Ser

Pro

Arg

70

Thr

Pro Ala

‘Ala Leu

Ala

Leu

ES 2 540 728 T3

agegaaggec
cacceggtcea
ctegageact
tcegggegeg
ggcacctacg
ggt.ggeggct
cectacacec
tteetgatgt
tategeeggyg
cegateggea
atggacgata

ttotactgga

Ala Ala

10

Pro Asp

25

Phe Glu

40

Asn
55

Cys
Pro

His

Tyr Arg

Arg

Arg

val

Gly

Ser Gly

Ile Tyrx

Ile Leu

15

Leu Leu

90

cecaactgeecg
tectetgggyg
gggccagcca
agatgctcaa
teggecgget
cgatcatgge
tgggcctgag
ceggeagect
ccaacgtgec
gtgeeggegqg
ceteggegeg

ccgacateca

val Ala Gly

Thr Pro Gly

30

Pro Tyr Ser

45

Arg Pro Ser

60

Trp Gly Asn

Glu His Trp

94

gatctatega
caacggeace
cggcttegtg
ctgectgage
caatectegge
cgggegegac
ccatgtgagt
ggacaccctg
ggtgttetay
ttacecgtgge
cagecagttc

gogecaagggc

Leu Phe

15

Thr Pro

Thr

Thr

Asn

Thr
80

Gly

Ala
95

Ser

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

849



His

Arg

Ser

Ser

145

Thr

Gly

Met

Pro

Gly

225

Pro

Trp

Gly

Glu

Ser

130

Gly

Arg

His

Ser

val

210

Ala

Ser

Ser

Thr

<210> 11

<211> 672

Phe

Met

115

Gly

His

Ile

Val

Gly

195

Tyr

Ser

Thr

Gln

Asp
275

<212> ADN

Val

100

Leu

Thr

Ser

Lys

Ser

180

Ser

Arg

His

Ala

Phe

260

Ile

<213> Desconocido

<220>

Val

Asn

Tyr

Gln

Thr

165

Ser

Leu

Arg

Phe

Trp
245

Val

Gln

Ala

Cys

val

Gly

150

Thr

Ser

Asp

Ala

val

230

Phe

Gly

Arg

Ala

Leu

Gly

135

Gly

Ala

Gln

Thr

Asn

215

Pro

Arg

Thr

Lys

Ala

Ser

120

Arg

Gly

Pro

Ser

Lau

200

val

val

Tyr

Agn

Gly
280

<223> Obtenido de muestra ambiental

<400> 11

Glu

105

Tyr

Leu

Gly

Met

Gln

185

Ala

Pro

Gly

Gln

Cys

265

Ala

ES 2 540 728 T3

Thr

Leu

Asn

Ser

Gln

170

Gln

Gly

val

Ser

Leu

250

Gly

Leu

Ser

Gln

Leu

Ile

155

Pro

Asn

Pro

Phe

Ala

235

Met

Leu

Asn

Thr

Gly

140

Met

Tyr

Gly

Thr

Trp

220

Gly

Asp

Cys

Ala

Glu

125

Arg

Ala

Thr

Pro

Leu

205

Gly

Gly

Asp

Arg

Gly Ser Gly
110

Ala Gly Arg

Val Gly Thr

Gly Arg Asp
160

Leu Gly Leu
175

Met Phe Leu
190

Asn Gln Ala

Thr Leu Arg

Tyr Arg Gly
240

Thr Ser Ala
255

Asp Phe Ser
279

gtgtecgece ccgaagecge gagegtggag catgeggace ceggeggggt cgocacccetg

gcggaacgee cogeggegeyg teocgegeate gtocttoctgg gegacageet gacegecogygy

tacggactgg cgcgggagea gtccgtgece gegetactcce ageggeggct cgaccgggag

gggtatgagt acgaagtegt caatgeggge gtctegggeg acacgtocge cggegggcetg

95

60

120

180

240
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agecggetceg
aacgacgggc
acgcgcgecc
tacggcgegg
gacgtgeegt
gocgaaggea
gtgctggaac
gatggccget
<210> 12
<211> 223
<212> PRT

actggtcget
tgcgeggect
gegegegagyg
cctacacgac
tegtgeegtt
tccateocaa
cgttactega

ga

<213> Desconocido

<220>

cgacggcgag
gecegtgtece
catcacegtyg
cgagtteegg
ctttetegaa
agecgaggge

cgagectgge

<223> Obtenido de muestra ambiental

<220>
<221> DOMIN

10

<222> (30)...(198)

ES 2 540 728 T3

gtegecctge
gegatgaage
gtgetegeeg
caggegttte
ggggtagecqg
gegegegtgg

cgggeggecg

<223> Lipasa/Acilhidrolasa similar a GDSL

<400> 12

Met Ser
1

Ala

val Ala Thr

Leu Gly Asp

Val Pro Ala

50

Glu
€5

val val

Ser Arg Leu

Glu Leu Gly

Lys Arg Asn

115

Thr Val

130

Val

Pro Glu

Leu Ala

20

Ser Leu

Leu Leu

Asn Ala

Asp
85

Ala
100

Asn
Leu

Asp

Leu Ala

Ala

Glu

Thr

Gln

Gly

70

Ser

Asp

Ala

Gly

Ala Ser

Arg Pro

vVal

Ala

Glu
10

His

Ala Arg

25

Ala Gly

Arg
55

Arg
Val Ser
Leu Asp
Leu

Gly

Ile
120

Ile

Met
135

Glu

Tyr

Leu

Gly

Gly

Arqg

105

Thr

Ala

Gly Leu

Asp Arg
Asp Thr
Glu Vval
Gly Leu
Ala

Arg

Pro Pro

tggtggtgga
geaaccetyga
gecatggaage
acgatctege
gectgeegea
tegaggecaa

cotegegege

Ala Asp Pro

Ile
30

Pro Arg

Ala Arg Glu

Glu
60

Gly Tyr

Ser Ala Gly

Ala Leu Leu

Val Ser

110

Pro

aAla
125

Arg Arg

Asn
140

Tyr Gly

96

geteoggegee
egecateate
gocgecgaac
cegtacceac
cectcaacate
cgtetggeag

gcagcecgeqg

Gly
15

Gly
Val Phe
Gln Ser
Glu

Tyr

Leu
80

Gly
val val
Ala Met
Ile

Gly

Ala Ala

200

3e0

420

480

540

600

660

672
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15

Tyr Thr

145

Asp Val

Leu

His

val val

Thr

Pro

Asn

Glu

Glu Phe

Arg

Gln Ala

150

val
165

Phe

Ile
180

Ala

Ala Asn

195

Pro Gly

210
<210> 13
<211>900
<212> ADN

Arg

Ala Ala

<213> Desconocido

<220>

Pro

Asp

Val

Ala

Phe Phe

Ile

Gly

Gln
200

Trp

Ser
215

Arg

<223> Obtenido de muestra ambiental

<400> 13
atgaaggcaa
ccggecateqg
tgecgeatge
ctgtcgacge
gogetgegec
ggcoctgettyg
atgatcgecce
atgaccacca
atccgtcgac
cggateateg
gagggctttg
gecggeacaga
ggcgacgecg
aacgccacge
cgtategege
<210> 14
<211> 299
<212> PRT

gctgccgega
tgctgatcat
tggcegacge
atctcgatea
tgccagttcg
atgeactgaa
agctgectgge
gcggegegeg
cgcgegacac
geagecegac
accgegegtt
geegegeace
acctgctggt
tcgacategt

gecgeattgt

<213> Desconocido

<220>

catcgaaatc
gggacteggt
tggtecactac
cectteccege
cgecagttac
catcaageag
cgcacggcac
caacgttccg
ctegegegag
gtacccgaag
tcaccegges
cotgetgeeg
accagtggca
gcegggeatg

cgaaaccgeg

<223> Obtenido de muestra ambiental

ES 2 540 728 T3

Phe His Asp

155

Glu
170

Leu Gly

His Pro Asn

185

Val Leu Glu

Ala Gln Pro

gaatacgaaa
ggcecagetca
gtggtgeget
cecaacctge
acgetegacyg
gegeangteg
gogaccogaqg
ggccecteac
gggctgatece
ccggaagecg
ggtttcatge
cgcatcaaac
gcggcacgtg
gggcatgact

gcacgeogace

Leu Ala

val

Ala

Ala Glu

Arg

Gly

Gly

Thr His

160

Leu Pro

175

Ala Arg

190

Leu
205

Pro

Ala
220

Asgp

catteggeca
tectgtggee
tcgacaaceg
cgetegeege
acatggecgga
teggegtygte
tgegcagoct
tcggcatgeqg
gccatggtat
aactgegeeg
gcecagetgea
agcocqggoega
atctggtgcg
tecagqacaga

cgecagegget

97

Leu

Gly

Asp Glu

Arg

tceggacgac
ggaagegttc
cgacategge
getecgecag
cgacgtegeg
gatgggcggce
gaccttgetg
catggaaatg
gacgtacctgg
catcgtegee
cgeegttote
cgtecattecac

ccgectgecg

gatcatgeeyg

cgecgeetag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200



<220>

<221> DOMINIO

<222> (49)...(288)

<223> plegamiento de hidrolasa alfa/beta

<400> 14

Met
1

His

His

Leu

65

Ala

Asp

Val

Arg

Gly

145

Ile

Met

Ala

Pro

Lys

Pro

Ile

Tyr

50

Asp

Leu

Asp

Val

His

130

Ala

Arg

Arg

Glu

Ala
210

Ala

Asp

Leu

35

val

Hisg

Arg

Val

Gly

115

Ala

Arg

Arg

Thr

Leu

195

Gly

Ser

Asp

20

Txp

Val

Leu

Leu

Ala

100

Val

Thr

Asn

Pro

Trp
180

Arg

Phe

Cys

Pro

Pro

Arg

Pro

Pro

85

Gly

Ser

Arg

Val

Arg

165

Arg

Arg

Mat

Arg
Ala
Glu
Phe
Arg
70

val
Leu
Met
Val
Pro
150
Asp
Ile
Ile

Arg

Asp

Ile

Ala

Asp

55

Pro

Arg

Leu

Gly

Arg

135

Gly

Thr

Ile

val

Gln
215

Ile

val

Phe

40

Asn

Asn

Ala

Asp

Gly

120

Ser

Pro

Ser

Gly

Ala

240

Leu

Glu

Leu

Cys

Arg

Leu

Ser

Ala

105

Met

Leu

Ser

Ser
185

Glu

His
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Ile

10

Ile

Arg

Asp

Pro

Tyr

90

Leu

Ile

Thr

Leu

Glu

170

Pro

Gly

Ala

Glu

Mat

Met

Ile

Leu

15

Thr

Asn

Ala

Leu

Gly

155

Gly

Thr

Phe

val

Tyr

Gly

Leu

Gly

60

Ala

Leu

Ile

Gln

Leu

140

Met

Leu

Tyr

Asp

Leu
220

98

Glu

Leun

Ala

415

Leu

Ala

Asp

Lys

Leu

125

Met

Arg

Ile

Pro

Arg

205

Ala

Thr

Gly

Asp

Ser

Leu

Asp

Gln

110

Leu

Thr

Met

Arg

Lys

19¢C

Ala

Ala

Phe

15

Gly

Ala

Thr

Arg

Met

95

Ala

Ala

Thr

Glu

His

175

Pro

Phe

Pro

Gly

Gln

Gly

His

Gln

80

Ala

His

Ala

Ser

Met

160

Gly

lu

His

Ser



10

15

ES 2 540 728 T3

Arg Ala Pro Leu Leu Pro Arg Ile Lys Gln Pro
225 230 235
Gly Asp Ala Asp Leu Leu Val Pro Val Ala Ala
245 250
Arg Arg Leu Pro Asn Ala Thr Leu Asp Ile Val
260 265
Asp Phe Pro Thr Glu Ile Met Pro Arg Ile Ala
275 280
Thr Ala Ala Arg Asp Pro Gln Arg Leu Ala Ala
290 295
<210> 15
<211> 759
<212> ADN
<213> Desconocido
<220>
<223> Obtenido de muestra ambiental
<400> 15
atgggcaaac aaatgcctta tagagtgatt tttccagtaa
cgectatccag tgatttacet tetgeacgge ctttegggea
aaaaccaaat tgacaaaata tgcaaccgaa tacaacttct
gagaacggtt ggtattetga cagtaaaatc aaacetaaca
atccaggaac tgatacctg; agttgataaa aagtttcgeca
agagctatcg caggtcetttce gatgggtggt tacggtgcga
cctgaaaaat tcgectttgat tgggtccttt agcggcgctc
gaaggcacag cgcttgagtg gattacaaaa accatcaatyg
agcgaatcca gaaaagaaaa ecgatatttte cagattgege
ataaagaaac ttccctttat ttactttgat tgeggaaceg
aatcaggatt tcatgaaact acttgttgaa aagagaatca
ccceggecacce atacgtggga atactgggat agccaaataa
aacaaattta tagaaaaaac tgctttatgg cgatactaa
<210> 16
<211> 252
<212> PRT

<213> Desconocido

<220>

<223> Obtenido de muestra ambiental

<220>
<221> DOMIN

10

Ala Asp Val Ile

Ala Arg Asp Leu

Pro Gly Met Gly

270

Arg Arg Ile Val

285

actaccaaac
attacaaaaa
tgattatcac
ggctttacga
caatagcaga
taaagtttgg
ttgcggcaac
atgctttegg
gegacctgaa
aagattttet
aacacgaata

aagaattctt

99

His
2490

val
255

His

Glu

ttccaaaaaa
ctggacegag
agttgaagge
aagctacata
tcgecaatcac
cttgaaatat
ttcaatcaag
tcctgaagga
tgatgaacaa
gttcaaagas
tagacaaaag

gggtttagec

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

759



<222> (1)...(240)

<223> Esterasa putativa

<400> 16

Met

1

Thr

Gly

Thr

Tyr

€5

Ile

Asp

Ala

Ser

Leu

145

Ser

Asn

Thr

Val

Thr
225

Asn

Gly

Ser

Asn

Glu

Ser

Gln

Arg

Ile

Phe

130

Glu

Glu

Asp

Glu

Glu

210

Trp

Lys

<210> 17

Lys

Lys

Tyxr

35

Tyr

Asp

Glu

Asn

Lys

115

Ser

Trp

Ser

Glu

Asp

185

Lys

Glu

Phe

<211> 753

<212> ADN

Gln

Lys

290

Lys

Asn

Ser

Leu

His

100

Fhe

Gly

Ile

Arg

Gln

180

Phe

Axg

Tyr

Ile.

Met

Arg

Asn

Phe

Lys

Ile

85

Arg

Gly

Ala

Thr

Lys

165

Ile

Leu

Ile

Trp

Glu
245

Pro

Tyr

Trp

Leu

Ile

70

Pro

Ala

Leu

Leu

Lys

150

Glu

Lys

Phe

Lys

Asp
230

Lys

Tyr

Pro

Thr

Ile

55

Lys

Glu

Ile

Lys

Ala

135

Thr

Asn

Lys

Lys

His

215

Ser

Thr

Arg

val

Glu

40

Ile

Pro

Val

Ala

Tyr

120

Ala

Ile

Asp

Leu

Asp

200

Glu

Gln

Ala

val

Ile

25

Lys

The

Asn

Asp

Gly

105

Pro

Thr

Asn

Ile

Pro

185

Agn

Tyr

Ile

Leu

ES 2 540 728 T3

Ile

10

Tyr

Thr

Val

Arg

Lys=

90

Leu

Glu

Ser

Asp

Phe

170

Phe

Gln

Arg

Lys

Trp
250

Phe Pro

Leu Leu

Lys Leu

Glu Gly

Leu Tyr

Lys Phe

Ser Met

Lys Phe

Ile Lys

140

Ala Phe

155

Gln Ile

Ile Tyr

Asp Phe

Gln Lys

220

Glu Phe

235

Arg Tyr

100

Val

His

Thr

45

Glu

Glu

Arg

Gly

Ala

125

Glu

Gly

Ala

Phe

Met

205

Pro

Leu

Asn

Gly

30

Lys

Asn

Ser

Thr

Gly

110

Leu

Gly

Pro

Arg

Asp

190

Lys

Gly

Gly

Tyr

15

Leu

Tyr

Gly

Tyr

Ile

Tyxr

Ile

Thr

Glu

Asp

175

Cys

Leu

Thr

Leu

Gln

Ser

Ala

Trp

Ile

Ala

Gly

Gly

Ala

Gly

1640

Leu

Gly

Leu

His

Ala
240



10

15

<213> Desconocido

<220>

<223> Obtenido de muestra ambiental

<400> 17
atgaaaaagt
ctgggagtga
agtgctgétg
gagattttta
ttgatgaaac
gaagagcttyg
tacagaaata
tttgetecgg
cecggttgaac
aatcccogttyg
gtaaacgcca
atagatactt
aattcgacaa
<210> 18
<211> 250
<212> PRT

ataaaacagg
tageagetet
ccattgttgg
aaaagggatc
tggatggact
aaatceecet
geggtetttt
ttttaateqy
cecateaaact
aaaaaattaa
acatgaaaca
acgaaatttt

ttaaaatecect

<213> Desconocido

<220>

cctggtttta
ttacgataag
cgcttttatt
gtttttcaat
gaaggaattg
ttttattgee
gggtgaaact
cgacgatttg
cgattgtgaa
aaatctgatt
ggttaaaaaa
aageccgcace

gaattcgcac

<223> Obtenido de muestra ambiental

<220>

<221> DOMINIO

<222> (8)...(166)

<223> Fosfolipasa semejante a patatina

<400> 18

1

ES 2 540 728 T3

agtggtggeg
ggaattaaac
gctgceggga
tacacaaaac
tttcaaaagg
atttcgaatt
gtgettgect
tatagttgacg
caaateattyg
cacattgeta
tattecacce
cacgccgatg

taa

10

gaacacgtgg
ccgacataat
aaaatccaca
tacagatacc
aaattecatgt
taaataaagg
catcttcgat
ggggattaat
ttteazatat
ctegtacttt
attatattga

agttgtatga

ttttgegcat
ttegggtaca
cgacgttgty
cogegacggt
aaaaaacctc
aaccgtggaa
ccecatactt
ggataacatt
cagtccgatt
ttatatgagt
aceggacgga

acttggatat

Met Lyg Lys Tyr Lys Thr Gly Leu Val Leu Ser Gly Gly Gly Thr Arg
5

15

Gly Phe Ala His Leu Gly Val Ile Ala Ala Leu Tyr Asp Lys Gly Ile
25

20

N

30

Lys Prc Asp Ile Ile Ser Gly Thr Ser Ala Gly Ala Ile Val Gly Ala

101

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

753



Phe

Lys

€5

Leu

Val

Asn

Glu

Leu

145

Pro

Ile

Ala

Lys

Glu

225

Asn

Ile

50

Gly

Met

Lys

Leu

Thr

130

Ile

val

Ser

Thr

Lys

210

Ile

Ser

<210> 19

35

Ala

Ser

Lys

Asn

Asn

115

val

Gly

Glu

Pro

Arg

195

Tyr

Leu

Thr

<211> 1071

<212> ADN

<213> Desconocido

<220>

Ala

FPhe

Leu

Leu

100

Lys

Leu

Asp

Pro

Ile

180

Thr

Ser

Ser

Ile

Gly

Phe

Asp

a5

Glu

Gly

Ala

Asp

Ile

165

Asn

Phe

Thr

Lys
245

Lys

Asn

74

Gly

Glu

Thr

Ser

Leu

150

Lys

Pro

Tyr

His

Thr

230

Ile

Asn

Tyr

Leu

Leu

Val

Ser

135

Tyr

Leu

Val

Met

Tyr

215

His

Leu

40

Pro

Thr

Lys

Glu

Glu

120

Ser

Val

Asp

Glu

Ser

200

Ile

Ala

Asn

<223> Obtenido de muestra ambiental

<400> 19

atgggtgega ataateeggt cacaaaattt gtaatggata aggggcagqgg cactgeagea

His

Lys

Glu

Ile

105

Tyr

Ile

Asp

Cys

Lys

185

val

Glu

Asp

Ser

ES 2 540 728 T3

Asp

Leu

Leu

90

Pro

Arg

Pro

Gly

Glu

170

Ile

Asn

Pro

Glu

His
250

Val

Gln

15

Phe

Leu

Asn

Ile

Gly

155

Gln

Lys

Ala

Asp

Leu
235

val

Ile

Gln

Phe

Ser

Leu

140

Leu

Ile

Asn

Asn

Gly

220

Tyr

102

45

Glu

Pro

Lys

Ile

Gly

125

Phe

Met

Ile

Leu

Met

205

Ile

Glu

Ile

Arg

Glu

Ala

1140

Leu

Ala

Asp

Val

Ile

190

Lys

Asp

Leu

Phe

Asp

Ile

95

Ile

Leu

Pro

Asn

Ser

175

His

Gln

Thr

Gly

Lys

Gly

80

His

Ser

Gly

Val

Ile

160

Asn

Ile

val

Tyr

Tyr
240

60



cgtttgctygg
ccttatgact
cagggagagc
cgcatgaaag
ccattgcaaa
cegatggtea
gagttctgece
ctaacgeceq
gtacatcaaa
agtgcaggtg
cctegegeac
tatgcataca
tatgctgaaa
ctgadagaatc
ggttcaatct
acggatcagg
gteattgaac
<210> 20
<211> 356
<212> PRT

attgectgec
atoctgattt
acagttttat
ctattecagyge
atggcactat
ttttctatca
gtttattgge
aatacagtecce
acatcaagea
gaaatatgge
agttattget
atcagggcect
cacatcaggt
tgccgectge
atgcgeotgaa
cccacggttt

tecagcaagaa

<213> Desconocido

<220>

gagetttgea
ggatecttat
tagtgcagat
gaaaccgacyg
ctttgeccega
tggtggtgca
ggtgcatgec
tttgcagatg
gttgaaaate
ggcagtggtt
ttacccgget
ggtactttea
cgaactggat
ctatgtgatt
gttacgtgag
tatcaatetg

ttteogtaaa

<223> Obtenido de muestra ambiental

<400> 20
Met Gly Ala
1

Gly Thr Ala

Arg Leu Val

Pro Tyr Ile

50

Ser Phe Ile

65

Asn Asn

Ala
20

Arg
Lys Ala
Lys

Cys

Ser Ala

Pro

Leu

Leu

Leu

Asp
70

Vval Thr

Leu Asp

Lys

Cys

ES 2 540 728 T3

caagaaégtc
ataaaatgct
geggtgcagt
ceggtcaagyg
cattatcat;
tttatagtgg
aaggtgcagg
gtacaggtct
tataaaaace
gegeagegga
gtegatttta
getcaggata
gatccgetga
accgacegte
aatggggtge
aceecaatte

ttectggata

Phe
10

val

Lleu Pro

25

Asp Tyr

40

Met Ala

Ala Val

Pro

Ile

Gln

Tyr Asp

Gln Ile

Ser Arg

75

tagtaaaage
tgatggegat
cacgtcaact
cagtcgagga
cggcaccaca
gtagtctgga
tactcagegt
gtgaagatge
agattgtagt
gtgecgataa
aaagccgeca
ttgatetggt
tttecaccgac
atgatgtgtt
gagtgtatta
ataaacgtte

aaaagatctg

Met Asp Lys

Phe Ala

30

Ser

Tyr Pro Asp

Lys Gln

60

Gly

Gln Leu Phe

103

attggattat
tcagattaaa
gtttgatgaa
tcoctgegtttg
gaaaaaattg
tacgcatgat
ggcttatceg
tetggettgg
ggcaggggat
aatectatgea
tecttetttt
gaccaagota
ctatggtgaa
gecatgatgag
tcaggagtat
gaaaaagecag

a

Gly Gln

13

Gln Glu

Leu Asp
Glu

His

Glu
80

Asp

120

180

249

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1071



Arg Met Lys Ala

Asp Leu Arg Leu
100

His Pro Ala Pro
115

Gly Ala Phe Ile
130

Leu Leu Ala Val
145

Leu Thr Pro Glu

Ala Leu Ala Trp
180

Asn Gln Ile val
195

Val Val Ala Gln
210

Leu Leu Leu Tyr
225

Tyr Ala Tyr Asn

Val Thr Lys Leu
260

Leu Ile Ser Pro
275

V¥al Ile Thr Ala
290

Ala Leu Lys Leu
308

Thr Asp Gln Ala

Ser Lys Lys Gln

340

Asp Lys Lys Ile
355

<210> 21

<211> 1127

<212> ADN

Ile

85

Pro

Gln

val

His

Tyr

165

Val

Val

Arg

Pro

Gln

245

Tyr

Thr

Arg

Arg

His

325

Val

Gln

Leu

Lys

Gly

Ala

150

Ser

His

Ala

Ser

Ala

230

Gly

Ala

Tyr

His

Glu

310

Gly

Ile

Ala

Gln

Lys

Gly

135

Lys

Pro

Gln

Gly

Ala

215

val

Leu

Glu

Gly

Asp

295

Asn

Phe

Gliu

Lys

Asn

Leu

120

Leu

Val

Leu

Asn

Asp

200

Asp

Asp

val

Thr

Glu

280

val

Gly

Ile

Leu

Pro

Gly

105

Pro

Asp

Gln

Gln

Ile

185

Ser

Lys

Phe

Leu

His

265

Lau

Leu

Val

Aan

Ser

345
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Thr

90

Thr

Met

Thr

Val

Met

170

Lys

Ala

Ile

Lys

Ser

250

Gln

Lys

His

Arg

Leu

330

Lys

Pro

Ile

Val

His

Leu

155

val

Gln

Gly

Tyr

Ser

235

Ala

Val

Agn

Asp

Val

315

Thr

Aan

val

Phe

Ile

Asp

140

Ser

Gln

Leu

Gly

Ala

220

Axrg

Gln

Glu

Leu

Glu

300

Tyr

Pro

Phe

104

Lys

Ala

Phe

125

Glu

val

Val

Lys

Asn

203

Pro

His

Asp

Leu

Pro

285

Gly

Tyr

Ile

Arg

Ala

Arg

1190

Tyr

Phe

Ala

Cys

Ile

190

Leu

Arg

Pro

Ile

Asp

270

Dro

Ser

Gln

His

Lys

Val

95

His

His

Cys

Tyxr

Glu

175

Tyr

Ala

Ala

Ser

Asp

255

Asp

Ala

Ile

Glu

Lys

335

Phe

350

Glu

Tyr

Gly

Arg

Pro

160

Asp

Lys

Ala

Gln

Phe

240

Leu

Pro

Tyxr

Tyr

Tyxr

320

Axg

Leu



<213> Arabidopsis thaliana

<400> 21
aaaaaaagta
agaaacgect
cgttgetgea
gtggctacge
ctctacaact
ategetecte
gcggagatta
ccaaacetat
gtegecttaa
gatccagteg
ccaaactcat
acegetogga
tttegggaat
atgettgatg
dgtgragaga
gettatttgg
gttccegttg
ctggttttte
tgtacaactce
<210> 22
<211> 318
<212> PRT

aagaaaagaa
ttgaagatgg
aaataacace
cggtggagga
cettetatte
agttatatag
tggattggtt
ccaaatttge
agaaatttgg
atggaacagg
ttgacctaga
acccattatt
gtcaaggtce
atgatacaaa
ggagaccaat
aaggagatga
aaattcaaga
tattgtcaat

tttaagtcac

<213> Arabidopsis thaliana

<400> 22

aaactaataa
caaatacaaa
gtettetaga
aggagattat
tecagettatg
tategeegga
atcagtagga
cetectcegge
gtactecteg
gaaagggaaa
caaaacgect
cccaceghgt
agcatggcat
agggattaga
gaggagatte
tcgtgaatta
gtttgaggtt
atcatcagcet

ctetttgett
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agaacaaaaa
tcaaatetet
getteacegt
ceggtggtga
ttgecatgtet
ceagacacaa
cttaatcaét
catagececgeg
aatctaaaga
caaacceete
atacttgtga
geaccteooog
ttegttgega
gggaagagtt
gttggtggac
gttaagatca
ateatgtaaza
tttgttgett

atgatattaa

aaatgtcete
taaccttgga
ctcecgeocaaa
tgctcocteoea
cttctecatgg
tggatgagat
ttettecage
gtggcaaaac
tetegacatt
ctocggtgtt
teggtteggg
gagtgaatca
aggattatgg
cttattgttt
ttgttgtate
aagatgggtg
cataagtttt
atggttttac

ccegate

ttetteatea
cteatcatet
gcagetgttg
tggttacctt
ctteatecte
taaatcaacq
gcaagtaaca
cgegtttgeg
gateggtata
ggcttacctt
gcttggtgaa
cegagagtte
geatttggac
gtgtaagaat
atttttgaaqg
tcacgaggat
tetttagggg

aaacttatat

Met Ser Ser Ser Ser Ser Arg Asn Ala Phe Glu Asp Gly Lys Tyr Lys

1

5

10

15

Ser Asn Leu Leu Thr Leu Asp Ser Ser Ser Arg Cys Cys Lys Ile Thr
25

20

30

105

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080

1127



Pre

Thr

Tyr

€5

Ser

Pro

Leu

Leu

Phe

145

Ser

Gln

Asp

Arg

Glu

225

Asp

Gly

Met

Leu

Glu
305

Ser

Pro

S0

Leu

His

Asp

Ser

Ser

130

Ala

Thr

Thr

Lys

Asn

210

Phe

Tyr

Lys

Arg

Glu
2990

Asp

<210> 23

Ser

35

Val

Leu

Gly

Thr

val

115

Lys

Val

Leu

Pre

Thr

195

Pro

Phe

Gly

Ser

Arg
275

Gly

val

<211> 1157

<212> ADN

Arg

Glu

Tyr

Phe

Met

100

Gly

Phe

Ala

Ile

Pro

180

Pro

Leu

Arg

His

Ser

260

Phe

Asp

Pro

Ala

Glu

Asn

Ile

Asp

Leu

Ala

Leu

Gly

165

Pro

Ile

Phe

Glu

Leu

245

Tyr

Val

Asp

val

Ser

Gly

Ser

70

Leu

Glu

Asn

Leu

Lys

150

Ile

Vval

Leu

Pro

Cys

230

Asp

Cys

Gly

Arg

Glu
310

Pro

Asp

55

Phe

Ile

Ile

His

Ser

135

Lys

Asp

Leu

val

Pro

215

Gln

Leu

Gly

Glu
295

Ile

Ser

Tyr

Tyr

Ala

Lys

Phe

12¢

Gly

FPhe

Pro

Ala

Ile

200

Cys

Gly

Leu

Cys

Leu
280

Leu

Gln

Pro

Proc

Ser

Pro

Ser

105

Leu

His

Gly

Val

Tyr

185

Gly

Ala

Pro

Asp

Lys

265

Val

val

Glu
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Pro

Val

Gln

Gln

20

Thr

Pro

Ser

Tyr

Asp

170

Leu

Ser

Pro

Ala

Asp

250

Asn

Val

Lys

Phe

Lys

Val

Leu

75

Leu

Ala

Ala

Arg

Ser

155

Gly

Pro

Gly

Pro

Trp

235

Asp

Gly

Ser

Ile

Glu
315

Gln

Met

60

Met

Tyr

Glu

Gln

Gly

140

Ser

Thr

Asn

Leu

Gly

220

His

Thr

Glu

Phe

Lys
300

val

106

Leu

45

Leu

Leu

Ser

Ile

val

125

Gly

Asn

Gly

Ser

Gly

205

val

Phe

Lys

Glu

Leu
2835

Asp

Ile

Leu

Leu

His

Ile

Met

110

Thr

Lys

Leu

Lys

Phe

190

Glu

Asn

val

Gly

Arg

270

Lys

Gly

Met

val

His

Val

Ala

Asp

Pro

Thr

Lys

Gly

175

Asp

Thr

His

Ala

Ile

255

Arg

Ala

Cys

Ala

Gly

Ser

80

Gly

Trp

Asn

Ala

Ile

160

Lys

Leu

Ala

Arg

Lys

240

Arg

Pro

Tyr

His



<213> Ginkgo biloba

<400> 23
ttgaaaaaca
ttagtgaagg
gccaacteat
ccttgtegge
ctcatcctcot
catgttgett
aatacgactc
teggataatce
ctagegggge
cagecatett
gatcaacaaa
cgaacattag
tgtgetcece
cattttgttyg
agaggaaagyg
tttageggtg
ctgaatgata
ttggttacag
tgatgtacca
gtaaaaaaaa
<210> 24
<211> 342
<212> PRT

aaaacgaaga
atgtgttcag
ctecatgete
ctectaaace
ttttecacgyg
cccatggata
cagaaatagc
ttcoegeaage
actegegegg
taaagtacte
ccagteatec
tggtaggtte
aaggtgttaa
cectetgatta
ctacttattg
gaattgtggt
ttatggttta
aagatgtaaa
tggtattatg

aaaaaaa

<213> Ginkgo biloba

<400> 24

agatgaacte
cgaaggtect
aaaattagea
cctgotgate
ctatgtacte
catcgcc§ta
cgatgcagcg
tttaaacaat
gggtaaagtg
ggeccttgta

tattctgtea

gggcctgggt

ccaccatgat
tgggeatctt
cctetgtaag
tgcatttett
tectteacat
atccccagaa

cattaaagga
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agtacttgeca
ttacctgtte
gacaaaaacqg
gotctteoott
cteaattaect
geteetcaga
gccattacag
catgtgaggc
gecatttgcac
ggtcttgate
tacagagagc
ccgtgcaaaa
ttettetacy
gatttettag
aatggggaag
caageattte
gctccagtbeca

gtcgaattat

atgtatttgt

cacagccatc
aaatcctege
gaactgcaac
cecaacatgg
tetattetea
tgtacagtgt
actggttacg
ccaattttga
ttg&cctagg
cagtcgatgg
attecectttga
gaaaccctct
aatgtgtoge
acgacgacac
caagagagee
ttggtgataa
agattgagcc
tacgcecggge

tattaaaaaa

ggccatggtt

aattccacaa
cacgecttet
agattateoct
actettgege
aattggecea
agatggactc
gaaatttgtg
tcgagtctcg
aatgggaaaa
tttgggtatg
cttcectcee
tectgectat
caaaggaata
aatgoggaag
tegtggagee
teccagagtet
agtttgcaga

atattaagaa

Met Val Leu Val Lys Agp Val Phe Ser Glu Gly Pro Leu Pro Val Gln

1

5

10

107

15

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
GSQ
720
780
B840
200
260

1020
1080
1140

1157



Ile

Asp

Pro

Leu

€5

Leu

Tyr

Ala

Ala

Gly

145

val

Val

Tyr

Ser

Pro

225

Ala

Asp

Leu

Lys

Leu

Phe

Arg

Ser

Ile

Leu

130

His

Ser

Asp

Arxrg

Gly

210

Gln

Tyr

Asp

Ala

Asn

Leu

Phe

His

Val

Thr

115

Asn

Ser

Gln

Gly

Glu

185

Leu

Gly

His

Thr

Ile

20

Gly

Tle

His

val

Ile

100

Asp

Asn

Arg

Pro

Met

180

His

Gly

vVal

Phe

Lys
260

Pro

Thr

Ala

Gly

Ala

85

Gly

Trp

His

Gly

Ser

165

Gly

Ser

Pro

Asn

val

245

Gly

Gln

Ala

Leu

Tyr

70

Ser

Pro

Leu

Vval

Gly

150

Leu

Lys

Phe

Cys

His

230

Ala

Ile

Ala

Thr

Pro

55

Val

His

Asn

Arg

Arg

135

Lys

Lys

Asp

Asp

Lys

215

His

Ser

Arg

Asn

Thr

40

Ser

Leau

Gly

Thr

Asp

1290

Pro

Val

Tyr

Gln

Leu

200

Arg

Asp

Asp

Gly

Ser
25

Pro

Gln

Tyr

Thr

105

Gly

Asn

Ala

Ser

Gln

185

Gly

Asn

Phe

Tyr

Lys
265
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Ser

Ser

His

Asn

Ile

Pro

Leu

Phe

Phe

Ala

170

Thr

Met

Pro

Phe

Gly

250

Ala

Pro

Pro

Gly

Ser

75

Ala

Glu

Ser

Glu

Ala

155

Leu

Ser

Pro

Leu

Tyr

235

His

Thr

Cys
Cys
Asp
60

Phe
Ile
Ile
Asp
Lys
140
Len
val
His
Thr
Phe
220
Glu

Leu

Tyx

108

Ser

Arg

45

Tyr

Tyr

Ala

Ala

Asan

125

Phe

Ala

Gly

Pro

Leu

205

Pro

Cys

Asp

Cys

Lys

30

Pro

Pro

Ser

Pro

Asp

110

Leu

Val

Leu

Leu

Ile

1990

Val

Pro

Val

Phe

Leu
270

Leu

Pro

Leu

Gln

Gln

Ala

Pro

Leu

Gly

Asp

175

Leu

val

Cys

Ala

Leu

255

Cys

Ala

Lys

Ile

Leu

80

Met

Ala

Gln

Ala

Arg

160

Pro

Ser

Gly

Ala

Preo

240

Asp

Lys



10

Asn Gly

Glu

Ala Arg

275

Val Ala
290

Asp Ile
305

Glu Ser

Arg Arg

<210> 25
<211> 884
<212> ADN

Phe

Met

Leu

Ala

Leu Gln

Val Tyr

Glu

Ala

Pro

Met
280

Pro

Phe
295

Leu

Ser His

310

Val Thr

325

val
340

Cys

<213> Brassica oleracea

<400> 25
acacaaaaaa
tttetttaet
ggacggcaaa
goectectet
ggaggaagga
ttattecccag
atatagecatt
ttggttateg
gttcgcactc
atttggatac
tttttggaca
aaatgaccgqg
catatatcaa
aaaatatcta
taacaaagtt
<210> 26
<211> 213
<212> PRT

atatataaca
ttgtttttga
tacaaaacag
tetecgacte
gaatatcegg
cttatgttge
gaeggaccag
gtcggactaa
tocggecata
tegteocgace
aatggctatg
attgtggaat
aaacgaagtt
tatt;gaatt

ataazaaact

<213> Brassica oleracea

<400> 26

Glu

Asp Val

Arg

caaagaaata
taaaggaaat
atcttttaac
cgeagtetee
tggtgatget
atgteteotte
acaccatgga
accactttet
gecgtggtyg
taaagatcte
gocaatatte
cgtaggatte
cgtttgaatg
atgaggtaag

ttgtaaacaa
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Arg Lys Phe

Asn

Gly Asp

vVal
315

Ala Pro

Lys Ser Pro

330

gaagaaggaa
gteoctettea
agtaggctta
gecgaagagg
cetecatggt
ccatggette
tgagataaaa
tecaccacaa
gaagaccgca
ggcattgata
cggtgaattt
attgttatga
agaaatgaaa
aaacctcttg

tttggtgtgt

Ser
285

Arg
300

Lys

Glu

aaaatgtcec
tcatcagcaa
tcatettget
cttttggtag
taccttetet
attgtecatecg
tecaacggecag
gtaacaccaa
tttgesttgg
ggtatagatg
ttegagecaat
gaactatggt
gtctaaaata
tgtttaaaat

tage

cly Gly

Gly Ala

Ile Glu

Val Glu

Ile Val

Asn

Leu

Pro
320

Pro

Leu Leu

335

cctectttct
actcctttga
gctggaaaaa
caacgeeggt
acaactcatt
cteccgeagtt
agattattga
acctatccaa
ccttaaagaa
ttggaactgt
ttgattgteg
atagtgtaat
gattatttgt

ggagaagtta

Met Ser Pro Ser Phe Leu Phe Phe Thr Leu Phe Leu Ile Lys Glu Met

109

60

120

180

240

300

360

420

4390

540

600

660

720

780

840

884



Ser

Asp

Ser

Pro

65

Leu

His

Ser

Ser

145

aAla

Ala

Gly

Arg

Ser

Leu

Ser

50

val

Leu

Gly

The

Val

130

Lys

Leu

Leau

Gln

Tle
210

<210> 27

<211> 329

Ser

Leu

35

Pro

Glu

Tyr

Phe

Met

115

Gly

Phe

Ala

Tle

Tyr

195

Val

<212> PRT

Ser

Thr

Thr

Glu

Asn

Ile

100

Asp

Leu

Ala

Leu

Gly

180

Ser

Glu

Ser

vVal

Pro

Gly

Ser

85

val

Glu

Asn

Leu

Lys

163

Ile

Gly

Ser

<213> Citrus sinensis

<400> 27

Ala

Gly

Gln

Glu

70

Phe

Ile

Ile

His

Ser

150

Lys

Asp

Glu

Asn

Leu

Ser

55

Tyr

Tyr

Ala

Lys

Phe

135

Gly

Phe

vVal

Phe

Ser

Sex

40

Pro

Pro

Ser

Pro

Ser

120

Leu

His

Gly

Gly

Phe
200

Phe

Ser

Pro

Val

Gln

Gln

i05

Thr

Pro

Ser

Tyr

Thr

185

Glu
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10

Glu

Cys

Lys

Val

Leu

20

Leu

Ala

Pro

Arg

Ser

170

Vval

Gln

Asp Gly

Cys Trp

Arg Leu
60

Met Leu
75

Met Leu

Tyr Ser

Glu Ile

Gln Val

140

Gly Gly
155
Ser Asp

Phe Trp

Phe Asp

Lys

Lys

45

Leu

Leu

His

Ile

Ile

125

Thr

Lys

Leu

Thr

Cys
205

Tyr
30

Lys
Vval
His
val
Ala
110
hsp
Pro
Thx
Lys
Asn
130

Arg

15

Lys

Pro

Ala

Gly

Ser

95

Gly

Trp

Asn

Ala

Ile

175

Gly

Asn

Thr

Ser

Thr

Tyr

80

Ser

Pro

Leu

Leu

Phe

160

Ser

Tyr

Asp

Met Ala Ala Met Val Asp Ala Lys Pro Ala Ala Ser Val Gln Gly Thr

1

5

10

110

15



Pro

Ser

Pro

Asn

€5

Ser

Pro

Asn

Asn

Gly

145

Gly

Thr

Ser

Cys

Asn

225

Gly

Ala

Leu

Thr

Pro

val

Lys

Gln

Ser

Leu

130

His

Phe

Thr

Ile

Ile

210

Arg

His

Leu

Leu

Lys

35

Lys

Ile

Ile

Leu

Ala

115

Pro

Ser

Gly

Gly

Pro

195

Thr

Cys

Met

Ser

Ala

20

Arg

Pr¢o

Leu

Phe

Tyr

100

Ala

Glu

Arg

Ala

Leu

130

val

Ala

Lys

Asp

Lys
260

Thr

Ile

Leau

Phe

Asp

85

Thr

Glu

Asn

Gly

Val

165

Asp

Thr

Cys

Asn

Ile

245

Tyr

Ala

Thr

Ile

Leu

His

Ser

val

Thr

Gly

150

Ile

Pro

val

Ala

Ser

230

Leu

Phe

Thr

Leu

Ile

55

Hie

Ile

Ile

Ala

Glu

135

Gln

Gly

Ser

Ile

Pro

215

Ser

Asp

Cys

Leu

Glu

40

Val

Gly

Ala

Pro

Glu

120

Ala

Thr

Leu

Ile

Gly

2900

Glu

Arg

Asp

Lys

Pro

25

Thr

Thr

Thr

Ser

Pro
105

Tzp

Asn

Ala

Asp

Leu

185

Thr

Gly

aAla

Asgn

Asn
265
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val

Ser

Pro

Ser

His

Pro

Leu

val

Phe

Prec

170

Ser

Gly

Ala

His

Pre

Phe

Ser

Ala

Leu

15

Gly

Ser

Pro

Ser

Ala

155

Val

Phe

Leu

Asn

Phe

235

Ser

250 -

Gly

Asn

Thr

Pro

Gly

60

Ser

Phe

Ala

Gln

Leu

140

Leu

Ala

Asp

Gly

His

220

val

Asp

Glu

111

Arg

Ser

45

Lys

Asn

Ile

Thr

Gly

125

val

Ser

Gly

Ser

Gly

205

Glu

Ala

val

Ser

Gly

30

Ser

Gly

Lys

val

Asn

110

Leu

Ala

Leu

Thr

Phe

190

Val

Glu

Thr

Lys

Arg
270

Ile

Pro

Thr

Ser

val

95

Glu

Gln

val

Arg

Ser

175

Asp

Ala

Phe

Asp

Ser

255

Asp

Tyr

Pro

Phe

Tyr

80

Ala

Leu

Gln

Met

Tyr

160

Lys

Phe

Arg

Phe

Tyr

240

Trp

Pro
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Met Arg Arg Cys Val Ser Gly Ile Val Val Ala Phe Leu Lys Asp Phe
275 280 285

Phe Tyr Gly Asp Ala Glu Asp Phe Arg Gln Ile Leu Lys Asp Pro Ser
290 295 300

Phe Ala Pro Ile Lys Leu Asp Ser Val Glu Tyr Ile Asp Ala Ser Ser
305 310 315 320

Met Leu Thr Thr Thr Hig Val Lys Val
325

112
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REIVINDICACIONES

1. Uso de al menos un polipéptido segun un polipéptido de SEC ID NO:22, o un polipéptido codificado por la
secuencia de acido nucleico de SEC ID NO:21, que tiene una actividad de clorofilasa, en un tratamiento enzimatico
que es una decoloracién de una composiciéon que contiene feofitina en condiciones en las que el polipéptido puede
catalizar la hidrdlisis de la feofitina para generar una feoforbida y un fitol; y la feoforbida y el fitol se separan.

2. El uso de la reivindicacion 1, en el que el polipéptido se inmoviliza en: una matriz, una célula, un metal, una
resina, un polimero, un material ceramico, un vidrio, un microelectrodo, una particula grafitica, una perla, un gel, una
placa, un tubo capilar, un soporte inorganico o soporte organico, y opcionalmente el soporte comprende: una
alumina, celite, Dowex-1-cloruro, perlas de vidrio, silice, gel de silice, hidrogel de alginato, o perla de alginato.

3. El uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2, en el que la composicién que contiene feofitina:
(a) deriva de una planta, un animal o un alga, o una mezcla de los mismos,
(b) comprende un material vegetal, aceite vegetal o extracto vegetal,
(c) comprende un aceite vegetal o un aceite de semillas,
(d) comprende un aceite de palma o un aceite de canola,
(e) comprende un aceite bruto o un aceite refinado,
(f) comprende una preparacion de aceite bruto sin diluir, o
(g) comprende una preparacion de algas.

4. El uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que al menos una etapa del tratamiento se lleva a cabo
en una vasija de reaccion, y opcionalmente la vasija de reaccién comprende un dispositivo de separacion de goma
gravitacional o un tanque de retencion.

5. El uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que al menos una etapa del tratamiento se lleva a cabo
en un extracto celular o en una célula completa.

6. El uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el tratamiento comprende ademas modificar el pH
para promover la separacion acuosa de una feoforbida.

7. El uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el tratamiento se combina con una etapa de
neutralizacion caustica.

8. El uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que se usa polipéptido con una fosfolipasa, y
opcionalmente la fosfolipasa es una fosfolipasa C.

9. El uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el tratamiento esta incluido en un procedimiento de
desgomado.

10. El uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que el tratamiento comprende ademas la eliminacion de
clorofila o feofitina residual; plaguicidas; o hidrocarburos aromaticos policiclicos.

11. El uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que el tratamiento enzimatico de una composicion que
contiene feofitina se combina con un procedimiento de desgomado y una etapa de neutralizacion caustica.
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